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SIMGE VE KISALTMALAR

a . Alfa

B : Beta

Y : Gamma

) : Delta

DM : Diabetes mellitus

DSO : Diinya Saglik Orgiitii

ERK - Extracellular signal regulated kinase

FSH : Follicle stimulating hormone

GnRH : Gonadotropin releasing hormone

H&E : Hematoksilen eozin

ip. : Intraperitoneal

JNK : ¢-Jun NH2-terminal kinaz

LH : Liiteinlestirici hormon

MAPK : Mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz
MAPKK : Mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz kinaz
MAPKKK : Mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz kinaz kinaz

PBS : Phosphate buffered saline
STZ . Streptozotosin



GIRIS VE AMAC

Diabetes mellitus (DM), insiilin salgilanmasi ya da insiilinin etkisindeki tam veya
kismi yetersizlikle iligkili olarak ortaya ¢ikan kronik hiperglisemi; karbonhidrat, yag ve
protein metabolizmasindaki bozukluklar ve bu bozukluklari takiben ileri donemde ortaya
cikan cesitli komplikasyonlarla (anjiopati, kardiyomiyopati, noropati, nefropati ve retinopati
gibi) karakterize bir sendromdur (1).

Diyabetin erkeklerde sik¢a rastlanan etkilerine bakildiginda testislerde seminifer
tiibiillerde atrofi, tiibiillerin duvarin1 doseyen germ epitelinde diizensizlik ve hiicre kaybu,
bazal membranda kalinlasma ile interstisyel dokunun Leydig hiicrelerinde histolojik
degisiklikler meydana getirdigi bilinmektedir (2-6). Simdiye kadar yapilan calismalarda,
diyabetli testis dokusunda apoptozisin arttigi ve buna bagli olarak spermatogenezisde
bozulmalarin olustugu insan ve deney hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (4,7-
9

Protein kinaz gesitlerinden biri olan mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz (MAPK);
embriyogenezis, hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve hiicre d6liimi ile ilgili ¢esitli
sinyallerin diizenlenmesinde biiylik rol oynarlar (10). MAPK’lar sinyal iletimi sirasinda
protein fosforilasyonunda gorev alirlar. Bu proteinler membran yerlesimli olanlar ve
sitoplazmik tirozin kinazlar olarak iki kisma ayrilir ve fosforilasyona ugrayan aminoasit
tiirline gore ise tirozin ve serin/treonin kinazlar olarak siniflandirilirlar. Bu simiflandirmada
MAPK ’lar serin/treonin kinazlar arasinda bulunmaktadir (11,12).

Cok hiicreli organizmalarda MAPK’lar; 3 alt grubu ile (Ekstraseliiler sinyal
diizenleyici kinazlar (ERK), c-jun NH,-terminal kinaz (JNK) ve p38 MAPK) hem fizyolojik



hem de patolojik bir¢ok hiicresel olayr kontrol ederler (12,13). MAPK’lar sinyalin hiicre
icerisine reseptorler vasitasiyla iletiminden sorumludur. Hiicre i¢i sinyal iletiminde baslica
bilesen olarak gorev alirlar ve gelen uyarilar niikleusa iletirler (14,15). MAPK enzimleri,
mitojenler tarafindan aktive edilen protein kinaz kinaz kinaz (MAPKKK)- mitojenler
tarafindan aktive edilen protein kinaz kinaz (MAPKK)- MAPK olarak yukaridan asagiya
reseptor-hedef seklinde baglantilidirlar. Bu iletim G-proteininin aktivasyonu ile baglar.
MAPKKK’1in aktive olmasiyla sirastyla MAPKK ve MAPK aktivasyona ugrarlar. Sonug
olarak MAP kaskati olur (16). MAPKKK’lar disaridan gelen sinyallerle aktif hale geldikten
sonra MAPKK’1 serin/treonin motifinden fosforile eder. Aktif hale gelen MAPKK, substrati
olan MAPK’1n treonin ve tirozin aminoasitlerini fosforile ederek MAPK’1 aktif hale getirir.
Aktive olan MAPK ise sitoplazmik substratlarin1 veya niikleusta transkripsiyon faktorlerini
fosforilasyon yoluyla aktive eder. Bunun sonucunda, hiicrenin gelen sinyale karsi verecegi
biyolojik cevap olusur (12,14,15). p38 MAPK bircok yerde bulunabilen, apoptoziste ve
inflamatuvar cevap olusmasinda 6nemli rolii olan, yiiksek derecede koruma saglayan bir
protein kinazdir. Cevresel strese karsi cevap olusturmasindan dolayr “stresin aktive ettigi
kinaz” olarak isimlendirilir ve ¢ogunlukla apoptozis ve inflamasyon ile iliskilidir. p38’in
aktivitesi ultraviyole 1sinlar, bakteriyel lipopolisakkarit, sodyum arsenat, 1s1, osmotik sok ve
proinflamatuvar sitokinler gibi bircok ¢evresel faktore bagli olarak gelisir. Hiicre
dongiisiindeki ilerleyisi, apoptozis, diferansiyasyon (farklilasma) ve inflamatuvar cevap gibi
fizyolojik siireclerde de onemli rol oynamaktadir (15,16).

Biz bu ¢alismada; streptozotosin (STZ) ile diyabet olusturulmus erkek si¢anlarin testis
dokularinda, DM’ nin komplikasyonlarina bagli olarak; MAPK’larin bir ¢esidi olan p38’in
aktivasyonunda  ortaya ¢ikacak  degisiklikleri ~ immunohistokimyasal  tekniklerle
degerlendirmeyi ve boylece diyabetli testis dokusunda gorilen normal olmayan

spermatogenezisin aydinlatilmasina destek olmay1 planladik.



GENEL BIiLGILER

TESTISIN HISTOLOJISI

Erkek {ireme sisteminin bir bolimiinii olusturan testisler, puberteyle birlikte
spermatozoonlarin iiretimi, beslenmesi ve gegici olarak depolanmasindan ve baslica erkek
seks hormonu olan testosteronun sentezinden sorumlu olan endokrin ve ekzokrin fonksiyon
gosteren bir ¢ift organdir (17,18). Testisler skrotum igine yerlesmis oval bir yapida olan
organlardir. Insanda bir testis 15 gr agirligindayken siganlarda ise bu agirlik viicut agirligmin
%]1’ini olusturur (19,20). Testisler distan i¢ce dogru ii¢ tabakadan meydana gelen kalin bir
kapsiil ile kaplidir. Bunlar tunika vaginalis, tunika albuginea ve tunika vaskiiloza olarak
adlandirilir (18). Tunika vaginalis; testislerin skrotuma dogru go¢ etmesi sirasinda her bir
testis yapisinin kendisiyle beraber gotiirdiigii abdominal periton tabakasidir. Bu tabaka dista
pariyetal ve igte visseral yapraklara ayrilir ve testisin tunika albuginea kismin1 6rter (17,18).
Tunika albuginea; kalin bir fibroelastik bag dokudan meydana gelmistir. Testisin en belirgin
tabakasini olusturur (18). Bu bag doku testisin arka tarafinda kalinlasarak mediastinum testisi
meydana getirir. Mediastinum testisten ¢ikan septumlar her bir testis yapisin1 1-4 adet
seminifer tiibiil iceren yaklasik 250 adet lopguklara ayirir (17,20,21). Tunika vaskiiloza;
testisin en i¢ tabakasini olusturur, kan damarlarindan zengindir ve gevsek bir bag dokusu
yapisindadir. Bu kisimdan c¢ikan interstisyel bag doku uzantilar1 her bir seminifer tiibiil

yapisini sarar ve birbirlerine baglanmasini saglar (22).



Seminifer tiibiiller bir bag doku tabakasi, yassi myoid hiicre tabakasi ve bir bazal
membran tarafindan ¢evrilidir. Sekil 1’de gosterildigi gibi seminifer tiibiil duvart ¢ok katli
kompleks bir epitel ile doselidir ve bu epitel baslica sekil ve fonksiyon bakimindan iki gruba
ayrilir. Bunlar bolinme 6zelligi olmayan Sertoli veya destek hiicreleri ile germ veya
spermatogenik (spermatogonyumlar, spermatosit-1, spermatosit-Il ve spermatid) hiicreler
olarak adlandirilir (19,20).

Sitoplazmik kopriiler

@ ,' ‘ Geng spermatidier

N
trd

Geg spermiyogenez

Spermiyogenez

baslangici Sekonder spermatositler

Mayoz
bollinme

Primer spermatosit

Spermatogonyum

interstisyel hiicreler

Sekil 1. Seminifer tiibiil ve ¢evresindeki dokunun bir béliimii (17)

Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiilde tabanlar1 bazale oturmus liimene kadar uzanan
bliyiik, prizmatik hiicrelerdir. Bu hiicrelerin ¢ok sayidaki yan uzantilar1 spermatogenik seri
hiicrelerini sardig1 i¢in hiicre smirlart 151k mikroskobuyla iyi belirlenemez (17). Sertoli
hiicrelerinin gorevleri,

1- Gelismekte olan spermatozoonlarin korunmasinda, desteklenmesinde ve
beslenmesinde gorev alir.

2- Spermiyogenez sirasinda fazla sitoplazma Sertoli hiicrelerindeki lizozomlar
tarafindan fagosite edilir.

3- Disi ve erkek ilireme organlariin gelisimi esnasinda Miiller kanallarinin gelisimini
engelleyen glikoprotein yapisindaki anti-miillerian hormonu iiretirler ve bdylelikle

embriyonun erkek olarak gelisimi saglanir (20,21).



4- Hipofizden folikil uyarict hormon (FSH) salinimini engelleyen inhibin hormonunu
salgilar (21).

5- FSH ve testosteron kontrolii altinda androjen-baglayici proteini (ABP) firetir ve
salgilar (21). Bu protein de seminifer tiibiil iginde spermatogenez igin gerekli olan
testosteronun yogunlagsmasini saglar (17,22).

6- Spermin bosaltim kanallar1 igerisinde tasinmasi ve beslenmesi i¢in gerekli olan
fruktozdan zengin testikiiler siviyr salgilar (21).

7- Komsu Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalar1 siki baglanti kompleksleriyle birbirine
tutunurlar ve kan-testis bariyerini olustururlar. Kan-testis bariyeri, gelisen spermler ile immiin
sistem arasindaki dogrudan etkilesimi engeller. Ayn1 zamanda kan dolasimindan antijenlerin
gecisini Onler ve limene yakin bolgede yerlesmis spermatogonyumlarin immiin sistemin
etkilerinden korunmasini saglar. Bdylece kan-testis bariyeri kisinin kendi spermine karsi

otoimmun cevap olusumunu, antikor olusumunu ve sonug olarak steriliteyi 6nler (21).

SPERMATOGENEZ

Spermatogenez, spermatogonyumlarin olgun hiicreler olan spermlere donistiigi,
apoptozisi de igeren, hormon bagimli kompleks bir hiicresel gelisim siirecidir. Bu olayda;
¢ogalma evresi (Spermatositogenez), biliyime evresi (Mayoz) ve olgunlasma evresi
(Spermiyogenez) goriiliir (23,24).

Spermatositogenez safthasinda spermatogonyumlar mitozla boliinerek spermatositler
olusur. Mayoz evresinde spermatositler ard1 ardina 2 boliinme gegcirir, kromozom sayilar1 ve
DNA miktarlar1 yariya diiser ve spermatidler olusur. Spermiyogenez safhasinda ise

spermatidler hiicre farklilagma siireci gegirerek spermatozoonlari meydana getirirler (17).

Cogalma Evresi

Spermatogonyumlar, bazal kompartmanda bazal lamina ile direkt iliskide olan
hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri arasindaki okludens tipi baglantilarin altinda yerlesim
gosterdikleri igin kan-testis bariyerinin disinda yer alirlar. 1ki temel morfolojik
spermatogonyum tipi gozlenir: Tip A koyu spermatogonyumlar, germinal epitelin kok (stem)
hiicreleridirler. Yogun bazofilik ve ince graniiler kromatinli oval c¢ekirdek igerirler.
Puberteden itibaren mitotik hiicre boliinmeleri gecirerek ya tip A koyu spermatogonyumlari
ya da tip A agik spermatogonyumlari olustururlar. Tip A agik spermatogonyumlar, soluk

boyanan, ince graniiler kromatinli oval g¢ekirdek icerirler. Mitotik bdliinmeleri sonucunda



farklilagsarak tip B spermatogonyumlar: olustururlar. Tip B spermatogonyumlar, merkezi
yerlesimli ¢ekirdek¢ige sahip kiiresel ¢ekirdek igerirler. Cekirdek kromatini g¢ekirdekeik
cevresinde ve ¢ekirdek kilifi boyunca yogunlagma gosterir (22).

Biiyiime Evresi

Tip B spermatogonyumlar primer spermatositlere farklilasan oOnciil hiicrelerdir.
Olusmalarindan hemen sonra bu hiicreler birinci mayotik boliinmenin profazina girerler. Bu
sirada primer spermatositin 46 (44+XY) kromozomu vardir ve DNA’s1 da 4 N’dir. Profaz
evresinde hiicreler leptoten, zigoten, pakiten ve diploten evrelerini gecirerek diakinez
sathasina ulasirlar ve sonugta kromozomlar ayrilir. Genlerdeki “krossing over” mayozun bu
safhalarinda meydana gelir. Daha sonra hiicre metafaza girer ve metafazi takip eden anafazda
kromozomlar zit kutuplara dogru gekilirler. Bu boliinmede profazin yaklasik 22 giin siirmesi
nedeniyle incelenen hiicrelerin biiylik cogunlugu bu fazda goriiliirler. Spermatogenik seride en
biiyiik hiicreler primer spermatositlerdir ve bunlar ¢ekirdeklerinde kangal yapma siirecinin
degisik evrelerinde kromozomlarin bulunmasi ile taninirlar (17).

Yirmi ti¢ kromozoma sahip olan sekonder spermatositler, primer spermatositlerin
mayoz bdliinmesi sonucu olusurlar. Hacim olarak daha kii¢lik olan sekonder spermatositler
kisa siire igerisinde ikinci mayoz bolinmeye girdiklerinden kesitlerde goriilmeleri oldukga

giictiir. Sonugta bu hiicrelerin boliinmeleriyle spermatidler olusur (17,25).

Olgunlasma Evresi

Spermatidler, diger hiicrelerden daha kii¢iik boyutlar1 (7-8 um ¢apinda), yogunlagmis
kromatin bolgeleri tasiyan g¢ekirdekleri ve tiibiil liimenine yakin yerlesimleri ile taninirlar.
Spermatidler spermiyogenez denilen akrozom sekillenmesini igeren karmasik bir farklilagma
stireci gecirirler. Spermiyogenezde bu hiicrelerin niikleuslar1 yogunlasir, uzar, kuyruk olusur
ve sitoplazmanin ¢ogu kaybolur. Sonucta seminifer tiibliliin liimenine salgilanan olgun
spermatozoon meydana gelir (17).

Spermiyogenez; Golgi fazi, akrozomal faz ve matiirasyon fazi olmak iizere {i¢ faza

ayrilmaktadir.

1. Golgi Fazi: Spermatidlerin sitoplazmasi, ¢ekirdegin yakininda belirgin bir Golgi
kompleksi, mitokondriler, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve diiz endoplazmik retikulum

tiibtilleri igerir. Kiiciik Periyodik Asit Schiff pozitif proakrozomal graniiller Golgi



kompleksinde birikirler ve daha sonra birleserek membranla smirlanmig bir akrozomal
vezikiiliin i¢inde yer alan tek bir akrozomal graniilii olustururlar. Sentriyoller go¢ ederek
akrozomun olustugu bolgenin karsi tarafinda hiicre yiizeyine yakin bir konuma gelirler.
Flagellar aksonem olugsmaya baslar ve sentriyoller yeniden niikleusa dogru geri donerken

hareket ettikge aksonemal komponentleri ¢evresine sarar (17,26).

2. Akrozomal Faz: Akrozomal vezikiil ve graniil, yogunlasan niikleusun son yarisini
kaplayacak sekilde yayilir ve bundan sonra ‘akrozom’ adimi alir. Akrozom; hyaluronidaz,
néraminidaz ve asit fosfataz gibi bazi hidrolitik enzimler igermektedir. Akrozom bu yiizden
lizozomun Ozellesmis bir tipi gibi is goriir. Bu enzimlerin, korona radiyata hiicrelerini
birbirinden ayirdig1 ve zona pellusidayr sindirdigi bilinmektedir. Spermatozoonlar ovumla
karsilastiginda akrozomun dis membrani bir¢ok bolgede plazma membrani ile kaynasarak
akrozomal enzimlerin bosalmasina yol agmaktadir. Bu islem akrozomal reaksiyon olarak
bilinir ve fertilizasyonun ilk basamaklarindan birini olusturmaktadir (17).

Akrozomal faz sirasinda hiicrenin akrozomu igeren on kutbu, seminifer tiibiiliin
tabanina dogru yonelmektedir. Buna ek olarak niikleus uzar ve daha yogun bir hale gelir.
Ayn1 zamanda sentriyollerden bir tanesi geliserek flagellumu olusturur. Mitokondriler de
flagellumun proksimal parcasi etrafinda toplanarak ‘orta parca’ adi verilen kalinlagsmis
bolgeyi olusturur. Bu bolge spermatozoa hareketlerinin kaynagini aldigi yerdir (10).
Mitokondrilerin bu sekilde yerlesmesi, bu organellerin hiicre hareketi ve yiiksek enerji
tilketimi ile ilgili olan bolgelerde toplanmasina 6rnek teskil etmektedir. Flagellum hareketi,
mikrotiibiiller, ATP ve dynein denilen ATPaz aktivitesine sahip bir proteinin etkilesmesi

sonucunda olusmaktadir (17).

3) Matiirasyon fazi: Geriye kalan artik sitoplazma Sertoli hiicreleri tarafindan
fagosite edilir ve spermatozoonlar tiibiiliin liimenine dogru salinirlar. Spermatogonyumlarin
boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan hiicreler tamamen ayrilmaz ve sitoplazmik kopriilerle

birbirlerine bagli kalirlar. Sonugta seminifer tiibiiliin ltimenine salinan olgun spermatozoonlar

olusur (17,22).

DIABETES MELLITUS

Diabetes Mellitus, en belirgin 6zelligi hiperglisemi olan heterojen bir metabolizma

bozuklugudur. Yalnizca hiperglisemi degil, ayn1 zamanda hiperaminoasidemi, hiperlipidemi

7



ve aterosklerosis gibi birgok komplikasyona neden olan karbonhidrat, lipid ve protein
metabolizmasindaki bozukluklar ile karakterize sistemik bir hastaliktir (27,28). Klinik
belirtileri arasinda ¢ok su igmek (polidipsi), ¢ok yemek yemek (polifaji), cok idrar yapmak
(poliiiri), halsizlik, zayiflama ve daha seyrek olarak da deri infeksiyonlari, bulanti ve bas
agrist bulunmaktadir. Bu belirtilerin nedeni glikoz kullaniminin azalmasi sonucunda kan
glikoz seviyesinin yiikselmesi (hiperglisemi), idrarda glikoz bulunmasi (glikoziiri), derinin
kurumasi (dehidratasyon) ve diger biyokimyasal degisimlerdir. Kronik ve devamli yiiksek kan
glikozu (hiperglisemi) nedeniyle yiiksek oksidatif stres goriilmektedir (29,30).

Diyabet kelimesi Yunanca “sifon” anlamina gelir ve bu hastaligi karakterize eden asir
idrar olusumunu gosterir. Mellitus kelimesi de yine Yunanca “bal” anlamina gelen “mel”
kelimesinden tiiretilmistir (31).

Bir¢ok iilkede o6liime neden olan hastaliklar icinde diyabet besinci sirada yer
almaktadir. Diinya Saglk Orgiitii (DSO) tahminlerine gore 2009 sonu itibari ile tiim
diinyadaki diyabet niifusu 285 milyon iken bu saymin 2030 yilinda 438 milyona ulagsmasi
beklenmektedir. Bunun baslica nedenleri niifus artigi, yaglanmanin ve kentlesmenin getirdigi
yasam tarzi degisimi sonucu obezite ve fiziksel inaktivitenin artmasidir (32,33).

Diyabetin bir¢cok degisik tipi olup, bu tiplerin olusmasinda genetik, cevresel faktorler
ve hayat tarzinin rolii vardir. Genis 6lciide kabul géren ilk DM simiflamasi 1980 yilinda DSO
tarafindan yaymlanmis ve 1985 yilinda yapilan degisikligi takiben yakin zamana kadar
gecerliligini korumustur. 1980 DSO Uzmanlar Komitesi, DM’yi insiiline bagimli DM (Tip 1
DM) ve insiiline bagimli olmayan DM (Tip 2 DM) olarak adlandirdiklar1 iki grupta

smiflamay1 onermistir (34).

Tip 1 Diabetes Mellitus

Insiiline bagimli diyabet ya da juvenil diyabet olarak da adlandirilmaktadir ve tiim
diyabet olgularinin % 5-10’unu olusturur. Pankreas P hiicrelerinin otoimmiin aracilikli
yikimiyla olusan insiilin yetmezligi ile karakterizedir (35). Bu hastalarda insiilin yokluguna
bagl olarak dolagimda asir1 miktarda glukoz ve yag asidi birikir. Glukoz ve yag asitleri
hiperozmolarite ve hiperketonemiye neden olur. Insiilin eksikliginin siddeti ve ortaya gikis
hiz1 hastaligin siddetini belirler. Kanda artan glukoz glomeriiler reabsorbsiyon sinirini
gectiginde idrarla atilmaya baglar. Glukoz ozmatik etkiyle beraberinde sivi ¢ikisini arttirir.
Asir1 susama ve ¢ok su icme meydana gelir. Istahin normal olmasi ve asir1 yemeye ragmen

kilo kaybi meydana gelir (28,34).



Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 DM karacigerde glukoz yapiminda artma, bozulmus insiilin sekresyonu, insiilin
direnci, hiperinsiilinemi ile seyreden ve diyabet olgularinin %90’indan fazlasini olusturan
metabolik bir hastaliktir. Glukoza cevaptaki zayiflik, reseptor bozukluguna bagli olarak
glukozu tanima veya algilamadaki bozukluktan kaynaklanmaktadir (27,36).

Tip 2 diyabet genellikle obezite ve fiziksel inaktiviteye bagl olarak goriilmektedir.
Hastaligin temelinde genetik olarak yatkin kisilerde yasam tarzi ile tetiklenen instilin direnci
ve zamanla azalan insiilin sekresyonu s6z konusudur (37). Gelismis iilkelerde toplumun %5-
10’u tip 2 diyabetlidir. Yakimmalar tip 1 diyabete benzemekle birlikte daha hafiftir. Bu
sebeple hastalik gercek baslangicindan yillar sonra (ortalama 5 yil sonra) fark edilir, hatta
bazen komplikasyonlar1 nedeniyle tan1 konabilir. Tip 2 diyabet genellikle 40 yasindan sonra
ortaya ¢ikar ve yaslanma ile siklig1 artar. Bununla beraber, son yillarda obezitenin ¢ocukluk
caginda da artmasi ile birlikte g¢ocuk ve addlesan cagda da tip 2 diyabet goriilmeye
baslamistir. Gelismis iilkelerde 15 yas altinda goriilen diyabet vakalarinin yarisina yakininin

tip 2 diyabetli oldugu bildirilmektedir. (36,38).

Diabetes Mellitus’un Komplikasyonlar:
Gerek Tip 1 gerekse Tip 2 diyabette akut ve kronik donem komplikasyonlari

gozikmektedir.

1- Akut komplikasyonlar: Akut olarak gelisen ve hayati tehdit eden, mental ve fiziki
bozukluklara neden olabilen ve acil tedaviyi gerektiren komplikasyonlardir. Diyabetin akut
donemdeki en 6nemli komplikasyonlar1 hiperglisemi ile hipoglisemi ve bunlara bagli olarak
meydana gelen koma durumlaridir. Akut hipoglisemide otonomik sendromlar (terleme,
titreme, carpinti, aclik gibi) veya noroglikopenik sendromlar (koordinasyon ve konsantrasyon

zorlugu gibi) gelismektedir (39).

2- Kronik komplikasyonlar: Diabetes Mellitus’un g¢esitli organ ve sistemlerde
olusturdugu degisikliklere DM’nin kronik komplikasyonlari denmektedir. Belirgin morbidite
ve mortaliteye yol actiklarindan dolay1 6nemlidirler. Baglica kronik komplikasyonlar ii¢ ana
kategoride  smiflandirilir.  Bunlar  makrovaskiiler ~komplikasyonlar, —mikrovaskiiler
komplikasyonlar ve diyabetik noropatidir. Makrovaskiiler tanimi ile beyindeki serebral

damarlar, kalpteki koroner damarlar ve alt ekstremitede bulunan biiyiik arterlerden sz



edilmektedir. Makrovaskiiler komplikasyonlara baktigimizda ise ateroskleroz, felg, miyokard
infarktiisii, gangrendir. Mikrovaskiiler hastaliklar nefropati, retinopatiyi de i¢ine alan ve tim
viicutta bulunan kapiller damarlar1 etkileyen komplikasyonlar1 tanimlamak i¢in kullanilir
(40,41).

Diyabetik noropati ise diffiiz ya da fokal, periferik, somatik ya da otonomik sinir

liflerinde olusan hasar ile karakterize olan bir noropati tablosudur (42).

DIABETES MELLITUS VE ERKEK INFERTILITESI

Erkek infertilitesi pek ¢ok degisik nedene bagli olarak ortaya c¢ikar. Gegirilmis
enfeksiyonlar, genetik sebepler, hormonal bozukluklar, diyabet, bobrek yetmezligi gibi
metabolik hastaliklar infertilitenin baslica sebeplerindendir. Inmemis testis gibi patolojiler de
cevresel etkenlerden bagimsiz olarak erkek infertilitesinin baglica nedenleri arasinda yer alir.
Bunlarin yani1 sira beslenme, ¢evre kirliliginin artmasi, radyasyon, kimyasal maddelere maruz
kalma, sigara tliketiminin artmasi, alkol ve bagimlilik yapici maddelerin kullanimi gibi
cevresel sebepler de son donemde erkek infertilitesinin goriilme sikligim1 artiran diger
nedenlerdendir (43,44).

Diyabet, insanlarda ve deney hayvanlarinda fonksiyonel ve yapisal degisikliklere
neden olmaktadir. Testislerde meydana gelen degisiklikler; seminifer tiibiillerde atrofi,
tiibiillerin duvarim1 déseyen germ epitelinde diizensizlik ve hiicre kaybi, spermatogenez ve
spermiyogenezin durmasi, bazal membranda kalinlagsma ile interstisyel dokunun Leydig
hiicrelerinde yapisal ve fonksiyonel bozukluklari kapsamaktadir (2-6).

Diyabetik si¢anlarda, hipofiz duyarliligimin azalmasi ve effektor hiicrelere anormal
steroid transportu olmasina bagl olarak hipotalamus-hipofiz yolunda anormal seksiiel steroid
geri bildirimi sergilenmektedir. Sican diyabet modellerinde gonadotropin salgilatict hormon
(GnRH) hipofiz cevabmin azaldigi gosterilmektedir. Diyabetik bireylere GnRH
uygulandiginda LH ve FSH cevaplarinda dalgalanmalar oldugu bildirilmektedir. Bu hipotez,
STZ ile diyabet olusturulmus koyunlarin lateral ventrikiiliine insiilin verilmesi sonucunda LH
salinma sikliginin artmasiyla desteklenmektedir. Laboratuvar hayvanlarinda diyabetteki gibi
karbonhidrat dengesindeki yilikselme, lireme sisteminin fonksiyonel aktivite bozukluklarinin
hipotalamus-hipofiz yolu ve gonadlar ile iliskili oldugu diistiniilmektedir. Diyabetiklerde
olgunlasmamis ve apoptozise giden, az hareketli, anormal akrozoma ve morfolojiye sahip

sperm yiizdesi oldukga yiiksektir (45).
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Memelilerde spermatogenik seri hiicrelerinin ortaya ¢ikmasi esnasinda, farklilagmis
spermatogenik hiicrelerin yarisindan fazlasi sperme doniismeden dnce Oliir, biiyiik olasilikla
bu apoptozisden dolayidir. Apoptoziste en Onemli degisiklikler hiicrelerin niikleusunda
izlenir. Kromatin niikleus membranma yakin kisimlarda yogunlasarak, degisik sekil ve
biiyiikliikklerde ¢okerek kondanse olur. Elektron mikroskobu ile incelendiginde; kromatinin
yogun graniiler yarim ay, hilal veya yiiziikk seklinde, niikleus membraninin i¢ yiiziinde
yerlestigi izlenir. Niikleus da hiicre gibi biiziisiir. Bazen membranla sarili olarak birkag
parcaya ayrilabilir. Isik mikroskobik seviyede apoptozis, hematoksilen eozinle (H&E)
boyanmis kesitlerde; hiicreler koyu eozinofilik, sitoplazmik tomurcuklu, bir veya birkag
pargali piknotik niikleuslu olarak izlenebilir. Niikleus kromatininin niikleus membranin ig¢
yliziine yerlesmesi nedeniyle hilal veya yarimay seklinde izlenebilir (46,47).

Diyabetik insan ve deney hayvam testikiiler biyopsilerinde; tiibiil duvarinda
kalinlasma, germ hiicrelerinde tiikkenme ve Sertoli hiicrelerinde vakuolizasyon
gozlemlenmistir (48). Ayrica DM’nin; spermatogenez, penil ereksiyon ya da ejakulattaki
bozulma ile spermatogenezisin endokrin kontroliinii etkileyerek, erkek tireme fonksiyonlarini

azalttig ileri stirtilmustiir (49).

DENEYSEL DIiYABET MODELLERI

Deneysel diyabet modelleri, diyabete bagli komplikasyonlarin tani ve tedavisinde
yaklasimlarin belirlenmesi amaciyla siklikla kullanilmaktadir. Insanlardaki insiilin bagiml
DM’nin olusum mekanizmalarini1 anlayabilmek, engelleyebilmek ve kronik diyabetin neden
oldugu yan etkileri ortaya koyabilmek amaciyla deney hayvanlarinda cesitli kimyasallarin
veya ilaglarin kullanilmasiyla deneysel diyabet modelleri olusturulmaktadir (50,51). Bunlar
arasinda en yaygmn olan1 kimyasal ajanlarla diyabet olusturulmasidir. Laboratuvar
hayvanlarinda kimyasal diyabet yaygmn olarak STZ veya alloksan enjeksiyonuyla
olusturulmaktadir. STZ veya alloksan pankreatik B hiicrelerine kars1 olan spesifik toksisiteleri
nedeniyle diyabetojenik ajan olarak kabul edilmektedirler. Bu maddelerin mekanizmalari
birbirinden farklidir ancak her iki kimyasal da pankreas B hiicrelerinde deformasyona neden
olmaktadir. STZ’nin pankreas P hiicrelerinde yarattig1 hasar sonucu gelisen hipoinsiilinemi,

hiperglisemi ve doku hasar1 Tip 1 ve Tip 2 diabetes mellitus i¢in model olusturmaktadir
(52,53).
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Streptozotosin

Streptozotosin insiilin salgilayan [ hiicrelerine toksik etkisi nedeniyle diyabet
modelleri olusturmak amaciyla arastirmalarda kullanilan kimyasal bir ajandir. STZ ilk kez
1960 yilinda Streptomyces achramogenes kiiltiiriinden elde edilmis olup, dar spektrumlu bir
antibiyotik olarak kullanilirken diyabetojenik 6zelligi ortaya ¢ikmistir (47). Farkli doz ve
uygulama bi¢imlerinde kullanilarak degisik diyabet modelleri olusturulmaktadir. Sekil 2°de
kimyasal yapis1 gosterilen, molekiiler agirligr 265,2 kilodalton ve formiilii CgHi5N307 olan

STZ, Langerhans adaciklarinin B hiicreleri i¢in 6zgiin toksik etki gosteren bir maddedir (29).

CH 2OH
H | O y
H
OH H
OH OH
H HCN“ N CH 3
O NO

Sekil 2. Streptozotosin’in kimyasal yapisi (54)

Streptozotosin agik sar1 renkte, suda ve alkolde kolayca ¢oziinebilen, nem ve 1s18a
duyarli bir maddedir. Suda 4,5 pH’da ¢6ziiniip sabit kalmakta, bu pH’nin disinda derhal
parcalanmaktadir. Onceleri antibiyotik olarak kullanilirken antitiimoral etkiye sahip oldugu ve
kanserojen rol oynadigir bulunmustur. Bugiin ise diyabetojenik etkisinden yararlanilmakta ve
deneysel diyabet ¢alismalarinda kullanilmaktadir. Kan glikoz diizeyini en yiiksek diizeye
cikaran STZ dozu genellikle 60-65 mg/kg’dir. Ayrica 0 °C’de alkalin soliisyonlarda
diazometana yikilir (55). STZ’nin [ hiicrelerindeki etkisi kan insilin ve glikoz
konsantrasyonlarindaki  karakteristik ~ degisikliklerle bir arada goriilmektedir. STZ
uygulandiktan sonra kan glikozunda trifazik bir yanit olusur. Ik 2 saat icinde kan sekeri
yiikselir. Bu gecici hiperglisemi karacigerde glikojenin ani yikimina baglidir ve diyabetojenik
ajan1 uygulamadan 6nce hayvan 12-18 saat siireyle a¢ birakilirsa azaltilabilir veya ortadan

kaldirilabilir. Hiperglisemik donemde plazma insiilin diizeyleri diisiiktiir. Hepatik oksijen
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yikiminin epinefrin saliverilmesinin bir sonucu olabilecegi diisiiniilmektedir. ikinci faz
yaklagik 6 saat sonra baglar ve siddetli hipoglisemi ile karakterizedir. Genellikle diyabetojenik
ilag uygulamasini izleyen ilk 24 saat i¢indeki 6liimlerden bu hipoglisemi sorumludur ve bu
donemde hayvana sekerli siv1 verilmesi 6nerilmektedir. Hipoglisemi B hiicrelerinin 6liimiiyle
birlikte agir1 miktarda insiilin saliverilmesine baglidir; bu dénemde plazma insiilin diizeyleri
cok yiikselmistir. Ugiincii faz 10-12. saatlerde baslar ve bu dénem hiperglisemi donemidir.
Plazma insiilin seviyeleri artik diismiistiir ve aylarca diisiik olarak seyreder (30,56).

Streptozotosin ile olusturulan diyabet sonucu fertilite, libido, proliferasyon yetenegi,
testikiiler sperm sayisi, hareketliligi ve testikiiler agirlik belirgin olarak azalir (45,48,57). STZ
uygulamasiyla testiste germ hiicre sayisinda azalma, Sertoli ve Leydig hiicre vakoulizasyonu,
Leydig hiicrelerinin sayisinda ve fonksiyonunda azalma gézlenir (48). Ayn1 zamanda STZ
uygulanmas1 sonucu seminifer tiibiillerdeki FSH, insiilin, insiilin benzeri biiyiime faktorii-1
reseptorlerinin dagilimi1 da etkilenmektedir. Serum liiteinlestirici hormon (LH), FSH ve
testosteron diizeyleri belirgin olarak azalmaktadir. Insiiline bagh diyabette; insiiline duyarsiz
hale gelen hiicrelerde insiiline bagli olarak gelisen FSH azalmasi sonucu Leydig hiicrelerinin
fonksiyon ve testosteron liretiminde ve devaminda LH diizeylerinde azalma gozlenir. Ayrica
sperm atimi ve fertilitesi de FSH’a bagli olarak azalir (57).

Sonug olarak, yapilan ¢alismalarda deneysel olarak diyabet olusturulan si¢anlarda ve
diyabetik hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun &nemli
derecede arttig1 ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu
bildirilmigtir. Ayrica uzamis oksidatif stresin ve antioksidan kapasitede goriilen
degisikliklerin diyabetin kronik komplikasyonlarinin ortaya ¢ikisi ile de iligkili olabilecegi
aragtirmacilar tarafindan vurgulanmaktadir (29,30,50,58).

MITOJENLERIN AKTIVE ETTiGi PROTEIN KiNAZLAR

Sinyal ileti mekanizmast; hiicrenin normal islevlerinin devamliligi i¢in gerekli iletisim
ve etkilesimden sorumludu. MAPK’lar ekstraselliiler sinyal diizenleyici kinaz ailesinin bir
liyesidir. Insan, hayvan, bocek, bitki, mantar, tek hiicreli ve mayalarda bulunan bu proteinler
hiicre membranindan niikleusa bilgi aktarilmasinda bilyilk 6nem tasimaktadir. Bu sinyal
iletim kaskadlar1, embriyogenezis, yasama, ¢cogalma, diferansiyasyon ve apoptozis islevlerinin
diizenlenmesinde rol alir (59-62).

Mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz sinyal ileti yolu hiicre igerisinde birgok

merkezi role sahiptir. 1987 yilinda mikrotiibiil diizenleyici faktor olarak kisaltilan MAPK
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daha sonra major aktivatdriinlin mitojenik biiylime faktorii oldugu ve mikrotiibiil diizenleyici
protein disinda substratlarinin oldugunun saptanmasiyla mitojenle aktive olan protein kinazlar
olarak tanimlanmstir (63).

Genel olarak MAPK’lar, c¢ekirdekte Ozgiil genlerin transkripsiyonu ve/veya
ribozomlarda gerceklesen translasyonu stimiile edebilirler, bazi yapisal faktorlerin
aktivasyonunu saglayabilirler. Bu etkileriyle hedef hiicrelerde proliferasyon, farklilasma,
hipertrofi, morfolojik degisimler, apoptozisle hiicre Oliimiiniin engellenmesi, glikojen ve
kiiciik 1s1 sok proteinlerinin sentezinin artirilmasi ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesi
gibi olaylara aracilik ederler (64).

Mitojenlerin aktive ettigi protein kinazlarin da aralarinda bulundugu protein kinazlar
sinyal iletimi sirasinda protein fosforilasyonunu (aktivasyonunu) saglarlar. Membran
yerlesimli olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar olarak iki kisma ayrilan bu proteinler
fosforilasyona ugrayan aminoasit tiiriine gore ise tirozin ve serin/ treonin kinazlar olarak
siiflandirilirlar (11). Bu siniflandirmada MAPK’lar serin/ treonin kinazlar arasinda yer
almaktadir (12,65).

Mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz sinyal yolu tiim 6karyotik organizmalarda ti¢li
kinaz seklinde bulunur ve kisaca; MAPKKK-MAPKK-MAPK seklinde ifade edilmektedir.
Sekil 3’te gosterildigi gibi MAPK enzimleri MAPKKK-MAPKK-MAPK olarak yukaridan
asagiya reseptor hedef seklinde baglantilidirlar (16,66). MAPKKK ’lar distan gelen sinyallerle
aktif hale gelir ve MAPKK’1 serin/treonin motifinden fosforile eder. Aktif hale gelen
MAPKK, substrati olan MAPK’1n treonin ve tirozin aminoasitlerini fosforile ederek MAPK’1
aktif hale getirir. Bu 6zelliklerinden dolayt MAPKK enzim ailesi treonin ve tirozini fosforile
edebilen ¢ift spesifiteye sahip kinazlar olarak da adlandirilmaktadirlar. Aktif MAPK’lar,
sitoplazma ve ¢ekirdekteki ilgili substratlarin serin/treonin’lerini fosforile etmek suretiyle
onlar1 aktif veya inaktif hale getirerek disaridan gelen sinyale gore transkripsiyon,
translasyon, hiicre metabolizmasi gibi hiicresel mekanizmalarin ¢alismasiyla hiicresel cevabin
olusturulmasini saglarlar (67). MAPK sinyal transfer yolu enzimleri, 6karyotik hiicrelerdeki
gen ekspresyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadirlar. Bu protein fosforilasyon
enzimleri, hiicre i¢i iletisim ve hiicre disi uyarilarin arttirllmasinda ve sonugta uygun

biyokimyasal ve fizyolojik hiicresel cevabin olusturulmasinda arabuluculuk yapmaktadirlar
(66,68).
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Mitojenlerin aktive ettigi protein kinazlar {i¢ ana gruba ayrilir (14);
1- p38 sinyal iletim yolu
2- INK sinyal iletim yolu
3- ERK sinyal iletim yolu

Uyan BiylUme faktorer Hicresel stres
RTK Y l Hiicre membrant
GTPaz Ras sitoplazma
MKKK Raf MEKK 1,2,3,4,5
MKK MEK1/2 MKK4  + MKK7
MAPK ERK1/2 P38 JNK
Y h 4 #
Transkripsiyon faktorien ELK-1/2 ATF-2 c-JUN nlkleus
Biyolojik cevap Proliferasyon Apoptozis, buylmenin durmasi,
Immunolojik cevap, proliferasyon?

ATF: Activating transcription factor, ERK: Extracellular signal regulated kinase, GTP: Guanosine
triphosphate, JNK: c-Jun N-terminal kinase, MAPK: Mitogen-activated protein kinase, MEK: Mitogen
extracellular signal regulating kinase, MEKK: MAPK/ERK kinase kinase, MKK: MAPK Kkinase,
MKKK: MAPK kinase kinase, p38: p38 kinase, RTK: Receptor tyrosine kinase.

Sekil 3. Mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz ailesi ve sinyal iletimi (58)

p38 Sinyal fleti Yolu

p38; cevresel strese karst cevap olusturan 6nemli bir protein kinazdir. p38’in hedefleri
arasinda, transkripsiyon faktorleri, translasyon mekanizmasinin komponentleri ve
serin/treonin kinazlar bulunur (69). p38 yolaklar1 oksidan, ultraviyole 1sin, hiperozmolarite,
inflamatuvar sitokinler gibi birgok stres faktorii tarafindan aktive hale gelir ve hiicre
dongiisiiniin ilerleyisi, diferansiyasyon, apoptozis ve inflamatuvar cevap gibi fizyolojik
stireclerde onemli rol oynamaktadir. Genellikle JNK ile beraber aktiflestigi bilinmektedir
(70). Memeli hiicrelerinde 4 tip p38 tanimlanmistir. Bunlar; p38a, p38f , p38y ve p385°dir.
Bu enzimler MAPKK3 ve MAPKKG6 tarafindan fosforile ve aktive edilir,. MAPKK3 ve
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MAPKKG®6; p38-MAPK aktivasyonu vasitasiyla proapoptotik sinyaller ortaya ¢ikarabilir ve bu
da apoptozise neden olur (71).

Insanda p38a oncelikle interlokin-1 (IL-1) gibi inflamatuvar sitokinlerin biyosentezini
durduran piridinil imidazol simifi bilesenlerin ve insan monositinde uyarilmig
lipopolisakkaritlerdeki tiimor nekroz faktorlerin molekiiler hedefleri olarak tanimlanmislardir.
Insanlarda p38 MAPK enzim aktivasyonunun apoptozise neden oldugu ve bu durumun kanser
terapisi  ¢alismalarinda  timor  hiicrelerinin - programli  olarak  yok edilmesinde

kullanilabilecekleri ileri siirtilmiistiir (12,72).

JNK Sinyal iletimi Yolu

Hiicresel bircok olayda oOnemli roller oynayan JNK, hiicre gelisimi, biiyiimesi,
apoptozis ve immiin cevaptan sorumludur. Hiperozmolarite, ultraviyole ismnlar ve
inflamatuvar sitokinler gibi birgok stres faktorii tarafindan aktive hale gelir ve hiicre gelisimi,
biiyiimesi, apoptozis ve immiin cevap ile iliskilidirler (73).

Stres faktorlerine cevap sirasinda aktive oldugu igin stres ile aktive olan protein kinaz
(Stresin aktive ettigi protein kinase (SAPK)) olarak da bilinir. Hiicre, hiicre disindan gelen
strese karsi, JNK’nin sagladigi baglanti sayesinde cevap olusturur. JNK1, JNK2, JNK3
genleri tarafindan kodlanir (73). JNK sinyal ileti yolu; MKK4 ve MKK?7 tarafindan aktif hale
getirilirler. Ayrica hiicre icerisinde birtakim zit fonksiyonlara sahiptirler. Bu fonksiyonlardan
en bilineni gerek hiicresel ve gerekse cevresel birtakim stres faktorlerine maruz kaldiginda
apoptozisi tetiklemeleridir. Bu yolakta sinyal, c-Jun'u fosforile ederek transkripsiyon
faktorlerini aktive eden protein AP-1 (Aktivatdr protein-1)'1 etkin hale getirir. Sonug olarak

hiicre proliferasyonu artar (74).

ERK Sinyal iletimi Yolu

ERK memeli hiicrelerinde ilk olarak tanimlanan MAPK iiyesidir ve bilinen
sitoplazmik sinyal iletim yollarindan birisidir. Okaryotik hiicrede hayatta kalim,
proliferasyon ve diferansiyasyonu yonetir ERK yolagi ekstraseliiler biliylime faktorleri
tarafindan aktive olup hem hiicre yasam1 hem de hiicre 6liimii ile iliskilidir (75,76).

Ileti zinciri ii¢ seri fosforile protein kinazdan meydana gelir; RAF, MEK, ERK.
Biiytime faktorleri ve mitojenler hiicre ylizey reseptorlerine baglanarak bu yolag: aktive eder.
Bu sirada GDP/GTP degisimiyle RAS ve sonrasinda bir serin/treonin protein kinaz olan
RAF’1n RAS tarafindan aktivasyonu meydana gelir. RAF bundan sonra MEK-1 ve MEK-2’yi
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aktive eder. Bu basamaklarin ardindan ERK-1 ve ERK-2’nin aktivasyonu gergeklesir (77).
ERK fosforilasyonu sonucunda, sitoplazmik ERK niikleusa geger ve Elk-1, Rsk, ERF, c-Myc
ve Cbfal gibi transkripsiyon faktorleriyle kompleks olusturur ve hiicrede gen aktivasyonu

olusur (78).
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GEREC VE YONTEMLER

DENEKLER

Calismamizda Trakya Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma Birimi'nde iiretilen,
agirliklart 250-300 g arasinda degisen, ayni biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip 30 adet
Sprague Dawley erkek sican kullanildi. Deney siiresi boyunca, tim deneklerimiz, optimum
laboratuvar kosullart (22+1 0 °C, 12 saat aydinlik/karanlik siklusunda) altinda, giinliik igme
suyu ve %21 ham protein iceren pelet yemlerle (Purina) beslendi. Ayni biyolojik ve fizyolojik
ozelliklere sahip deneklerimizden, viicut agirliklar1 birbirine yakin olanlar ayni1 grupta olacak
sekilde; biri kontrol grubu (n=10), digeri diyabet grubu (n=20) olmak iizere 2 farkli grup
olusturulmustur. Calisma icin Trakya Universitesi Etik Kurulu’ndan (Ek 1) 06.08.2011
tarihinde onay alindu.

Deney hayvanlari 2 gruba ayrildi;

Kontrol grubu: Bu gruptaki siganlara pH’s1 4,2 olan 0,1M’lik sitrat tamponu verildi.

Diyabet grubu: Bu gruptaki si¢anlara 5 giin siire ile giinliik 40 mg/kg STZ (pH’ s1 4,2
olan; 0,IM’ lik sitrat tamponunda ¢oziilerek) verildi. (Deneyimizin devam ettigi siirede
diyabet grubundan 6 adet denek kaybedilmistir.)

Kimyasal yolla deneysel diyabet olusturabilmek amaciyla STZ (Sigma Aldrich
Chemicals, USA) kullanildi. Diyabet grubunu olusturacak olan 20 adet sigana sitrat tamponu
igerisinde eritilen STZ 5 giin siire ile giinliik 40 mg/kg dozunda intraperitoneal (ip) olarak
enjekte edilmistir. STZ’nin rahat ¢oziinebildigi ve stabilitesini korudugu bir soliisyon olan
sitrat tamponu; 4,1543 gr sodyum sitrat tribazik dihidrat (Merc, A419548, Germany) ve 2,284
gr sitrik asit monohidrat’1 (J.T. Baker, A18592, Austria) 250 ml steril distile suda ¢ozerek

hazirlanmis ve pH’s1 4.2’ye ayarlandi. STZ enjeksiyonu bittikten 2 giin sonra glukometre ile
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kan glukoz diizeyleri kuyruk veninden alinan kan 6rnekleriyle dlciilerek hayvanlarin diyabet
olup olmadiklar1 tespit edildi. Kan glukoz degerleri 250 mg/dl ve {izeri olan hayvanlar
diyabetik olarak kabul edildi. Ayrica deneklerin kan-glukoz diizeylerine; deneye baslamadan
oncesinde de kuyruk veninden alinan kan Ornegiyle glukometre ile bakildi. Ayni1 zamanda
deneyin basinda ve sonunda tiim deneklerimizin viicut agirliklart ile yine deney sonunda, her
iki testis agirliklart 6l¢tildi.

Diyabet olusturulduktan 4 hafta sonra, Alfamine (Ketamidor, Alfasan, Hollanda) ve
Rompun (Rompun, Bayer, Tiirkiye) anestezisi altinda, tiim deneklerin testisleri total olarak
cikarildi ve agirliklar 6lgiildii. Alinan testis 6rnekleri Bouin fiksatifinde (75 cc pikrik asit+25
cc formalin+5 cc Asetik asit) tespit edildi. Dokularin 151k mikroskopik incelemeleri igin
islemlendirilmeleri Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal1

Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

ISIK MiIKROSKOBIK iNCELEME

Isik mikroskobik incelemeler icin alman testis dokulari, Trakya Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Isik Mikroskobi Laboratuvar’inda
islemlendirildi. Bu amagcla testis dokular1 Bouin fiksatoriinde 4 giin fikse edildikten sonra
yikama islemine ge¢ildi. Dokular 2 giin %70’lik alkolde yikanarak, dehidratasyon iglemine
gecildi. Dokular artan alkol serilerinde (%70, 90, 96, 100) 1’er saat tutuldu. Dehidratasyon
asamasindan sonra saydamlastirma basamagi i¢in dokular 3 seri 15’er dk toluol ile muamele
edildi. Gomme isleminden 6nce dokular yumusak parafinde 1 gece tutuldu. Bir sonraki giin
testis dokular1 yumusak parafinden alinarak 1 saat siv1 sert parafinde tutularak bloklandi. Bu
bloklardan Leica RM-2245 silindirli mikrotom kullanilarak 5 mikrometre (um) kalinligindaki
kesitler alind1. Testisdeki histolojik yap1 degisikliklerini ortaya koyabilmek amaciyla alinan
kesitler hematoksilen eozinle (H&E) ile boyandi. Isik mikroskobunda (Olympus CX31-Japan)
incelenerek bulgularin fotograflar ¢ekildi.

Ayni preparatlarin  kullanimiyla, tiim deneklerin testis biyopsi materyallerinde
seminifer tiibiil ¢aplari, X20’lik biiylitmede, okiiler mikrometre kullanilarak 6lgtimlenmis ve
bu olclimler, her hayvandan alinan testis kesitlerinde, yuvarlak veya yuvarlaga yakin rastgele
secilmig 10 tiibiiliin enine kesiti alinarak gergeklestirildi (50).

Ayrica hazirlanan preparatlardan 10’ar adet seminifer tiibiil gelisi gilizel secilerek

Olympus CX31 marka mikroskopta X40’lik biiyiitmede germinal epitelin diizenli olup
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olmadigina ve spermatogenetik faaliyetin hangi asamasinda olduguna bakildi. Bunun igin

Tablo 1’de gosterilen Johnson Skoru kullanild: (79).

Tablo 1. Johnson Skorlamasi (79)

Skor 1 | Seminifer tiibiillerde hiicre yok.

Skor 2 | Spermatogenik hiicreler yok, yalnizca Sertoli hiicreleri var.

Skor 3 | Sadece spermatogonyumlar var.

Skor4 | Spermatozoa veya spermatid yok, 5’ten az spermatosit var.

Skor 5 | Spermatozoa veya spermatid yok; ancak spermatositler var.

Skor 6 Spermatozoa yok, 10°dan az spermatid mevcut.

Skor 7 | Bol spermatid mevcut; ancak spermatozoa yok.

Skor 8 | Germinal epitel gok sirali; ancak liimende 10’dan az sayida spermatozoa var.

Skor 9 | Germinal epitelde ¢ok sirali; ancak diizgiin olmayan gériiniim mevcut,

liimende obliterasyona yol agan hiicre dokiilmesi var.

Skor 10 | Cok siral1, bol spermatozoa ve santralde agik liimen igeren tiibiiller var.

IMMUNOHISTOKIMYASAL INCELEME

Yapilan immiinohistokimyasal incelemeler Hsu ve ark. (80) tarafindan agiklanan
metoda gore yapildi. Inceleme igin testis dokusundan 5 um kalinliginda kesitler alindi ve
deparafinizasyon iglemini takiben kesitler suya indirildi. Suya indirilen kesitler antijen retrival
icinde mikrodalga firinda 20 dk kaynatildi. Oda 1sisinda 20 dk sogumaya birakildiktan sonra
kesitler phosphate buffered saline (PBS) (pH 7.6) ile yikandi. Bu asamadan sonra hidrojen
peroksidaz aktivitesinin giderilmesi i¢in metanolde (Riedel-de Hden 24229) hazirlanan
%3’liik hidrojen peroksit (H20,) ile 20 dk muamele edildi. Distile su i¢inde ¢alkalanarak
kesitler PBS ile yikand1. Ozgiil olmayan antikor baglanmalarmi bloklamak iizere kesitlere %1
preimmiin rabbit serum (Ultra V Block, LabVision, TA-015-UB) uygulandi. Daha sonra
kesitler nemli chamber i¢inde 1/100 oraninda sulandirilmis primer antikor ile 1 saat siire ile
inkiibe edildi. Kullanilan antikor, rabbit monoclonal total-p38 MAPK antibody (Cell
Signaling, USA) ve rabbit monoclonal phospho-p38 MAPK antibody (Thr180/Tyr182 (12F8),
Cell Signaling, USA) idi. Kesitler 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 20 dk sekonder antikor
soliisyonunda (Biotinylated Goat Anti-Mouse, LabVision, TM-015-BN) tutuldu. 3 kez
PBS’de yikanan kesitlere 20 dk streptavidin peroksidaz soliisyonu (Streptavidin Peroxidase,

LabVision, TS-015-HR) uygulandi. Kesitlere 3 kez PBS ile yikama sonrasinda 10 dk 3-amino
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9-etil karbazol (AEC) kromojen soliisyonu (LabVision, TA-002-HAC) uygulamasi yapildi.
Kesitler distile su ile yikandiktan sonra 5 dk Mayer hematoksilen uygulanarak zit boyama
yapildi. Akarsuda 5 dk yikanan kesitler kapatma soliisyonu (Mounting Medium, LabVision,
TA-060-UG) konarak lamel ile kapatild1 ve 1s1k mikroskobunda degerlendirmeye alindi.
Yapilan immuhistokimyasal islemlerin degerlendirilmesi; p38 boyanma indeks’i
olusturarak yapildi. immiinohistokimyasal tekniklerle boyanan kesitler 6zel bir okiiler skalasi
kullanilarak 1s1k mikroskobunda (Olympus CX31-Japan) degerlendirildi. Tiim gruplar i¢in her
preparatta 10 seminifer tiiblil secilerek degerlendirme yapildi. Niikleusu kirmizi boyanan
hiicreler pozitif olarak degerlendirildi. Boyanan ve boyanmayan hiicreler sayilarak her
seminifer tiibiil i¢in p38 indeksi yiizde (%) olarak hesaplandi. Daha sonra tiim tiibiillerin
indekslerinin ortalamalari hesaplanarak her grup igin p38 indeksi bulundu. Tim bu

degerlendirmeler birbirinden bagimsiz iki gdzlemci tarafindan uygulandi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

Istatistiksel analizler i¢in, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlhigi Bilgi Islem
Merkezi’ndeki S0064 Minitab Release 13 programi (Lisans No: WCP1331.00197) kullanildi.
Tiim veriler ortalama (+) standart sapma (S.S) olarak ifade edildi. Gruplar arasindaki
sonuglarin farkliliklar1 Kruskal-Wallis varyans analizi ile degerlendirildi. Anlamli fark
bulunan gruplar arasindaki karsilastirmalar i¢in ise Mann-Whitney U testi kullanildi. p<0,05

olmasi1 durumunda fark istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

MORFOMETRIK BULGULAR

Kan Glukoz Diizeyleri

Hayvanlara STZ uygulamas1 oncesi ve sonrasinda, glukometre ile kan glukoz degerleri
Ol¢iilmiistiir. Kontrol ve diyabet gruplarmma ait deneklerin; kan-glukoz diizeyleri
degerlendirildiginde baslangicta tiim gruplarin kan glikoz seviyesinin 99-110 mg/dl arasinda
oldugu belirlenmistir. Kontrol grubunun kan glikoz seviyesinde deney baslfangicindan
bitimine kadar istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik bulunmamistir. Deney sonrasi,
yani STZ uygulandiktan 2 giin sonra diyabet grubunda bulunan deneklerin kan glukoz
seviyesinin, diyabet olusumunu dogrulayacak sekilde (>250 mg/dl), kontrole gére anlamli

derecede yiiksek oldugu saptanmistir (p<0,0001) (Sekil 4).

600
500 T
400
300 - B ilk Kan Sekeri (mg/dl)

i Son Kan Sekeri (mg/dl)
200 -

100 - - T
0 - T

Kontrol Diyabet

*p<0,0001 kontrol son kan sekeri ve diyabet ilk kan sekeri ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli farklilik belirlenmistir.

Sekil 4. Kontrol ve diyabet gruplarina ait kan glukoz diizeyleri
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Agirhik Bulgularn

Kontrol ve diyabet gruplarina ait sicanlarin ilk ve son viicut agirliklarinin
karsilastirilmast Sekil 5’de gosterilmistir. Deney sonundaki viicut agirliklar1 kiyaslandiginda
kontrol grubundaki siganlarin viicut agirliklarinda istatistiksel olarak anlamli bir degisiklik
gozlenmezken, diyabet grubunda ise istatistiksel agidan anlamli derecede azalma oldugu

gozlemlenmistir (p<0,05).

300
250 -
200 -

150 - N ilk agirlik (gr)

T - i Son agirlik (gr)

Kontrol Diyabet

*p<0,05 diyabet grubu ilk agirlig: ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlenmistir.
Sekil 5. Kontrol ve diyabet gruplarina ait viicut agirhklari.

Kontrol ve diyabet gruplarina ait siganlarin testis agirliklarinin karsilastiriimasi Sekil
6’da gosterilmistir. Deney sonunda deneklerin testis agirliklar1 6lgiildiigiinde diyabet grubu

deneklerde kontrole gore anlamli derecede diisiis belirlenmistir (p<0,01).
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Kontrol Diyabet

*p<0,01 kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlenmistir.

Sekil 6. Kontrol ve diyabet gruplarina ait testis agirhklar:
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Seminifer Tiibiil Caplar:

Diyabete bagli meydana gelen seminifer tiibiillerdeki degisiklikler tiibiil c¢aplarinin
Ol¢iilmesi ile gosterilmistir. Deney sonrasi kontrol ve diyabet grubu deneklerimizin seminifer
tiibiil ¢aplan karsilastirildiginda; diyabet grubu deneklerimizin seminifer tiibiil ¢cap degerleri,
kontrol grubu degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir (p<0,001)

(Sekil 7).
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Seminifer Tiiblil Caplar1 (um)

Kontrol Diyabet

*p<0,001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlenmistir.

Sekil 7. Kontrol ve diyabet gruplarina ait seminifer tiibiil ¢caplar:

Johnson Skorlamasi

Kontrol ve diyabet gruplarinin testis dokular1 histopatolojik olarak incelenirken;
seminifer tiibiillerin genel yapisi, tiibiil icerisindeki spermatogenik seri hiicrelerinin varligi ve
interstisyel alanin goriiniimii gbz 6niinde bulunduruldu. Bunlar1 degerlendirirken Johnson
skorlama yontemi kullanildi. Her grupta rastgele 10 seminifer tiiblil igerisindeki
spermatogenetik seri hiicrelerinin hangi asamada olduguna ve tiibiillerin yapisina bakilarak
her bir tiibiil i¢in ayr1 bir skor verildi ve bunlarin istatistiksel olarak hesaplanan ortalamasi ile
gruplarin ortalama Johnson skorlar1 belirlendi. Diyabet grubu deneklerimizin Johnson skor

degerleri, kontrol grubu degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir
(p<0,001) (Sekil 8).
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Johnson Skorlamasi

o )

Kontrol Diyabet

*p<0,001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlenmistir.

Sekil 8. Kontrol ve diyabet gruplarina ait Johnson Skorlari

MORFOLOJIK BULGULAR

Histolojik Bulgular

Kontrol grubuna ait 151k mikroskobik bulgular: Kontrol grubuna ait deneklerden
aliman ve H&E ile boyanan testis doku kesitleri incelendiginde distan bag dokusundan tunika
albuginea ile sarili oldugu ve Seminifer tiibiil sinirlarinin diizgin oldugu gézlendi. Bazal
membran iizerinde ise Sertoli hiicreleri ile spermatogenik seri hiicrelerinin varligi belirlendi.
Bu tiibiillerin duvarinda bazal membrandan itibaren spermatogonyumlar ile bunlarin iizerinde
mayoz bolinme asamasinda spermatositler ile spermatidler ve liimene dogru spermiyogenezi
belirleyen sekillenmekte olan ve sekillenmis spermiyumlar izlendi. Ayrica seminifer
tibiillerin ¢evresinde myoid hiicreler bulunmaktaydi. Seminifer tiibiillerin aralarinda
interstisyel bag doku yaygindi ve bu alandaki Leydig hiicrelerinin normal histolojik yapida
olduklart goriildii. Cogunlukla poligonal sekilli olan Leydig hiicreleri, diizgiin yuvarlaga
yakin oval bi¢imli ¢ekirdegi ve normal sinirlar i¢inde eozinofilik boyanan sitoplazmasi ile

ayirt edildi (Sekil 9-11).
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Sekil 9. Kontrol grubuna ait testis kesitinde H&E boyamasi. Seminifer tiibiiller (yildiz)
yuvarlak yapida ve bir biitiin halinde goriilmekte. Tiibiillerin aralarindaki

interstisyel alanda ise Leydig hiicreleri ve kan damarlar1 yer almakta. X200.

Sekil 10. Kontrol grubuna ait testis kesitinde H&E boyamasi. Diizgiin simirlara sahip
seminifer tiibiillerde diizenli dizilim gosteren spermatogenik hiicreler
goriilmekte (yildiz). Interstisyel alanda yerlesmis olan poligonal sekilli Leydig
hiicrelerinin (ok) oval bicimli niikleusu ve eozinofilik boyanan sitoplazmasi

dikkati cekmekte. X400.
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Sekil 11. Kontrol grubuna ait testis kesitinde H&E boyamasi. Diizgiin simirh bir
seminifer tiibiil ve bu tiibiil epitelini olusturan spermatogenik hiicreler
goriilmekte (y1ldiz). Ayrica interstisyel alandaki diizgiin, oval ¢ekirdege sahip
Leydig hiicreleri (ok) ve kan damarlari (okbasi) izlenmekte. X400.
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Diyabet grubuna ait 151k mikroskobik bulgular: Diyabet grubuna ait deneklerden
alman ve H&E ile boyanan testis doku kesitleri incelendiginde seminifer tiibiiller ve
interstisyel alanda kontrole gore diyabet olusumuna bagl bir takim degisiklikler goriildii. Bu
grupta incelenen tiim testis kesitlerinde, normal seminifer tiibiiller yaninda, hiicresel yapinin
bozuldugu atrofik tiibiiller bir arada izlendi. Bu atrofik degisiklikler arasinda tiibiillerdeki
sekil ve boyut farkliliklart en goze carpan Ozellikti. Hiicre tabakalari arasinda bosluklar
bulunmaktaydi. Primer spermatositlerden sonra hiicrelerin diizeni bozulmustu ve hiicre
katman sayis1 azalmisti. Ayrica hiicrelerin bazal membranlarindan ayrilarak liimene
dokiildigii goriildii. Bazi tiibiillerde, Sertoli hiicreleri ile spermatogenik seri hiicrelerinin tiibiil
duvarinda var oldugu ancak bunlarin birbirlerinden ayrildiklart belirlendi. Bazi Sertoli
hiicrelerinin sitoplazmalarinda vakuoller gbzlendi. Ayrica tiibiillerde invaginasyon ile birlikte
primer spermatositlerden itibaren hiicreler arasinda bosluklar goriilmekteydi. Cogu tiibiilde
sperm yok denecek kadar azdi. Bazi alanlarda normale yakin boyutlarda tiibiiller mevcut olup
bunlarin liimeninde spermatozoa da tespit edildi.

Tiiblil caplarinin azalmasma bagli olarak interstisyel alandaki bosluklarin arttigi
gozlendi ve buradaki bag dokuda parcalanmalar goriildii. Interstisyel alandaki Leydig
hiicrelerinin normal poligonal yapilarinin bozuldugu ve sitoplazmik kayiplarinin yaninda

¢ekirdek yapilarinin da diizensizlestigi izlendi (Sekil 12-15).
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Sekil 12. Diyabet grubuna ait testis kesitinde H&E boyamasi. Kiiciik biiyiiltmede caplari
kiiciilmiis ve sekilleri bozulmus seminifer tiibiiller (yildiz) goriilmekte. Ayrica
tiibiil caplarimin azalmasina bagh olarak interstisyel alandaki bosluklarin

arttigi da gorillmekte. X100.

.!« %. V) - : ;'w *
LT
w5 & o
s CH ‘g’é .
+ ’\r 4 * : . ¢ o I’
1 - ey L
o A Ay S
w7 et S B"" c?"?’.«
.a(.'o T e ”‘".
Lot .-?-" os; :F)” J.r'\r’
B A N, T
00 LR e, e A
F- / .‘.:‘*;k.‘ti ",{."'
vZi ot . 2 "o 4 AR Tl L
8, W% P
: NS LT
oy o o d 33‘&"".%1. et
= G 2% T 75 gl
¥ - CRTRCE AR RTT AT Lol Ve 7 R E
EHERE O
.\‘:‘ ‘gv s \ .4 o % : (/4 \’.;’ '::1 “"“.. F‘.‘:@
S ' S ‘..‘ 2 *, A l&: s aaah L:.b-‘

Sekil 13. Diyabet grubuna ait testis kesitinde H&E boyamasi. Caplan Kiigiilmiis ve
sekilleri bozulmus seminifer tiibiillerde (yildiz) spermatogenik hiicre

serilerinde belirgin kayiplar goriilmekte. X200.
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Sekil 14. Diyabet grubuna ait testis kesitinde H&E boyamasi. Seminifer tiibiillerdeki
(yildiz) spermatogenik hiicre diziliminin bozuldugu, hiicrelerin bazal
membranlarindan ayrildigi, Sertoli hiicreleri arasinda bosluklarin goriildiigii ve
kopan bazi hiicrelerin liimene dokiildiigii goriilmekte. Leydig hiicrelerinin
sitoplazmalarindaki kayip ve c¢ekirdek yapilarindaki diizensizlikler dikkati
cekmekte (ok). X400.

Sekil 15. Diyabet grubuna ait testis kesitinde H&E boyamasi. Spermatogenik seri hiicre
diziliminin ciddi derecede hasar gordiigii seminifer tiibiillerde hiicre
tabakalar1 arasinda bosluklar goriilmekte (yildiz). Leydig hiicrelerinin de

seklinin bozuldugu dikkati cekmekte (0k). X400.
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Immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol ve diyabet gruplarinin testis bloklarindan hazirlanan  kesitlere
immunohistokimyasal yontemle t-p38 ve f-p38 antikorlar1 uygulanarak dagilimlar1 arastirildi.
Bu kesitler incelendiginde kontrol ve diyabet gruplar1 arasinda belirgin farkliliklar oldugu
gorildi.

t-p38 Immiinboyanmasi: t-p38 immiinboyanmalar1 hiicrelerin niikleuslarinda
gergeklesti.

Kontrol ve diyabet gruplarina ait testis dokularinda t-p38 immiinboyanma pozitif

hiicre siklig1 t-p38 indeksine gore degerlendirildiginde diyabet grubunda kontrol grubuna gore
bir artig oldugu gorildi (p<0,001) (Sekil 16).
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Kontrol Diyabet

*p<0,001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlenmistir.

Sekil 16. Kontrol ve diyabet gruplarinda t-p38 indeks degerleri

Kontrol grubuna ait siganlarin testis kesitleri incelendiginde; seminifer tiibiillerdeki az
sayida primer spermatositte diisik yogunlukta t-p38 immiinboyanmasi gozlendi. Sertoli
hiicreleri, spermatogonyumlar ve spermatidler ile interstisyel alandaki Leydig hiicrelerinde ise
boyanma gozlenmedi (Sekil 17,18).

Diyabet grubuna ait sicanlarin testis kesitleri incelendiginde ise; kontrol grubuna
oranla daha fazla hiicrede t-p38 immiinboyanmasi saptandi. Sertoli hiicreleri, spermatidler ve
Leydig hiicrelerinde pozitivite goriilmezken, primer spermatositler ve az sayida

spermatogonyumda pozitivite saptandi (Sekil 19,20).
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Sekil 17. Kontrol grubuna ait testis kesitinde t-p38 immiinboyamasi. Seminifer
tiibiillerdeki az sayida t-p38 pozitif primer spermatositler (ok) goriilmekte.

Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi. X400.

Sekil 18. Kontrol grubuna ait testis kesitinde t-p38 immiinboyamasi. Seminifer
tiibiillerde az sayida t-p38 pozitif primer spermatosit (ok) goriilmekte.

Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi. X400.
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Sekil 19. Diyabet grubuna ait testis kesitinde t-p38 immiinboyamasi. Seminifer
tiibiillerde kontrole gore fazla sayida t-p38 pozitif primer spermatosit (ok)
ve spermatogonyum (okbasi) goriilmekte. Immiinoperoksidaz, hematoksilen

z1it boyamasi. X400.

Sekil 20. Diyabet grubuna ait testis kesitinde t-p38 immiinboyamasi. Seminifer
tiibiillerde kontrole gore fazla sayida t-p38 pozitif primer spermatosit (ok)
ve spermatogonyum (okbasi) goriilmekte. Immiinoperoksidaz, hematoksilen

z1it boyamasi. X400.
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f-p38 Immiinboyanmasi: f-p38 immiinboyanmalar1 hiicrelerin niikleuslarinda
gerceklesti.

Kontrol ve diyabet gruplarina ait testis dokularinda f-p38 immiinboyanma pozitif
hiicre siklig1 f-p38 indeksine gore degerlendirildiginde diyabet grubunda kontrol grubuna gére
bir artis oldugu goriildii (p<0,0001) (Sekil 21).
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*p<0,0001 kontrol grubu ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik belirlenmistir.
Sekil 21. Kontrol ve diyabet gruplarinda f-p38 indeks degerleri

Kontrol grubuna ait siganlarin testis kesitleri incelendiginde; seminifer tiibiillerdeki az
sayida primer spermatositte diisiik yogunlukta f-p38 immiinboyanmasi goriildii. Ancak pozitif
hiicre sayist t-p38 immiinboyanmasina oranla daha fazla idi. Sertoli hiicreleri,
spermatogonyumlar, spermatidler ve Leydig hiicrelerinde ise boyanma saptanmadi (Sekil
22,23).

Diyabet grubuna ait siganlarin testis kesitleri incelendiginde ise; hem kontrol hem de t-
p38’in diyabet grubu immiinboyanmasina gore daha fazla hiicrede f-p38 immiinboyanmasi
saptand1. Pozitivite daha ¢ok primer spermatositler olmak iizere spermatogonyumlarda da
gozlendi. Sertoli hiicreleri, spermatidler ve Leydig hiicrelerinde ise herhangi bir boyanma
gozlenmedi (Sekil 24,25).
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Sekil 22. Kontrol grubuna ait testis kesitinde f-p38 immiinboyamasi. Seminifer
tiibiillerdeki az sayida f-p38 pozitif primer spermatositler (ok) goriilmekte.

Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi. X400.

Sekil 23. Kontrol grubuna ait testis kesitinde f-p38 immiinboyamasi. Seminifer
tiibiillerde az sayida f-p38 pozitif primer spermatosit (ok) goriilmekte.

Immiinoperoksidaz, hematoksilen zit boyamasi. X400.
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Sekil 24. Diyabet grubuna ait testis kesitinde f-p38 immiinboyamasi. Seminifer
tiibiillerde kontrole gore fazla sayida f-p38 pozitif primer spermatosit (ok)
ve spermatogonyum (okbasi) goriilmekte. Immiinoperoksidaz, hematoksilen

z1it boyamasi. X400.

Sekil 25. Diyabet grubuna ait testis kesitinde f-p38 immiinboyamasi. Seminifer
tiibiillerde kontrole gore fazla sayida f-p38 pozitif primer spermatosit (ok)
ve spermatogonyum (okbasi) goriilmekte. Immiinoperoksidaz, hematoksilen

z1it boyamasi. X400.
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TARTISMA

Diabetes Mellitus, hiperglisemi, ve glukoziiri ile kendini gosteren, hem akut hem de
kronik komplikasyonlarla seyreden, diinyada ve iilkemizde giderek artan, siirekli kontrol ve
tedavi gerektiren bir hastalikti. DM’nin etiyopatogenezi ile ilgili arastirmalar, hastaligin
hiperglisemi ile karakterize pek ¢ok durumu igine alan bir sendrom oldugunu ortaya
koymustur (35).

Diyabetin viicudun tiim organlarina primer ya da sekonder donemlerde olmak iizere
zarar verdigi bilinmektedir. Goriilen bu erken ve ge¢ donem komplikasyonlar genelde
diyabetli hastalarda kardiyomiyopati, retinopati, nefropati ve noropatilerdir. Bunlarla birlikte
diyabetin hem erkek hem de disi bireylerde iiremeyle ilgili rahatsizliklara da neden oldugu
bilinmektedir (81).

Deneysel hayvan c¢alismalarinda, insandakine benzer diyabet olusturmak igin
kullanilan N-nitroso tiirevi D-glukozamin yapisindaki STZ, oksidan maddeler meydana
getirerek Langerhans adaciklarin1 selektif olarak tahrip ederek diyabeti baslattig
diigiiniilmektedir. DM’li insanlarda oldugu gibi, STZ diyabetik sicanlarda da gozler,
bobrekler, kan damarlari ve sinir sisteminde hasarlar olusturur (82).

Oksidatif stres pek c¢ok hastaligin patogenezinde rol oynadigi gibi diyabet ve
komplikasyonlarmin olusumunda da 6nemli rol oynar (83). Oksidatif stres serbest oksijen
radikallerinin olusumu ve bunlar1 ortadan kaldirmakla gorevli enzimlerin aktivitelerinin
bozulmasi sonucu meydana gelmekte, dolayisiyla hiicrenin enerji metabolizmasinin en énemli
liyesi olan mitokondri basta olmak iizere tiim hiicre organellerinin ve hiicrenin kalitsal
materyali olan DNA’nin zarar gérmesine sebep olmaktadir (58). Oksidatif stresin hiicrenin

genetik materyalinde meydana getirmis oldugu bu zarar, DNA’nin kendini replike etmesinde
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dolayistyla hiicre boliinmesinde bir engel teskil etmekle kalmayip, cogu zaman hiicreyi
apoptozise kadar gotiiren bir siireci baslatmaktadir. Bu durum diyabetin liremeyle ilgili
fonksiyonlarin gergeklestigi disi ve erkek iirogenital sistemlerinde disfonksiyona sebep
olmaktadir (84). Yapilan c¢alismalarda deneysel olarak diyabet olusturulan siganlarda ve
diyabetik hastalarda serbest oksijen radikallerinin ve lipid peroksidasyonunun onemli
derecede arttigt ve oksidatif stresin diyabet etiyolojisinde ve ilerlemesinde rolii oldugu
bildirilmistir. (29,30,50,58).

Arastirmacilar deneysel diyabet olusturmak i¢cin STZ ya da alloksan gibi farkh
ajanlari, farkli doz ve siirelerde kullanmislardir. Yetigkin siganlarda insiiline bagimli diyabet,
cogunlukla, 40-60 mg/kg STZ’nin tek doz intravenoz (i.v) veya en az 40 mg/kg i.p olacak
sekilde enjeksiyonu yapilarak olusturulmaktadir (85,86). Pek ¢ok arastirici tarafindan
subdiyabetojenik tekrarlayan STZ uygulamalart (5 giin siireyle 40 mg/kg intraperitoneal),
deneysel Tip I diyabet modeli olarak kabul gérmiistiir (48,87). Yine yapilan arastirmalarda
STZ uygulamasi bittikten 2 giin sonra kan glukoz degerleri 6l¢iilen ve 250 mg/dl iizeri olanlar
diyabetik denekler olarak kabul edilmistir (88,89). Biz de ¢alismamizda literatiirlere uygun
olarak 5 giin siireyle giinliik 40 mg/kg STZ’yi i.p olarak uygulamis olup, STZ uygulamasi
bittikten 2 giin sonra model olusum kontrolii amagli kuyruk veninden kan 6rnekleri alindi ve
kan glukoz diizeyleri 250 mg/dl iizeri olan hayvanlar diyabetik olarak kabul edildi.

Erkek iireme sisteminin bir organi olan testisin baglica gorevi cinsiyet hormonlart ile
tireme hiicreleri olan spermleri iiretmektir. Testis fonksiyonlari, sinirsel, hormonal ve bu
organda {iretilen hormonlarin miktarlarina bagl olarak diizenlenmektedir. STZ ile diyabet
olusturulan modellerde androjen reseptdrlerinin testiste, epididimisde ve prostat bezinde
azaldig1 gosterilmistir. Androjen reseptorlerinin azalmasinin da, diyabetik sicanlarda hormon
sentezinde ve seksiiel fonksiyonlarda bozukluklara neden oldugu sdylenmistir (90). Yapilan
calismalarda, diyabetik bireylerde ereksiyon bozuklugu ile birlikte birlikte, sperm sayisinda,
hareketliliginde ve kalitesinde, ayrica, testis agirliginda azalma gibi anormallikler oldugu
gosterilmistir (48). Koh ve ark. (8,9)’nin yaptiklar1 ¢aligmalarda diyabet grubunda bulunan
sicanlarin deney sonlandirildiktan sonra testis agirliklarinin anlamli derecede azaldig:
gosterilmistir. Yine yapilan baska ¢aligsmalarda diyabetten sonra viicut ve testis agirliklarinda
anlamli derecede degisimler rapor edilmistir. Bizim ¢alismamizda da, literatiirler ile uyumlu
olarak diyabet sonrasinda hem viicut agirliklarinda hem de testis agirliklarinda istatistiksel

olarak anlamli derecede azalmalar saptanmistir (91-93).
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Diyabetin testisteki seminifer tiibiil ¢aplarina etkisi daha 6nce yapilan ¢aligmalarla
gosterilmistir (91-93). Bizim ¢alismamizda da diger arastirmalarla uygun olarak kontrol grubu
seminifer tiibiil caplar1 ile diyabet grubundaki seminifer tiibiil caplar1 arasinda anlamh
derecede fark oldugu goriilmiistiir. Ayrica diyabetin seminifer tiibiillerdeki germinal epiteli
nasil etkiledigi Johnson skoru ile gosterilmistir. Daha 6nce yapilan ¢aligsmalara (91,92,94,95)
uyumlu olarak bizim c¢alismamizda da diyabetik siganlarin Johnson skoru ortalamasinin
kontrol grubunun ortalamasina gore azalmis oldugu bulunmustur. Johnson skoru
ortalamasindaki bu diisiis, diyabetin testis dokusuna verdigi hasar1 histolojik olarak
gostermektedir.

Diyabetin, gonadal fonksiyonlar etkileyerek, diisiik testosteron diizeyleri, testikiiler
disfonksiyon ve yetersiz spermatogenez olusturdugu insanlarda ve deney hayvanlarinda
gosterilmistir (2-6). Diyabete bagli olarak testislerde, tunika albugineada, seminifer
tiibiillerde, interstisyel bag dokusu icinde ve Leydig hiicrelerinde histolojik degisiklikler
izlenmektedir (4,7). Bunlara ek olarak diyabetik testislerin seminifer tiibiillerinin duvarlarinda
kalinlagmalarin, Sertoli hiicrelerinde vakuolizasyonun oldugu, iireme hiicrelerinin sayica
azaldig1 gosterilmistir (48). Yine yapilan baska calismalarda STZ ile olusturulmus deneysel
diyabette testiste tiibiiler atrofi izlenmistir (3,4,7,91,92,96).

Kara (95)’nin yapmis oldugu calismada, diyabetik testis dokusunda seminifer
tiibiillerin ¢ogunda atrofik degisiklikler gozlenmistir. Ayrica hiicrelerin bazal membrandan
ayrilarak liimene dokiildiigli goriilmiistiir. Tiibiillerin bazilarinda spermatozoa bulundugu
bazilarinda ise bulunmadigi bildirilmistir. Kapucu (97)’nun yapmis oldugu bir bagka
calismada ise diyabet grubuna ait hayvanlarin testislerinde, bag dokusunda azalma meydana
geldigi, seminifer tiibiillerde invaginasyon ile tiibiiliin tabakalagsma diizeninin bozuldugu,
tiibiiliin hiicre tabakalar1 arasinda bosluklar olustugu ve bazi hiicrelerin liimene atildig1 rapor
edilmistir. Ricci ve ark (93), kontrol grubunda goriilen Sertoli hiicrelerinin bazal membran
tizerindeki normal diziliminin diyabet grubunda goriilmedigini belirtmislerdir. Ayrica
spermatogenetik hiicrelerin saglikli hayvanlarda diizgiin bir yapilanmaya sahipken, diyabetik
hayvanlarda bu diizgiin yapmin bozuldugunu géstermislerdir. Oztiirk ve ark. (98)’nin yapmis
oldugu calismada diyabet grubu siganlarda, testikiiler atrofinin oldugu ve seminifer
tiibiillerdeki spermatogenik seri hiicreleri ile Sertoli hiicrelerinde degisik derecelerde kayiplar
izlendigi bildirilmistir. Ayrica bazi seminifer tiibiillerde ¢ok ¢ekirdekli dev hiicrelerin izledigi
belirtilmistir. Kanter ve ark. (91,92) yaptiklar1 ¢caligmalarda da diyabet sonucunda seminifer

tiibiil capindaki azalmayla birlikte tiibiil yapisinin bozuldugu ve spermatogenik seri hiicreleri
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arasinda kopmalarin meydana geldigini bildirmiglerdir. Yapilan diger calismalarda da
diyabete bagli olarak seminifer tiibiillerde meydana gelen hasarlar gésterilmistir (3,94).

Bizim calismamizda da literatiirlerle benzer olarak kontrol grubuna ait siganlarin
seminifer tiiblilleri normal ve diizenli olarak bulunurken, diyabet grubunda atrofik
degisikliklere rastlanmistir. Seminifer tiibiillerin yapisinda bozulmalarin oldugu, germinatif
epitelin bag dokudan ayrildigi, tiibiil duvarinda invaginasyonlarin goriildiigl, primer
spermatositlerden itibaren seminifer tiibiil epitel hiicreleri arasinda bosluk olustugu
gorilmistir. Tim bu degisiklikler diyabetin testiste olusturdugu hasar1 géstermektedir.

Insiilinin testosteron salinimini hormonal olarak diizenledigi, kan insiilin diizeyinin
azalmasinin testosteron diizeyinin diismesine neden oldugu, insanlarda ve deney
hayvanlarinda gosterilmistir (99,100). Insiilinin testosterona etkisi, LH ve FSH salgilanmasini
baskilayarak olmaktadir (3). Testosteron, Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenerek salgilanir.
LH, Leydig hiicrelerinin reseptorlerine baglanir ve bu salgilanmay1 uyarir. Testosteron hem
Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlarmin gergeklesebilmesi i¢in, hem de spermatogenezisin
olusabilmesi icin gereklidir. Sertoli hiicrelerinden FSH stimulasyonu ile salgilanan androjen
baglayici protein, seminifer tiibiillerde testosteronun tutulmasini saglar (101). Testosteron
diizeyinin diismesi diyabette izledigimiz testikiiler atrofiyi agiklamaktadir. Leydig
hiicrelerindeki fonksiyon bozuklugunun, STZ’ nin dogrudan toksik etkisi sonucu olusabilecegi
tizerinde de durulmustur. Ancak STZ uygulanmayan, spontan diyabetik siganlarda da Leydig
hiicre disfonksiyonu gelistigi izlenmistir (102). Ayrica, STZ ile diyabet yapilmis siganlara
disaridan insiilin verildiginde testosteron diizeylerinde artis saptanmistir (7). Tim bunlara
bagl olarak diyabette seminifer tiibiillerdeki dejenerasyon yaninda interstisyel dokunun
Leydig hiicrelerinde de diyabete bagli' olarak morfolojik ve fonksiyonel degisikler meydana
geldigi bildirilmektedir (4,103). Ancak Foglia ve ark. (104) ise diyabetin spermatogenez ve
spermiyogenezi engellemesinin yaninda Leydig hiicrelerinde bir farklilik olusturmadigini
belirtmektedir. Sunulan bu ¢alismada ise literatiirlerin ¢ogu ile uyumlu olarak interstisyel
alandaki Leydig hiicrelerinin yapilarinin bozuldugu, sitoplazmalarinda kayiplarin ve ¢ekirdek
yapilarinda ise diizensizliklerin oldugu izlendi.

MAPK’lar, “Mitojen aktive edici protein kinaz” siiper ailesinde yer alirlar (59).
Okaryotik hiicrelerin tiimiinde mevcut olan bu proteinler hiicre membranindan ¢ekirdege bilgi
aktarilmasinda ¢ok 6nem tagimaktadir. Genel olarak MAPK’lar ¢ekirdekte 6zgiil genlerin
transkripsiyonu ve/veya ribozomlarda gergeklesen translasyonu stimiile edebilirler, bazi

yapisal faktorlerin aktivasyonunu saglayabilirler. Bu sinyal iletim kaskadlar1 hedef hiicrelerde,
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morfolojik degisimler, yasama, proliferasyon, diferansiyasyon ve apoptozis islevlerinin
diizenlenmesinde rol alir (64). Ug alt tipinden birisi olan p38; cevresel strese karsi cevap
olusturan 6nemli bir diizenleyicidir (14,69). p38, ultraviyole 1sinlar1, sodyum arsenat, 1s1 soku,
bakteriyel lipopolisakkarit, proinflamatuar sitokinler gibi bir¢ok ¢evresel faktore bagli olarak
aktive olur (105).

Daha once yapilan deneysel diyabet calismalarinda p38’in rolii ortaya konulmustur.
Ancak p38’in diyabetik testis iizerindeki etkileri bu zamana kadar immiinohistokimyasal
olarak gosterilmemistir. Bununla birlikte Zhao ve ark. (96) 2011 yilinda yaptiklar1 bir
calismada, diyabetik testiste p38 dagilimini western blot teknigiyle gdstermislerdir ve diyabet
sonucunda hem t-p38 hem de f-p38 diizeyinin arttigini bildirmislerdir. Komers ve ark.
(106)’nin yaptiklart bir ¢alismada, diyabetik bobrekte immiinohistokimyasal olarak total ve
fosfo p38 dagilimi gosterilmistir. Diyabet nedeniyle artan oksidatif stres sonucunda p38
dagiliminda kontrole gore bir artis gorilmistir. Bununla beraber f-p38 boyanma
yogunlugunun hem proksimal ve distal tiiblillerde hem de malpigi cisimcigindeki hiicrelerde
t-p38 boyama yogunlugundan fazla oldugu gosterilmistir. Yine yapilan bagka calismalarda
deneysel nefropati sonucunda p38 diizeylerinde kontrole gore bir artis gosterilmistir
(107,108). Bu ¢alismalardan baska doksorubisinin indiikledigi testikiiler hasarda seminifer
tiibiillerde yogun bir p38 immiinboyanmasi gosterilmistir (109). Yine sisplatin sonucu olusan
testis hasarinda seminifer tiibiillerdeki germinal epitelde p-38 immiinboyanmasi gosterilmistir
(65). Ranawat ve Bansal (110)’m yaptigi bir calismadaysa selenyum eksikliginde
spermatogonyumlarda, primer spermatositlerde, yuvarlak ve uzun spermatidlerde yogun bir
p38 immiinboyanmasi goriilmiistiir. Lizama ve ark. (111)’nin ¢alismasinda hipertermi
sonucunda f-p38 aktivitesinin bazi1 spermatogonyumlar ve liimene yakin pakiten evresindeki
spermatositlerde oldugu bildirilirken, Johnson ve ark (112) ile Jia ve ark (113)’nin yaptiklari
caligmalardaysa f-p38 pozitivitesinin sadece pakiten spermatositlerde oldugu gosterilmistir ve
bu hiicrelerin apoptozise gittigi soylenmistir. Vera ve ark. (114)’nin yaptiklari ¢caligmada ise
p38 inhibitorii kullanilmasiyla testiste p38 yogunlugunun ve apoptozise giden hiicre sayisinin
azaldig1 bildirilmistir. Bizim ¢alismamizda da, ¢ogu literatiirle benzer olarak t-p38 aktivitesi
seminifer tiibiillerdeki primer spermatositler ve az sayida spermatogonyumlarda gérilmiistiir.
f-p38 aktivitesi ise t-p38’e¢ gore daha yaygin olarak spermatogonyum ve primer

spermatositlerde goriilmiistiir.
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Calismamizdan elde edilen veriler sonucunda, MAPK ileti yolu iiyelerinden olan
p38’in diyabet sonucu olusan hiicresel strese karsi cevap olusturdugunu ve artmig p38

diizeyleri sonucunda testis dokusunda apoptozise giden hiicrelerin arttigini soyleyebiliriz.
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SONUCLAR

Diabetes mellitus, ¢ok uzun yillar 6ncesinden beri bilinen ve toplumda goriilme sikligi
ve sebebiyet verdigi Olimler giderek artan, kandaki glukoz konsantrasyonunun kontrol
edilemedigi metabolik bir hastaliktir. Diyabet ve komplikasyonlarinin tedavisi i¢in yapilan
harcamalar dikkate alindiginda ekonomik anlamda da bu hastaligin diinyada ve iilkemizde
yarattigr sorunun biiyiikligli anlagilmaktadir. Bu nedenle diyabetin tedavisi i¢in sayisiz
arastirmalar yapilmis ve halen yapilmaya devam etmektedir.

Histoloji ve Embriyoloji AD yapilan bu g¢aligmada; STZ ile diyabet olusturulmus
sicanlarin testis dokularinda, diyabetin komplikasyonlarina bagli olarak meydana gelen
histolojik degisiklikleri ve p38’in aktivasyonunda ortaya ¢ikacak degisiklikleri gostermeyi ve
boylece diyabetli testis dokusunda goriilen normal olmayan spermatogenezin aydinlatilmasina
destek olmayi planladik. Tiim bu degerlendirmeler sonucunda asagidaki bulgulara ulasildi.

1- Kan glukoz degerleri incelendiginde diyabet grubunun kontrole gdre anlaml
derecede yiikseldigi, viicut ve testis agirliklari, seminifer tiibiil caplar1 ve Johnson skorunda
ise anlaml1 derecede azalma oldugunu gozlemledik.

2- Kontrol grubunda bulunan siganlarin testis dokulari histolojik olarak
degerlendirildiginde normal testis dokusuyla ayni oldugunu gozlemledik.

3- Diyabet grubunda bulunan siganlarin testis dokular1 histolojik olarak
degerlendirildiginde ise seminifer tiibiillerin normal histolojik goriiniimde olmadigi, hiicreler
arasinda bosluklarin bulundugu, hiicre tabaka sayisi azaldigi ve bazi Sertoli hiicrelerinin

sitoplazmalarinda vakuoller olustugu gézlemledik.
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4- Immiinohistokimyasal olarak degerlendirildigimizde kontrol grubunda az sayida
hiicrede pozitif t-p38 immiinboyanmas1 gozlenirken deney grubunda pozitif hiicre sayisinin
arttig1 tesbit edildi.

5- Kontrol grubunda az sayida hiicrede pozitif f-p38 immiinboyanmasi gozlenirken
deney grubunda ise pozitif hiicre sayisinin arttigi saptandi.  t-p38 boyanmasiyla
kiyaslandiginda ise pozitivitenin daha fazla oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak ¢alismamiz; diyabet sonucu olusan oksidatif stres mekanizmasina baglh
olarak p38 diizeylerinin artmis oldugunu ve bu sebeple de apoptozisin ortaya ¢ikabilecegini
ve bu durumun da infertiliteye sebep olabilecegini ortaya koymaktadir. Calismamizdan elde
edilen verilerin literatiire kazandirilmasinin, sonraki yapilacak c¢aligmalara da katki

saglayacagi kanaatindeyiz.
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OZET

Diyabet hiperglisemi, hiperlipidemi ve hiperinsiilinemi gibi birgok komplikasyona
neden olan karbonhidrat, lipid ve lipoprotein metabolizmasindaki bozukluklar ile karakterize
olan sistemik bir hastaliktir. Hastaligin komplikasyonlarinin patogenezinde oksidatif strese
bagli olusan apoptozis dnemli bir rol oynamaktadir.

Bu c¢alismada, diyabet sonucunda ortaya ¢ikan infertilitenin aydinlatilmasi amaciyla
mitojenlerin aktive ettigi protein kinazlarin bir ¢esidi olan p38’in aktivasyonunda ortaya
¢ikacak degisiklikleri immiinohistokimyasal tekniklerle gostermeyi amagladik.

Calismamizda agirliklart 250-300 gr arasinda degisen, aymi biyolojik ve fizyolojik
ozelliklere sahip 30 adet Sprague Dawley erkek sican kullanildi. Kontrol grubu ve 5 giin siire
ile 40mg/kg streptozotosin uyguladigimiz diyabet grubu olmak tizere 2 farkli grup olusturduk.
Dort hafta siiren deneyimiz sonunda deneklerimizin testis dokular1 alinarak histolojik ve
immiinohistokimyasal boyamalar uygulandi. Morfometrik olarak da; viicut ve testis
agirliklari, kan-glukoz diizeyi, seminifer tiibiil ¢aplar1 ve Johnson Skoru 6lgiildi.

Calismamizdaki bulgularda diyabete bagli olarak viicut ve testis agirligi, seminifer
tiibiil caplar1 ve Johnson skorunda azalmanin meydana geldigi tesbit edildi. Ayrica testis
dokusunda normal hiicresel yapinin bozuldugu, hiicrelerin bazal membranlarindan ayrilarak
limene dokiildigii ve bazi Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda vakuollerin gozlendigi
saptandi. Immiinohistokimyasal olarak hem t-p38 hem de f-p38 immiinpozitivitelerinde
diyabete bagli bir artis meydana gelmistir. Ancak bu artig f-p38 immiinboyanmasinda daha
fazla idi. Bu sonuglar diyabet modeli yapilmis benzer galismalarla desteklenmistir.

Sonug olarak, diyabetin sebep oldugu infertilitede mitojenlerin aktive ettigi protein kinazlarin
bir ¢esidi olan p38’in aktivasyonundaki artisin rol oynayabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Diabetes mellitus, erkek infertilitesi, p38 MAPK, si¢an
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p38 MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN KINASES
IMMUNOREACTIVITY iN STREPTOZOTOCIN INDUCED DIABETIC
RAT TESTIS

SUMMARY

Diabetes is a systemic disease characterized with disorders in carbohydrate, lipid and
lipoprotein metabolism and which could have many complications like hyperlipidemia and
hyperinsulinera oxidative stres-induced apoptosis plays an important role in the pathogenesis
of the complizations of the disease.

In this study, we investigated changes in p38 activation, which is a type of mitogen-
activated protein kinases, by immunohistochemical techniques in order to reveal the cause for
infertility induced by diabetes.

In our study, we used 30 Sprague Dawley male rats with similar biologic and
physicologic characteristics and which were between 250-300 gr. The two different groups
were the control group and the diabetes group which was induced by the injection of 40
mg/kg Streptozotocin for five days. At the end of four weeks, the rats testicular tissues were
obtained, histological and immunohistochemical stains were performed. The morphometric
tests were: body and testicular weights, blood glucose levels, the diameters of seminiferus
tubules and Johnson score.

The findings in our study, showed that diabetes induced reduction in body and
testicular weights, diameters of seminiferus tubules and in the Johnson score. In addition it
was observed that the normal cellular structure of testicular tissues was disturbed, the cells

seperated from their basal membranes and sloughed into lumins and there were vacuoles in
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cytoplasms of some Sertoli cells. Immunohystochemically, there was an increase in the
immunopositivity for both t-p38 and f-p38 secondary to diabetes. However, this increase was
more pronounced in the immunostaining for f-p38. These results have been supported in
similar diabetic models.

As a result, we think that the increase in the activation of p38, a type of mitogen-
activated protein kinases, might be playing a role in infertility caused by diabetes.

Key words: Diabetes mellitus, male infertility, p38 MAPK, rats
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