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GIRIS VE AMAC

Cagimizda hizla artan ve toplumda sik goriilen Diabetes mellitus (DM), yiiksek oranda
organ hasarlarina yol agmaktadir. Morbidite ve mortalitesi yiiksek olan DM’nin baslica
semptomlar: noropati, retinopati, anjiyopati, impotans, polidipsi, politiridir(1-5). DM; global
diinyanin en biiyiik saglik problemlerindendir ve insidansi her gecen giin hizla artmaktadir.
2000 yilinda Diinya Saglik Orgiitii tarafindan sunulan raporlarda, giiniimiizde diinyada 177
milyon kisinin DM’den etkilendigi, ancak bu saymin 2025 yilinda yaklagik 300 milyon kisiyi
bulacagi bildirilmistir. Bu artisin en biiyiik sebeplerinin; obezite, yasam siirelerinin uzamasi
ve aktivite azalmasi oldugu bildirilmistir (6,7).

Diabetin erkek bireylerde sebep oldugu; azalmis testosteron diizeyi ve normal
olmayan spermatogenezis, sperm say1 ve hareketliligindeki degisiklikler, testis agirligindaki
azalma, testislerin tunika albugineasinda, seminifer tiibiillerde, Sertoli hiicrelerinde,
interstisyel dokuda ve Leydig hiicrelerindeki histolojik degisiklikler, DM’li erkeklerde sik¢a
rastlanan bulgulardir (8,9). Simdiye kadar yapilan g¢aligmalarda, DM’li testis dokusunda
apoptozisin arttigi ve bundan dolayr da spermatogenezisde bozulmalarin ortaya c¢iktig

gosterilmistir (8-10).

Diabetes mellitus’lu erkek ratlarin Leydig hiicrelerinde gozlenen proliferasyon
azalmas: ve hiicre harabiyeti, hipofiz-testis ekseninde degisikliklerin meydana gelmesi ve
bundan dolay: da testosteron diizeyinin diismesinin; germ hiicrelerinde apoptozise ve normal
olmayan spermatogenezise sebep oldugu ileri sirilmiistir (8). Ancak diabetli testis
dokusundaki apoptozis mekanizmasina dahil olan proteinlerin rollerine iliskin ¢alisma sayisi

oldukga azdir (8).



Deneysel DM olusturulmus erkek siganlarin testis dokularinda goriilen hiicresel
degisiklikler, DM’li insan testis dokularinda goriilen degisikliklere c¢ok yakindir. Bu
nedenledir ki; sicanlarda uygulanan deneysel diabet modelleri, DM’nin sebep oldugu

semptomlarin tedavisine yonelik arastirmalarda siklikla kullanilmaktadir (3,8,9,10).

Mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz (MAPK)’lar; embriyogenezis, hiicre
proliferasyonu, hiicre farklilasmasi ve hiicre olimii ile ilgili ¢esitli sinyallerin
diizenlenmesinde biiyiik rol oynarlar. Cok hiicreli organizmalarda MAPK’lar; 3 alt grubu ile
(ERK- Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz; JNK- c- Jun NH2-terminal kinaz/stresin aktive
ettigi protein kinazlar (SAPK) ve p38 MAPK) hem fizyolojik hem de patolojik birgok
hiicresel olay1 kontrol ederler (11-20).

Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz; epidermal biiylime faktorleri ve diger dis
mitojenik sinyallere cevap verip, hiicre proliferasyonunu destekler. JINK ve p38 MAPK ise
strese karsi cevaplar ile dikkat ¢ceker ve bu yiizden de “stresin aktive ettigi kinazlar” olarak
isimlendirilirler ve ¢ogunlukla inflamasyon ve apoptozis ile ilgilidirler (11-14,21). Isi,
inflamatuar sitokinler, ultraviyole isinlari, radyasyon, hidrojen peroksit ve osmotik sok gibi

cesitli faktorlere yanit olarak apoptotik sinyal mekanizmasinda gorev alirlar (8,11,13,14,21).

Prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA) olarak bilinen niikleer matriks proteint;
hiicre siklusunun S ve G2 fazinda maksimum salinimindan dolay1 DNA sentezi igin isaret¢idir
ve GO fazinda bulunmaz. DM’nin spermatogenezde, proliferasyon iizerine -etkisinin
incelenebilmesi i¢in, PCNA immiinreaktivitesi degerlendirilmelidir (22). PCNA ve MAPK
immiinreaktivitelerinin karsilastirilmasinin, spermatogenez germ hiicre serisine DM’nin

etkilerinin agiklanmasina katki saglayacagi kanaatindeyiz.

Biz bu galismada; streptozotosin (STZ) ile deneysel diabet olusturulmus erkek
sicanlarin testis dokularinda; MAPK (ERK ve JNK) immiinreaktivitelerinde ortaya c¢ikacak
degisiklikleri degerlendirmeyi, boylece DM’li bireylerde normal olmayan spermatogenezis ve
apoptozis mekanizmasinin aydinlatilmasina ve bu sebeple infertil olan erkek bireylerin tedavi

slireglerine, elde edecegimiz verilerle destek olmay1 planlamaktayiz.



GENEL BIiLGILER

DIABETES MELLITUS

Diabetes mellitus, insan sagligi tizerindeki en 6nemli kiiresel tehditlerden biridir. DM;
insiilin iiretiminde veya insiilin kullanimindaki yetersizlik sonucu olusan, yag, protein ve
karbonhidrat metabolizmasi bozukluguyla birlikte olan, kronik hiperglisemi ile karakterize,
multipl etiyolojisi olan bir hastaliktir. Bir¢ok tilkede 6liime neden olan ilk 5 hastalik igerisinde
yer alan, yiiksek morbidite ve mortaliteye sahip, kronik ilerleyici metabolik bir hastalik olarak
tanimlanir (1,4,23-26).

Diabetes mellitus i¢in kabul goren genis kapsamli ilk siniflama, 1980’de Diinya Saglik
Orgiitii tarafindan yaymlanmis ve 1985°de yenilenmistir. 1980°de yapilan siniflamada Diinya

Saglik Orgiitii Diabetes Mellitus Eksper Komitesi, diabeti 2 sinifa ayirmstir (1,24);

Insiiline Bagimh Diabetes Mellitus veya Tip | DM

Tip | diabete, pankreasdaki insiilin iireten B hiicrelerinin otoimmiin yikimi sebeptir.
Cocuklukta ve erken yetigkinlik devresinde yaygindir (1,7,23,27,28). Tip | diabetli hastalarin
biiyiik cogunlugu (%90’dan fazla), 30 yas 6ncesinde teshis edilir (6). Tip | diabette, etiyolojisi
ve patogenezi tam olarak bilinmemekle beraber, otoimmiin nedenler etkilidir. Pankreasta
otoimmiin olmayan, B hiicre yikimma veya yetersizligine neden olan spesifik nedenleri

kapsamaz ( 6rnegin kistik fibrozis, mitokondrial defektler, vb) (24)



Insiiline Bagimh Olmayan Diabetes Mellitus veya Tip |1 DM

Tip Il diabet ise yetiskinlerde yaygindir. Hastaligin gelisiminin altinda yatan temel
sebepler; pankreas [ hiicrelerinde azalma, bozulmus insiilin sekresyonu veya insiilin
direncidir (1,7,23,26,28). Tip Il DM, diabetin en sik gdzlenen formudur (1,24). Insiilin
direnci; eksojen ve endojen insiilinin etkileri ile biyolojik yanitin bozuklugu anlamina gelir ve
Tip Il DM nin patofizyolojisindeki en dnemli sebeplerden biri olarak yer alir (26).

Insanlarin yasam siirelerinin uzamasi, fiziksel aktivetelerinin azalmas1 ve obezitenin
artmasi ile DM insidansi1 ve prevelansinda ciddi anlamda artma olmustur (7,26). DM; genis
captaki yan etkileri ile cogu organi etkileyen, kronik metabolik bir hastaliktir (4,28). Kan
glukozu, plazma lipidleri, keton ve 6zel metabolitlerin Ol¢iimii gibi parametreler klinik
teshisde en biiyiik destektir (28).

Klinik olarak karakteristik belirtileri olan; polidipsi, poliiiri, gorme bulaniklig1 ve kilo
kaybi ile ortaya ¢ikabilir. En agir formu ise ketoasidoz ve hiperosmolar nonketotik komadir.
Tedavi edilmezse stupor, koma, hatta 6liimle sonuglanabilir. DM nin uzun vadedeki etkileri,
progresif gelisen spesifik komplikasyonlara yol agar. Bunlar; mikrovaskiiler yan etkiler
(retinopati, renal yetersizlikle sonuglanabilen nefropati, ndropati) ve makrovaskiiler yan
etkiler (miyokard infarktiisii, inme, periferik arter hastaligi) olarak 2 grupta incelenebilir.
Hipertansiyon ve lipid metabolizmast anormallikleri de diabetli bireylerde siktir (5,24).

Amerika Birlesik Devletleri’nde yapilan iki ¢aligmada tiim yas gruplarinda diabet
prevalans1 %7,8’dir (23,6 milyon kisi ) ve her yil 1,3 milyon yeni vaka saptandigi ifade
edilmistir (29,30).

Onat ve arkadaglar tarafindan 1990 yilinda gerceklestirilen Tiirk erigkinlerinde kalp
hastaliklar1 ve risk faktorleri (TEKHARF) c¢alismasinda, toplumumuzda diabet prevelansi,
erkeklerde %8,1 ve kadinlarda %8,9 olarak agiklanmistir. Calismanin 2001 yilindaki
giincellemesinde ise DM prevalansinin, gecen 10 yil i¢inde her yil ortalama %6,7 oraninda

arttig1 anlasilmistir (31).

TESTISIN HISTOLOJISI

Erkek genital sisteminin en onemli boliimii olan testisler, haploid erkek gametlerin
(spermatozoa [ tekil spermatozoon] veya sperm) devamli iiretimi, beslenmesi ve gecici olarak
depolanmasindan, erkek seks hormonlarinin (androjenler) sentezi ve sekresyonundan sorumlu

olan, ekzokrin ve endokrin fonksiyonu olan bir ¢ift organdir (32-34).



Kapsiiliin en dis tabakasi olan tunika vajinalis; dista pariyetal icte ise visseral bir
tabakadan olusup, testisin 6n ve yan kisimlarinda orta tabaka olan tunika albuginea adi verilen
sitki ve diizenli bag dokusundan olusan kalin bir kapsiil ile gevrilidir (33,35). Tunika
albugineanin derin kismi, kan damarlarindan zengindir ve burada gevsek bag dokusu
ozelliginde tunika vaskiiloza yer alir. Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlasarak,
mediastinum testis ad1 verilen yapiy1 olusturur (36,37).

Her bir seminifer tiibiil; yaklasik 150-250 um ¢apta ve 80 cm uzunlukta, iki ucu U
seklinde olan ve rete testise agilan tiiplerdir. Tunika vaskiilozadan koken alan gevsek bag
dokusu, bu tiibiiller arast boslugu doldurarak interstisyel bag dokusunu olusturur (36).
Interstisyel alan, testis kiitlesinin %25-30'unu olusturur ve kabaca intertiibiiler ve peritiibiiler
alan olarak ikiye ayrilabilir. Intertiibiiler alanda Leydig hiicreleri, kan damarlari, lenfatikler,
periferik sinir, makrofajlar ve mast hiicreleri bulunur. Her tiibiiliin ¢evresinde tiibiilii saran
lamina propria ve arada bazal membran bulunur. Lamina propriada; kollajen lifleri igeren ig
hat ve igsi hiicrelerden zengin dis hat vardir. Bu hiicrelerin kollajen iiretme ve kasilma
ozellikleri vardir. Seminifer tiibiil gevresinde icte 3-5 tabaka miyofibroblast, dista ek olarak 1-
2 tabaka fibroblast bulunur (38). Burada, kollajen ve retikiiler lifler, fibroblastlar, kan
damarlari, lenfatik kanallar veya siniizoidler, makrofajlar ve androjen tireten Leydig hiicreleri
(epiteloid interstisyel hiicreler) yer alir. Leydig hiicreleri; interstisyel bag doku igerisinde, kan
kapilleri etrafinda, tek ya da gruplar halinde bulunurlar. Sekilleri yuvarlak veya ¢ok kdoseli
olup merkezde yerlesik bir ya da iki niikleuslar1 bulunur ve testosteron sentezlerler (32,37,39).

Seminifer tiibiil; iki belirgin hiicre popiilasyonunu igeren 6zellesmis ¢ok katli germinal
epitel ile doseli merkezi bir limenden olusur. Bu hiicreler: destek (sustentakiiler) veya Sertoli
hiicreleri ile spermatogenik hiicreler veya germ hiicrelerinden (spermatogonyumlar,
spermatosit-1, spermatosit-11 ve spermatid) olusur. Burada olgunlasan spermatogenik hiicreler,
spermlere dontsiirler (32,39).

Spermatogonyumlar ile Sertoli hiicrelerinin yan yana birlikte oturdugu bazal
membranin biiyiik ¢gogunlugu, ekstraseliiler matriksten olusur. Ekstraseliiler matrikste; tip 1V
kollajen, laminin, fibrinojen, heparan siilfat, proteoglikanlar ve entaktin bulunur (34,40-42).

Sertoli hiicreleri, spermatogenezde anahtar rol oynarlar (43). Gorevleri kisaca;

e Gelismekte olan spermatogenez seri hiicrelerine destek olmak, korumak,

beslenmelerini saglamak,



e Spermiyohistogenez gegiren spermatidlerdeki fazlalik sitoplazmayi (artik cisim)
fagosite etmek ve olgun spermin seminifer tiibiillerin liimenine atilmasi
(spermiasyon),

e Transport proteinleri olan androjen baglayici protein, retinol baglayici protein,
seruloplazmin, transferrin, siilfat glikoprotein, laktat, priivat, Ostrojen gibi
metabolitleri, transforme edici biiyiime faktorii, insiilin benzeri biiyiime faktori-I,
interlokin (IL)-1 gibi ekstraselliiler matriks komponentlerini, plazminojen-aktivator
gibi proteazlari, inhibin, aktivin, miiller kanalini inhibe edici hormon, siilfat
glikoprotein—2 gibi regiilasyon proteinlerini salgilayarak, spermin beslenme ve nakli
icin gerekli testikiiler sivinin salgilanmast,

e Olusturduklar: bariyer ile gelisen spermatogenik hiicreleri, immiinolojik saldirilardan

korumak ve testosteronu ostradiol haline ¢evirmektir (33,36,39,44).

SPERMATOGENEZ
Spermatogenezis ¢esitli faktorlerin etkisi altinda olan dinamik bir siirectir. Germ hiicre
proliferasyonu ve farklilasmasinda olduk¢a organize basamaklar igeren bu siireg, fonksiyonel
sperm liretimiyle sonuglanir, erkek germ hiicrelerinin gelismesi ve olgunlagmasidir (20,36,44-
46). Spermatogenez;
1- Spermatositogenez=Cogalma,
2- Mayoz=Biiyiime,

3- Spermiyohistogenez= Olgunlasma olmak iizere 3 evrede gergeklesir (44).

Cogalma Donemi
Dogum Oncesi evrede, seminifer tiibiillerin duvarindaki spermatogonyumlar, normal
somatik hiicrelerde gézlenen mitoz boliinme ile bir seri boliinme gecirirler ve belli bir diizeye
ulasinca o bolgedeki spermatogonyum bdliinmesi durur. Maturasyondan once, ge¢ fetal
donemden puberteye kadar spermatogonyumlar testislerdeki seminifer tiibiillerde inaktif
olarak kalir. Cogalmaya yonelik boliinme, postnatal donemde de stirer (44,47).
Spermatogenik hiicre serisinin ilk evresini olusturan spermatogonyumlarin
olgunlasma siireci pubertede baslar (47).
Pubertede spermatogonyum hiicreleri mitoz boliinmeyle ¢ogalmaya baslar ve yeni
hiicreler olusur. Yeni olusan hiicreler iki yoldan birini izleyebilir. A Tipi spermatogonyumlar

olarak da adlandirilan kok hiicreler olarak boliinmeyi siirdiirebilir ya da siire giden mitotik
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sikluslar boyunca farklilasarak, B Tipi spermatogonyumlari olustururlar. B  Tipi
spermatogonyumlar seminifer tiibiillerdeki en biiyiikk capli hiicre olan spermatosit-1’lere
farklilasan 6nciil (progenitor) hiicrelerdir (36,47). Somatik mitozla artik boliinmeyen hiicre
tirii, ¢ogalma doneminin son iiriiniidiir ve bu nedenle bu hiicrelere spermatosit-1 denir

(36,44).

Biiyiime Donemi

Kan testis bariyerinin tstiinde kalan adluminal kompartmanda yer alan spermatosit-|
hiicreleri, mayoz bdliinmeye girerler. Mayoz bolinme; birbirini izleyen; mayoz-1 (indirgenme
boliinmesi) ve mayoz-Il (esitlenme boliinmesi) olmak iizere iki asamadan meydana gelir
(36,44,47,48).

Spermatosit-I’ler 46 kromozom (44+XY) ve mayoz Oncesinde DNA’larini replike
ettikleri icin 4n DNA igerir (n haploid kromozom sayisini [insanlarda 23 kromozom] ya da bu
kromozomlardaki DNA miktarint gosterir) (44). Olusmalarindan hemen sonra adluminal
kompartmandaki bu hiicreler, birinci mayoz béliinmenin profazina girerler. Leptoten ve
pakiten evrelerini birinci mayotik béliinme mekiginin olusumu izler (metafaz I). Spermatosit-
I’ler, spermatogenik serinin en biiyiik capl hiicreleridir ve niikleuslarinda kangal olusturma
stirecinin degisik sathalarinda kromozomlar bulunmast ile taninirlar (36,48).

Birinci mayoz boliinmeden sonra yalnizca 23 kromozom (22+X veya 22+Y) ve 2n
DNA igeren iki adet spermatosit-II olusur. Spermatosit-II’lerin béliinmesi; 23 kromozom
iceren 2 hiicreden, dort adet haploid kromozomlu spermatidlerin olusumuyla sonuglanir.
Ikinci mayoz béliinme sirasinda, kromozom miktarinda azalma olmaz. Spermatositlerde
birinci veya ikinci mayoz boliinmeler arasinda S fazi (DNA sentezi) goriilmedigi i¢in, ikinci
mayoz boliinmeden sonra her hiicredeki DNA miktar1 yariya iner ve haploid (n) hiicreler
meydana gelir. Boylece mayoz boliinme siirecinin sonunda haploid sayida kromozom igeren
hiicreler olusur. D6llenme ile bunlar normal diploid (2n) sayiya donerler (36,37,47,48).

Birinci mayoz boliinme, gercek rediiksiyon boliinmesidir. Ikinci béliinme tipki
somatik mitoz boliinme gibi gelisir ve sonuglanir. ikinci mayoz boliinmeyi, spermatosit-I1
hiicreleri gegirir. Cogalma sonucu olusan her bir spermatositten, dort yeni hiicre olusur ve
bunlar spermatid olarak isimlendirilir (37,44).

Spermatidler artik boliinmezler, haploid sayida kromozom, ana hiicrenin yarisi

oraninda kromozom tasir ve bu asamadan sonra olgunlagsma donemine girerler. Biiyiime



doneminde esas olan islem mayoz oldugu i¢in, bu déneme “mayoz evresi” veya “rediiksiyon

evresi” de denir (37,44).

Olgunlasma Donemi

Spermatosit-1I’lerin bdlinmesi sonucu olusan spermatidler, olgun degildirler. Olgun
sperm olusmasi i¢in, spermatidler baslarini, Sertoli hiicrelerinin sitoplazmik katlantilart
arasina sokarak beslenir, korunur, farklilasir ve olgunlasirlar (44).

Spermiyohistogenez, spermatogenezin son asamasi ve spermatidlerin, erkek DNA’sin1
ovuma aktarmak icin son derece Ozellesmis hiicreler olan sperme donilisme siirecidir.
Spermiyohistogenez; golgi fazi, kep fazi, akrozom fazi, olgunlasma fazi olmak tizere dort
etapta gerceklesir. Spermatidin histolojik bir farklilasma gegirdigi, hiicre bdliinmesinin
olmadig1 bir sathadir. Bu doniisiim sirasinda sperm niikleusu yogunlasir, golgi aparatindan
olusan bir vezikiil olan ‘akrozom vezikiili’ yogunlagsmis hiicre niikleusunun tizerini orter ve
akrozomu olusturur. Sentriyol 9x2+2 mikrotiibiillii bir flagellum olusturacak sekilde gelisir.
Mitokondriler, olusacak spermlerin boyun kisminda toplanirlar ve merkezi flaman etrafinda
bir halka olustururlar. Sitoplazma fazlas1 artik cisim (rezidiiel cisim) olarak atilir ve

spermlerin kuyruk filamanina yapisik durumda kalabilir (44,47,48).

DIABETES MELLITUS VE ERKEK INFERTILITESI

Endiistriyel toplumlarda ozellikle geng erkek bireylerin iiretken olabildigi yillar
esnasinda ve oncesinde, giderek artan hem Tip | hem de Tip Il DM prevalansinin, erkek
fertilitesinin azalisi ile ilgili oldugu zannedilmektedir (28).

Diabetes mellitus, spermatogenezin normal isleyisini (endokrin kontrolle veya direkt
olarak) bozabilecegi gibi penil ereksiyon ve ejakiilasyonu da etkileyerek, erkek iireme
fonksiyonlarini zayiflatmaktadir. DM gibi sistemik hastaliklarin insidansindaki artigin, son 50
yildaki semen kalitesindeki diisiisii tetikledigi diisiiniilmektedir (6).

Yiiksek kan glukoz diizeyi ile giiclenen uzun donem kontrolsiiz DM, oksidatif stres
artistyla glukoz otooksidasyonuna sebeptir. Elektron transport zincirleri vasitasiyla DM’de
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) yani serbest radikallerin asir1 tiretimi s6z konusudur (4).
Serbest radikaller i¢in bir¢ok tanim yapilmasina ragmen otoritelerin iizerinde birlestigi tanim;
bir serbest radikalin molekiiler ya da atomik yoriingesinde bulunan ve genelde ¢ok reaktif
olan ¢iftlesmemis elektron bulunduran bir kimyasal {iriin oldugu seklindedir. Her ne kadar

serbest radikal reaksiyonlari, bagisiklik sistemi hiicrelerinden nétrofil, makrofaj gibi
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hiicrelerin savunma mekanizmasi igin gerekli olsa da, serbest radikallerin fazla {iretimi doku
hasar1 ve hiicre 6liimii ile sonug¢lanmaktadir (2).

Serbest radikallerin doku hasarina neden olmasi, DM patogenezinde ve yan etkilerinde
onemli bir faktordiir (25).

Anormal kromatin organizasyonu infertil erkeklerde, fertil erkeklere gore daha sik
goriilmektedir. Sperm kromatin hasarmin olugmasima sebep olan ii¢ mekanizma oldugu
disiiniilmektedir. Bunlar;

» Spermatogenezis siiresince olusan defektif kromatin yogunlagmasi, yani protamin
gen kompleksindeki degisiklikler,

* Artan apoptozis,

* Reaktif oksijen tiirleridir (49).

Infertil erkeklerde; sperm anomalileri, kotii paketlenen DNA, artan DNA zincir
kirtklar1 ve asitle indiikklenen DNA denatiirasyonuna olan duyarlilik fertil erkeklerin
spermlerinde goriilenden daha fazladir (49).

Sekstiel disfonksiyon; erkeklerde ve deney hayvanlarinda yapilan modellerde siklikla
diabetle baglantilidir ve bu yilizden infertilite, diabetli erkeklerde yaygin yan etki olarak
benimsenir (8,10,50). Diabetik ratlar; testikiiler agirlik, sperm yogunlugu ve testosteron
diizeyinde azalma ve siklikla anormal spermatogenezde artis sergiler. Boylece diabette,
testikiiler germ hiicre apoptosisi artar ve bu da testiste disfonksiyona sebeptir (8,10).

Memelilerde spermatogenik seri hiicrelerinin ortaya ¢ikmasi esnasinda, farklilasmis
spermatogenik hiicrelerin yarisindan fazlasi sperme doniismeden once oliir, biiylik olasilikla
bu apoptozisden dolayidir (51). Apoptozisde en 6nemli degisiklikler, hiicrelerin niikleusunda
izlenir. Kromatin niikleus membranina yakin kisimlarda yogunlasarak, degisik sekil ve
biiyiikliiklerde ¢okerek kondanse olur. Elektron mikroskop ile incelendiginde; kromatinin
yogun graniiler yarim ay, hilal veya yiiziikk seklinde, niikleus membraninin i¢ yliziinde
yerlestigi izlenir. Nikleus da hiicre gibi biizlisiir. Bazen membranla sarili olarak, birkag
pargaya ayrilabilir. Isik mikroskopik seviyede apoptozis, hematoksilen+eozinle (H+E)
boyanmis kesitlerde; hiicreler koyu eozinofilik, sitoplazmik tomurcuklu, bir veya birkag
parcali piknotik niikleuslu olarak izlenebilir. Nikleus kromatininin, niikleus membranin ig
yliziine yerlesmesi nedeniyle hilal veya yarimay seklinde izlenebilir (45,52,53).

Diabetik insan ve deney hayvani testikiiler biyopsilerinde; tiibiil duvarinda kalinlagma,
germ hiicrelerinde tiikkenme ve Sertoli hiicrelerinde vakuolizasyon gozlemlenmis (22) ve

ayrica DM’nin; spermatogenez, penil ereksiyon ya da ejakulattaki bozulma ile



spermatogenezisin endokrin kontroliinii etkileyerek, erkek iireme fonksiyonlarini azalttig: ileri
stiriilmiistiir (6).

Deneysel diabet olusturulan siganlarda ortaya c¢iktig1 ileri siiriilen testikiiler
disfonksiyona, hipofiz LH sekresyonundaki bozukluk ve Leydig hiicrelerinden azalmis

testosteron saliniminin sebep oldugu bilinmektedir (8,54).

DENEYSEL DIABET MODELLERI VE STREPTOZOTOSIN

Streptozotosin, (2-deoxy—2-(3-(methyl-3-nitrosoureido)-D-glucopyranose) toprakta
bulunan Streptomycetes achromogenes isimli bir mikroorganizma tarafindan sentez edilir
(3,55,56). 1960°da izole edilmistir (3). Formiilii CgH15N307 olan ve baslangigta antibiyotik,
antitimoral ve karsinojenik Ozellikleriyle bilinen ajan, 1963°de kopek, kedi ve ratlarda
diabetojenik etkili bir madde olarak tanimlanmistir. STZ, glukoz molekiiliine bagl,
metilnitroziiire tiirevi alkilleyici bir ilagtir (3,16,50,56,57). Kat1 halde yapisindaki glukoz
molekiiliiniin konumuna gore o ve B izomerlerinin karisimi seklindedir. Kati halde sabit
degildir ve dondurulmus olarak saklanmasi gerekir, 1siktan korunmalidir. Optimum stabilitesi
icin pH 44,5 olmalidir (3). Molekiiler agirligi 265,2 kilodaltondur (kDa). Beyaz ve agik sar1
arasinda degisen renkte bir tozdur (16). STZ, pankreas B hiicrelerine direkt etkisiyle toksiktir.
Yapisinda bulunan bir glukoz molekiilii sayesinde; plazma membranindaki glukoz
tastyicalarina baglanir, molekiil nitrozoiire boliimiinden ayrilir ve hiicre igine girerek toksisite
gosterir, glukozla yapilan insiilin saliverilmesini bloke eder. Ancak pankreas B hiicrelerine
etkisi, daha ¢ok intraseliilerdir. STZ nin pankreas f hiicreleri i¢indeki temel etki yeri, niikleer
DNA’dir (3,56). STZ ile olusturulan diabetlerde, hasarlanmis pankreatik B hiicreleri yetersiz
insiilin salinimina sebep olur (3,56,58).

Deneysel hayvan ¢alismalarinda, insanlardakine benzer DM olusturmak igin kullanilan
N-nitroso tiirevi, D-glukozamin yapisindaki STZ; oksidan maddeler meydana getirerek
pankreas Langerhans adaciklarini segici olarak tahrip ederek, DM’yi baslattig
diistintilmektedir (2,8,55). Hiicre iginde STZ dekompozisyona ugrar, bu sirada oldukga reaktif
karbonyum iyonlar1 olugur ve bu iyonlar DNA bazlarinda alkalizasyonuna neden oldugu igin,
olayt DNA tamir donemi izler. Bu sirada ¢ekirdek enzimi olan poli(ADP-riboz) sentetaz, asirt
miktarda aktive olur. Bu enzimin hiicresel aktivetesi sirasinda nikotinamid adenine
diniikleotid, fazla kullanilip depolar1 bosalir ve sonugta tiikkenerek hiicre 6liimiine neden olur

(3). STZ, hem Tip | hem Tip Il DM’yi indiiklemede kullanilan bir materyaldir (55).
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Sekil 1. STZ’nin kimyasal yapisi (3)

Streptozotosin birkag farkli dozda verilebilir. Bazi uygulamalarda immiin mekanizma
aktivasyonu araciliginda Tip Il DM’yi indiikler, farelerde baskin olarak kullanilir. Siklikla
yetigkin ratlarda Tip Il DM’yi indiiklemede intravendz, 40-60 mg/kg, arasinda tek doz
kullanilir. STZ intraperitoneal olarak verilirse de ayni etkiyi olusturur, ancak tek doz, 40
mg/kg altinda etkisiz olabilir (55,59).

Streptozotosinin subdiabetojenik tekrarlanan dozlarda kullanimi (5 giin siire ile 40
mg/kg/giin), insanlarda goriilen Tip I diabetin deneysel hayvan modelini olusturmakta olup,
ilk defa Like ve Rossine (1976) tarafindan Charles River CD-1 farelerine uygulanmistir. Bu
modelde pankreasta goriilen degisiklikler, tek doz uygulamasinda goriilenden farklidir. Diabet
olusumu, hiicresel immiin yanitin rol oynadigini kanitlar sekildedir. Bu nedenle Tip I insan
diabetine yakin bir model olarak kabul edilir (3,22).

B hicrelerindeki aktivasyonu, kandaki insiilin ve glukoz konsantrasyonundaki
karakteristik degisikliklere eslik eder. Enjeksiyondan 2 saat sonra kandaki insiilin diisiisiiyle
birlikte kan sekeri yiikselir (hiperglisemi). Bu gecici hiperglisemi; karacigerde glikojenin ani
yikimina baghdir ve diabetojenik ajani uygulamadan once hayvan 12-18 saat siireyle ag
birakilirsa azaltilabilir veya ortadan kaldirilabilir. Hiperglisemik donemde plazma insulin
diizeyleri distiktiir. Hepatik oksijen yikiminin, epinefrin saliverilmesinin bir sonucu
olabilecegi diisiiniilmektedir. STZ uygulamasindan yaklagitk 6 saat sonra, kan insiilin
diizeyindeki artigla hipoglisemi olusur. Genellikle diabetojenik ilag uygulamasin izleyen ilk
24 saat ig¢indeki Oliimlerden, hipoglisemi sorumludur. Hipoglisemi, B hiicrelerinin kaybiyla
birlikte, agir1 miktarda insiilin saliverilmesine baglidir; bu dénemde plazma insiilin diizeyleri
cok yiikselmistir. Ugiincii faz 10.-12.saatte baslar ve hiperglisemi donemidir, plazma insulin
seviyeleri artik diigmiistir (55,60). Bedoya ve arkadaglari;; kan glukoz ve insiilin

konsantrasyonundaki bu degisikliklerin, B hiicre fonksiyonundaki bozukluklarin uyaricisi
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oldugunu ileri siirmiiglerdir (61). STZ’nin glukoz oksidasyonunu bozabilecegi, bu durumun
insiilin  biyosentezini ve sekresyonunu azaltabilecegi bildirilmistir (62). STZ’nin
hiicrelerinin tamamen ortadan kalkmasina neden oldugu gozlemlenmistir (54,55,60). Bu
gecici ya da geri dontisiimlii olarak ortaya ¢ikabilir ve bunu kalict hiicre hasar1 ya da kaybi da
izleyebilir (54,60).

Streptozotosin’in, pankreasta serbest radikal siipiiriiciisii olan siiperoksit dismutazi
inhibe ettigi ve boylece serbest radikallerin birikmesi sonucu, B hiicrelerini yikima ugrattig
diistiniilmektedir (63,64,65).

Streptozotosin; DNA kol kiriklari, kromozal bozuklugu, kardes kromatin degisimini
ve memeli hiicrelerinde DNA hasarin1 uyaran giiglii bir alkali ajan olarak bilinir (50). STZ’nin
hiicre i¢i aktivasyonu, pankreatik B hiicrelerinde DNA kirilmalariyla sonuglanir (66). DNA’da
oksidatif hasar ile ilk olusan lezyon, dal kiriklaridir (67). STZ’nin serbest radikalleri tirettigi
bulunmustur ki, bu da DNA kirigina katkida bulunur ve hiicrede diger degisiklikleri akla
getirir (50,66).

Siiperoksidanlarin  olusumu da mitokondrideki STZ hareketliligiyle sonuglanir.
STZ’nin; krebs siklusunu inhibe ettigi ve mitokondri tarafindan oksijen tiiketimini ¢ok
azalttig1 gosterilmistir. Bu etkiler, mitokondrial ATP {iretimini sinirlayicidir ve f hiicre
niikleotidlerinin tiketim sebebidir. Mitokondrial ATP iretimi sinirlamasina, kismen nitrik
oksit aracilik eder (66).

PROLIFERE HUCRE NUKLEER ANTIJENI (PCNA)

Prolifere hiicre niikleer antijeni; molekiiler agirligi 36-kDa olan hiicre siklusu ile ilgili
niikleer matriks proteinidir (22,68). PCNA, hiicre siklusunun proliferasyon fazini
goriintiilemek i¢in kullanilan bir antijendir (69). Hiicre kinetigini 6lgmede giiclii ve germ
hiicrelerinin proliferasyon aktivitesinin degerlendirilmesinde ucuz, basit ve dogru bir
yontemdir (22).

DNA sentezini katalize eden, DNA onariminda rol alan DNA polimeraz & proteinini
icerir (22,53,69). Sentezi; hiicre siklusunun ge¢ G fazinda baslayarak, orta-ge¢ S fazinda en
yiikksek degere ulagmaktadir ve bu fazlarda hiicre niikleusunda bulunmaktadir (53,68,69).
Hiicre siklusunun S ve G2 fazinda asir1 salinnmindan dolayi, DNA sentez belirtecidir.
Yalnizca GO fazinda yoktur. Yarilanma siiresi 20 saattir.

Proleptoten, leptoten ve pakiten evrelerinde hiicre niikleusuyla tepkimeye girer, ancak

Sertoli hiicre niikleuslar1 bu tepkimeden etkilenmezler (22).
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Prolifere hiicre niikleer antijeni, hiicrede iki ¢esit immunreaktivite sekli gosterebilir.
Graniiler reaksiyon, muhtemelen replizoma bagli PCNA kaynaklidir. Sitoplazmik reaktivite
ise mitotik hiicrede saptanmaktadir. S fazinda graniiler PCNA immunreaktivitesi, alt fazlara
gore farkliliklar gostermektedir. Erken S fazinda niikleusta, dagilim1 homojen olmayan kiiciik
noktaciklar seklinde izlenir. Bu noktalar, niikleus periferinde ve periniikleoler kisimda
bulunmazlar. Muhtemelen ¢ok sayida replizom demetleri bulunduran, replikom bdlgelerine
baghdir. S fazina ilerledik¢e, noktaciklarda belirgin artis vardir. Daha sonra niikleus
periferinde ve perinlikleoler alanda da noktaciklar izlenir. S fazinin sonlarina dogru,
noktaciklarin sayisinda ve boyutlarinda artis olmaktadir. Bunun nedeni, ge¢ replike olan
heterokromatin yakinlagsmasidir. S fazinin sonunda ise DNA replikasyonu olmaktadir ve
noktaciklarda artig sinirli sayidadir (70).

Spermatogenezin etkinligi; spermiyohistogenez, mayozdaki germinal hiicre kayb1 ve
spermatogonyum proliferasyon aktivetesine baglidir. PCNA, germinal hiicre kayiplarinin
teshisinde kullanilir. Ciinkii geminal hiicre kaybinda, 6zellikle PCNA diizeyi azalmis ve DNA
sentezinde bozulma uyarilmistir. Ayrica PCNA, DM’nin spermatogenez lizerine etkilerinin,
histolopatolojik bulgularla dogrulanmasinda ve germ hiicre kinetiginin degerlendirilmesinde

de kullanilmaktadir (22).

MAPKINAZLAR’IN ETKINLIGI
Mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz (MAPK) yolagi denilince; mayadan insana
kadar tiim okaryotik hiicrelerde sinyal iletiminde merkezi rol oynayan, reseptdr aracili
uyarmin hiicre i¢ine iletiminden sorumlu, MAPK siiper ailesinde yer alan bir dizi protein
kinaz anlasgilir (17,71). Okaryotik hiicrelerin tiimiinde mevcut olan bu proteinler, hiicre
membranindan niikleusa bilgi aktarilmasinda 6nem tagimaktadirlar (17). MAPK’lar seri
yolaklar boyunca aktive olabilen ve eksojen uyaranlara yanit olarak olugan gen ifadesini ve
hiicre fonksiyonunu diizenleyen Onemli sinyal iletim proteinleridir (14,72). Bu yolagin
elemanlart; ¢cok sayida biiyiime faktorii ve sinyal iletimi molekiilii uyarimma yanit olarak
aktive olan, MAPK denilen bir protein-serin/treonin (Ser-Thr) kinaz ailesidir (71).
Memeli hiicrelerinde geleneksel olarak MAPK ailesi;
-ERK (ERK1 ve ERK2),
-p38-MAPK (p38-MAPKa, p38-MAPKS, p38-MAPKY, p38-MAPK3J),
-JNK (JNK1, JNK2 ve JNK3) olmak iizere 3 gruptan olusmaktadir (11-20 ).
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Mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz kinazlar (MAPKK), substratlar1 olan
MAPK’leri serin/treonin kinazlar {izerine gonderilen uyarilarla serin ve/veya treonin
aminoasitlerinden fosforile ederler (13,18,19). MAPK ’ler tripeptid Thr-Xaa-Tyr (treonin-Xaa-
tirozin) yapisinin fosforilasyonu vasitasiyla aktive olurlar. Her bir gruptaki tripeptid yap1
dizinleri, ERK’da Thr-Glu-Tyr (treonin-glutamin-tirozin); p38’de Thr-Gly-Tyr (treonin-
glisin-tirozin); ve JNK’da ise Thr-Pro-Tyr’e (treonin-prolin-tirozin) farklilasir. Korunan
protein kinaz yolaklar1 vasitasiyla, treonin ve tirozinin fosforilasyonuna aracilik ederler (73).

Mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz sinyal yolu iletimi, G-protein aktivasyonu (Ras
aktivasyonu) ile baslar ve MAPKKK’nin (Mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz kinaz kinaz)
aktivasyonundan sonra sirasiyla, MAPKK ve MAPK aktive olur (14,17,18,20,45,73).
MAPK’ler, sitoplazmik substratlarin1 (hiicre iskeleti elemanlari, diger protein kinazlar)
ve/veya niikleustaki transkripsiyon faktorlerini, fosforilasyon yoluyla aktive ederler ve hiicre
biyolojik yanitin1 olustururlar (17). Uyaranlara bagli olarak MAPK yolagindaki agagi akim
(downstream) faktorleri tarafindan indiikklenen hiicresel yanitlar, antiapopitotik veya
proapopitotik genlerin aktivasyonu yoluyla hiicrenin kaderini belirlerler (72). Aktif MAPK
enzimleri, gerektiginde MAPK fosfatazlar tarafindan defosforilasyonla inaktive
edilmektedirler (74).

Sayilan MAPK alt gruplari, G proteine bagl reseptorler, fosfolipaz C ve iskemi gibi
hiicresel stres olusturan faktorler tarafindan aktive edilirler (16). MAPK’lar birgok uyariya
yanit olarak hiicre membranina ya da niikleusa sinyaller gonderirler (13). Genel olarak
MAPK lar; niikleusta 6zgiil genlerin transkripsiyonunu ve/veya ribozomlarda gerceklesen
translasyonu stimiile edebilirler, ayrica baz1 yapisal faktorlerin aktivasyonunu saglayabilirler
(16,20). MAPK sinyal yolaklari; hedef hiicrelerde gen aktarimi, mitoz, proliferasyon,
farklilagsma, hipertrofi, morfolojik degisimler, apoptozis, glikojen ve kiigiik 1s1 sok
proteinlerinin sentezinin artirilmasi ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesi gibi olaylara
aracilik ederler (12,13,16,17,19,20,45).

Hem JNK hem de p38 MAPK; DNA zarari, 1s1 degisimi, iskemi, inflamatuar
sitokinler, 1s1, stres, radyasyon, oksidatif stres gibi degisikliklerle, ¢esitli hiicresel ve ¢evresel

streslere yanit olarak eszamanli aktiflesirler (12-14)
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Sekil 2. MAPK sinyal yolag (75)

JNK Yolag

Bu yolak JNK‘nin; hiicre gelisimi, farklilasmasi, doniisimii ya da apopitozunu
kapsayan etkili bir kontrol siirecidir (12,13,76). JNK’lar, stresin aktive ettigi protein kinazlar
(SAPK) olarak da adlandirilmaktadirlar. Hiicre yasam ve oliimiinii diizenledigi gibi, hiicre
gociiniin kontroliinde de 6nemli bir yolaktir (15,76). JNK yolagi; mitojen aktive edici protein
kinaz kinaz 4 (MKK4) ve MKK7 tarafindan aktiflestirilir (15,18,76).

JNK treonin ve tirozin alanlari, MKK4 ve MKK7 (SEK1/JNKK1 ve SEK2/JNKK?2
olarak da bilinir) yoluyla katalizlenen fosforilasyon reaksiyonu vasitasiyla aktiflestirilir (13).
JNK aktivasyonu; ultraviyole 1sinlari, protein sentez inhibitorleri, hiperosmolarite, toksinler,
iskemi/reperflizyon, 1s1 soku, antikanser ilaglar (sisplatin, adriamisin ya da etoposit), seramid,
T-hiicre reseptor sitiimilasyonu, peroksid ya da tiimor nekroz faktor o (TNF-o) gibi birgok
strese kars1 yanit olusturarak apoptozisi tetikler (12,13). INK’nin siirekli aktivasyonu sonucu

apopitozis meydana gelir (72).

ERK Yolag:
Memeli hiicrelerinde ilk olarak MAPK’lardan, ERK iiyesi tanimlanmistir. ERK

yolaginin memeli hiicrelerindeki rolii; ilk olarak siganlarda sarkomalara neden olan tiimor
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viriislerinin onkojenik proteinleri olarak tanimlanmis olan Ras proteinleri ¢alismalari ile
ortaya ¢ikarilmistir. ERK yolag: biiyiime faktorleri ile aktive olur. ERK aktivasyonu; protein-
treonin kinazlar veya G proteinleri-eslikli reseptorler aracili biiyiime faktori ile uyarilip,
hiicre proliferasyonunda O6nemli rol oynarlar (71). Hicre yasaminin devami, hiicre
proliferasyonu, farklilagsmasi, aktin iskeleti reorganizasyonu ve hiicre gogiinii etkilerler
(13,77). ERK’nin, ERK1 (MKK1) ve ERK2 (MKK?2) ile aktive oldugu bilinmektedir. ERK1
ve ERK2; proliferasyon sinyali iletiminin “olmazsa olmaz” elemanlaridir (15). Proliferasyon
sinyali iletiminde; ERK1/ERK2 ve p38-MAPK arasinda negatif diizenleyici etkilesim oldugu
bildirilmistir. ERK’larin aktive olduktan sonra, hiicre niikleusuna gegtikleri ve burada bazi
transkripsiyon faktorlerini fosforilasyonla aktive ettikleri bilinmektedir (78).

Fosforilasyon; proteinlerde serin, treonin veya tirozin kalintilarina, bir kinaz enzimi
araciliryla bir fosfat grubunun eklenmesidir. inhibisyonunda ise DNA sentezinde duraklama
ve bunun sonucunda apoptozis gozlenir. ERK1 ve ERK2 aktivasyonu ig¢in, bu proteinde
bulunan thr-glu-tyr dizilimindeki treonin ve tirozinin es zamanli olarak fosforilasyonu
gerekmektedir. Bunlara ek olarak ERK1 ve ERK2, aktivasyonu protein sentezini de aktive
eder. MAPK aktivasyonu ve dolayisiyla proliferasyonunun, ayari veya onlenmesinde ise
MAPK fosfatazlari rol oynamaktadir (78).

ERK1 ve ERK2 gelisim stimiilasyonlarina yanit olarak aktif olmalariyla bilinir
(13,14). ERK1 ve ERK2’nin aktive olmasi thr202 ve tyr204‘in es zamanli olarak
fosforilasyonu ile veya MKKK Raf grubundaki Ras proteini olarak adlandirilan, bir guanilat
trifosfat baglayici protein tarafindan, biiyiime faktorii reseptorleri ile eslesen iki protein kinaz
tarafindan diizenlenir (13,14,71). Ras aktivasyonu, MEK (MAPKK) denilen ikinci bir protein
kinazi1 fosforilleyip, aktive edecek olan bir protein-serin/treonin kinaz olan Raf aktivasyonuna
yol acar. MEK, ERK ailesi iiyelerini bir aminoasit farkla, hem treonin hem de tirozin
rezidiillerinden fosforilleyerek aktive eden, iki yonlii 6zgiilliigii olan bir protein kinazdir. ERK
aktive edildigi zaman, diger protein kinazlar1 ve transkripsiyon faktorlerini iceren birgok
farkli hedefi fosforiller. Ras’a ilgi 1982’de Ras genindeki mutasyonlarin, insan kanserlerinin
gelisimindeki roliine iligkin ipuglar1 elde edildigi zaman, dnemli derecede yogunlagmistir.
Ras’in hiicre i¢i sinyal iletimindeki rolii, Ras proteinin mikroenjeksiyonu ile normal memeli
hiicre proliferasyonunu, direkt olarak uyardigini gdsteren deneyler ile dogrulandi. Bunun
aksine, anti-Ras antikorlart ya da dominant negatif Ras mutanti ekspresyonu ile Ras
fonksiyonlarmin engellenmesi, biiylime faktorleri tarafindan uyarilan hiicre proliferasyonunu

bloklamaktadir. Bu yiizden Ras; yalnizca kanser hiicrelerinin anormal ¢ogalma &zelliklerini
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indiiklemekle kalmayip, normal hiicrelerde biiylime faktorii stimiilasyonuna yanit iginde
gerekli gibi goriinmektedir (71).

Ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinazlar; hiicre siklusunun G2/M fazinda aktive olur.
Metafazda tutulan hiicrelerde, ERK fosforillenmemis durumdadir. MEK inhibitorleri ile ERK
aktivasyonu bloke edildiginde; mitoza girisin geciktigi, ardindan metafazdan anafaza
gecikmeli gecisin mitoz siiresinin uzamasina neden oldugu belirtilmektedir. G2/M gegisinde
ERK inhibe edildiginde, M faz siiresi iki kat artar. ERK aktivasyon yolaklari, heniiz tam
olarak anlasilamamistir. Hiicrenin strese maruz kaldigi durumlarda DNA hasar1 olursa, hiicre

bu uyariya diizeyini artirarak yanit verebilir (53).

p38-MAPK Yolagi

Bira mayasindaki ‘yiiksek osmolariteli gliserol’ (Hogl) proteininin memelilerdeki
homologu, p38-MAPK olarak adlandirilmistir. Genellikle JNK ile beraber aktiflestigi
bilinmektedir. Simdiye kadar p38-MAPK’ 1n; p38-MAPKa, p38-MAPKS, p38-MAPKY, p38-
MAPKS olmak iizere 4 izoformu bulunmustur. p38MAPK ailesi, inflamatuar sitokinler ve
cevresel stresler tarafindan aktive edilirler (13).

p38-MAPK ’lar treonin ve tirozin alanlarindaki, MKK3, MKK4 ve MKK®6 kinazlar
yoluyla fosforile olur ve aktiflestirilir. MKK3 ve MKK6; p38-MAPK aktivasyonu vasitasiyla
proapoptotik sinyaller ortaya ¢ikarabilir ve bu da apoptozise neden olur (12,13).
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GEREC VE YONTEMLER

Calismamiz Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’na sunulup,
2008/07.02 nolu karar ile onay alindiktan sonra (EK 1), Trakya Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma Birimi’nden, 3 aylik, agirliklar1 250-300gr arasinda degisen 30 adet Sprague
Dawley erkek sigan temin edilmistir. Ayn1 biyolojik ve fizyolojik oOzelliklere sahip
deneklerimizden, viicut agirliklar1 birbirine yakin olanlar ayni grupta olacak sekilde; biri
kontrol grubu (n=10), biri diabet grubu (n=20) olmak {izere 2 farkli grup olusturulmustur.
Tiim deneklerimiz deney siiresince, uygun laboratuvar kosullari altinda (22+1 °C sicaklikta,
12 saat aydinlik/karanlik siklusunda), giinliik icme suyu ile beraber %21 ham protein igeren
pelet yemlerle (Purina) beslenmistir.

Streptozotosin’in rahat ¢oziinebildigi ve stabilitesini korudugu bir soliisyon olan sitrat
tamponu; 4,1543 gr sodyum sitrat tribazikdihidrat (Merc, A419548, Germany) ve 2,284 gr
sitrikasit monohidrat ( J.T. Baker, A18592, Austria) 250 ml steril distile suda ¢oziilerek
hazirlanmis ve pH’s1 4.2’ye ayarlanmigtir.

Deneklerimizden;

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

2. Diabet grubu; 5 giin siire ile 40 mg/kg STZ (pH’ s1 4,2 olan; 0,1M’ lik sitrat
tamponunda ¢oziilerek) verilen grup (n=12) olusturulmustur.

Deneyimizin devam ettigi siirede kontrol grubundan 2 ve diabet grubundan 8 adet

denek kaybedilmistir.
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Deneklerin kan-glukoz diizeylerine; deneye baslamadan once, STZ uygulamasi
bittikten 2 giin sonra model olusum kontrolii amagli ve sonrasinda, deney sonuna kadar 15
giinde bir kuyruk veninden alinan kan 6rneklerinde, glukometre ile bakilmistir. Ayn1 zamanda
deney basinda, her hafta ve deneyin sonunda tiim deneklerimizin viicut agirliklar1 ve yine
deney sonunda, her iki testis agirliklar1 6l¢iilmiistiir

Diabet olusturulduktan 6 hafta sonra, Alfamine (Ketamidor, Alfasan, Hollanda) ve
Rompun (Rompun, Bayer, Tiirkiye) anestezisi altinda, tiim deneklerin testisleri total olarak
cikarilip, agirliklart 6lgiildiikten sonra, 151k mikroskobik ve immiinohistokimyasal gézlemler
icin islemlendirilmistir.

Immiinohistokimyasal ve 151tk mikroskobik rutin boyamalar icin; testis biyopsi
materyalleri, %10’luk formaldehitle fikse edildikten sonra dokular yikanarak, dehidratasyon
islemine gegilmistir. Dehidratasyon asamasindan sonra saydamlastirma basamagi igin
dokular, toluol (Merck, Darmstadt, Germany) ile muamele edilmis, 6nce yumusak parafin
(Merck), sonrasinda sert parafine (Merck) alinarak, parafin bloklar elde edilmistir.
Dokulardan histolojik ve stereolojik analizler i¢in alinan 5 mikrometre (um) kalinligindaki
kesitlere, testisin histolojik yap1 6zelliklerini ortaya koyacak H+E boyalari uygulanmustir.
Entellan ile kapatilarak daimi preparat haline getirildikten sonra, mikroskopta (Olympus
BX51) incelenerek ve degisik biiyiitmelerde fotograflari ¢ekilmistir.

Ayni preparatlarin  kullanimiyla, tiim deneklerin testis biyopsi materyallerinde
seminifer tiibiil ¢aplari, X20’lik biiyiitmede, okiiler mikrometre kullanilarak dl¢iimlenmis ve
bu 6lgiimler, her hayvandan alinan testis kesitlerinde, yuvarlak veya yuvarlaga yakin rastgele
secilmis 10 tiibiiliin enine kesiti alinarak gergeklestirilmistir (22,79).

Immiinohistokimyasal olarak da; PCNA, total ve fosfo (aktify JNK ve ERK
proteinlerinin imminreaktivitelerinin degerlendirilebilmesi i¢in; 5 pm kalinhigindaki kesitler
poli-L-lisin  kapli lamlara alinmig ve dretici firmanin Onerileri dogrultusunda
immunohistokimyasal islemler uygulanmustir.

Immiinohistokimya prosediirii i¢in ise; %10’luk formoldahitle fikse edilip, parafine
gomiilen biyopsi materyallerinden 5um’lik kesitler alinmis ve antijen geri kazanimi igin
deparafinizasyon sonrasi, lamlar 10 mM sitrik tamponunda (pH 6) kaynatilmistir. Sonrasinda
kesitler endojen peroksidaz aktivitesini gidermek igin, 5dk. siireyle %3 metanollii hidrojen
peroksitte muamele edilmistir. Mevcut antijenleri bloklamak amaciyla PCNA, tris tampon
soliisyonu (TBS) ile hazirlanan normal at serumunda (Vector Laboratories, Burlingame, CA,
USA), JNK ve ERK ise normal ke¢i serumunda (Vector Laboratories) 30 dk. bekletilnistir.
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Sonra serum fazlas1 kesitlerin tizerinden alinarak, pargalar monoklonal fare PCNA (F-2):sc-
25280 antikoru (1:200 TBS iginde; Santa Cruz Santa Cruz BioTechnology, USA), poliklonal
tavsan SAPK/JNK antikoru ve phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) antikoru (1:100 TBS
igcinde; Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA), monoklonal tavsan p44/42 MAPK
(ERK 1/2) antikoru ve fosfo p44/42 MAPK (ERK 1/2) (Thr 202/Tyr 204) antikoru (1:100;
TBS ile seyreltildi; Cell Signaling Technology) ve phosphoplus p44/42 kiti i¢indeki negatif
kontrol soliisyonuna maruz birakilmistir. Bunu takiben TBS ile yikamalarin ardindan, PCNA
icin anti-fare (Vector Laboratories), JNK ve ERK i¢in biotinylated anti-tavsan antikoru
(Vector Laboratories) 1:400 dilusyonunda uygulanarak, 30 dk. oda 1sisinda inkiibe edilmistir.
Pargalar TBS ile yikandiktan sonra, avidin—biotin-peroksidaz kitle (Vector Laboratories) 30
dk.’lik muamele sonrasinda, DAB (3,3-Dia-minobenzidine tetrahydrochloride dihydrate;
Vector Laboratories) kullanilarak kromojenize edilmistir. Pargalara hematoksilenle zit
boyama uygulanarak, alkol ve toluol serilerinden gegirilerek preparatlar kapatilmistir
(21,80,81).

Yapilan tiim immuhistokimyasal islemlerin sonuglari; histolojik skorlama (HSCORE)
yontemi ile degerlendirilmistir. Degerlendirmeler; preparatlarin hangi grup hastaya ait
oldugunu bilmeyen ve bilen birer degerlendirici tarafindan, her preparatta rastgele segilen bes
alanda, x20 objektif kullanilarak yapilmistir. Skorlama, kesitlerde immiinreaktivite gosteren
hiicrelerin yiizdesi ve boyanma derecesinin (I x PC; I: boyanma derecesi, PC: her derecede
boyanan hiicrelerin ylizdesi) Olcilit olarak alindigi, semikantitatif bir yontemle
gerceklestirilmistir. Boyanma derecesi: 0 (boyanma yok), 1(zayif boyanma), 2 (orta
boyanma), 3 (giiclii boyanma) olarak degerlendirilmistir (21,82).

Istatistiksel analizler igin, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlig1 Bilgi Islem
Merkezi’ndeki S0064 Minitab Release 13 programi (Lisans No: WCP1331.00197)
kullanilmis, degerler ortalama + standart deviasyon (SD) olarak alinmistir. P<0.005 degeri
anlamli kabul edilmistir. Mann-Whitney U testi ile her iki gruptaki deneklerin ilk ve son
viicut agirliklari, testis agirliklari, kan glukoz (ilk giin, 7.giin ve son giin) diizeylerinde
farklilik olup olmadigr aragtirilmistir. Wilcoxon testi kullanilarak, 1. ve 2. grupta deneklerin
viicut ve testis dokusu agirliklari; Friedman testi ile 1. ve 2. grup deneklerin kan glukozlarinin
ilk giin, 7.glin ve son giin diizeyleri bagimli {i¢ degisken olarak kendi aralarinda
karsilagtirilmistir. Deneklerimize ait testis dokusunda okiiler mikrometre ile yapilan seminifer
tiiblil ¢apr 6l¢lim sonuglarinda da, kontrol grubuna gore diabet grubunda anlamli bir farkin

olup olmadigi, Mann-Whitney U testi ile degerlendirilmistir.
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HSCORE yontemi ile degerlendirilen immiinreaktivite verileri; Mann-Whitney U testi
ile P<0.005 degeri anlamli kabul edilerek karsilastirilirken; gruplar arasi farklilik ise
Wilcoxon testi kullanilarak degerlendirilmistir. Deneklerin  total ve fosfo olarak

immunreaktivite farkliliklari ise bagimli iki degisken olarak kendi i¢inde karsilastirilmustir.
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BULGULAR

KAN GLUKOZ DUZEYi VE AGIRLIK BULGULARI

Deneyimize baslamadan o©nce, tiim deneklerin kan-glukoz diizeyleri ve viicut
agirliklart kayit edilmistir. Olusturulan kontrol ve diabet gruplarimin kan-glukoz diizeyleri;
baslangig, diabet olusturulduktan sonra ve takip eden her 15 giinde bir dlgiilmiistiir. Ayrica
viicut agirliklar: deneyin basi ve sonunda, testis agirliklar ise deneyin sonunda belirlenmistir.

Kontrol ve diabet gruplarma ait deneklerin; kan-glukoz diizeyleri Tablo 1°de,

baslangi¢ ve bitis viicut agirliklar ve testis agirliklari ise Tablo 2’de gosterilmistir.

Tablo 1. Kontrol ve diabet gruplarina ait kan-glukoz diizeyi degerlerinin takibi

Kontrol Grubu Diabet Grubu P
(n=8) (n=12)

Kan sekeri ilk 101+10 101+7 0,859
(mg/dl) 104 (88-111) 102 (90-112)

Kan sekeri 7. 108+12 481489 0,001
giin (mg/dl) 109 (90-124) 483 (371-600)

Kan sekeri son 110+7 533+66 0,001
ﬂ]/dl) 108 (102-120) 537 (384-600)

Deney oOncesi Olgiilen kan glukoz diizeyi degerlerinde, kontrol ve diabet grubu
arasinda istatistiksel olarak anlamli derecede farklilik bulunmamistir (p=0,859). Deney
sonrasi, yani STZ uygulandiktan 2 giin sonra ise diabet grubu kan glukoz degeri, diabet
olusumunu dogrulayacak sekilde (>250 mg/dl), kontrole gore anlamli derecede yiikselmistir
(p=0,001). Ayrica denekler sakrifiye edilmeden once olgiilen kan glukoz degerleri de deney
grubunda, kontrol grubu deneklerine gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,001,

Tablo 1).
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Kontrol grubu ile diabet grubunda yer alacak denekler belirlenirken; ozellikle viicut

agirhig daha yiiksek olanlar, diabet gubuna alinmistir. Bu sebeple diabet grubu deneklerinin

deney oOncesi Olgililen viicut agirliklari, deney grubuna gore anlamli derecede yiiksek

bulunmustur (p=0,001). Sakrifikasyon oncesi iki grubun viicut agirlik kiyaslandiginda ise

diabet grubundaki deneklerin viicut agirliklarinin, deney siiresince kontrol grubuna gore

anlamli sekilde azaldigi gozlenmistir (p=0,001). Bunun yanisira, denekler sakrifiye edildikten

sonra sag ve sol testis agirliklar, ayr1 ayri Olgiildigiinde ise diabet grubu deneklerinde,

kontroldekilere gore anlamli derecede diisiis belirlenmistir (p=0,001; Tablo 2).

Tablo 2. Kontrol ve diabet gruplarina ait viicut ve testis agirhiklar: degerleri

1500 (1400-2830)

684 (355-1025)

Kontrol Grubu Diabet Grubu P
(n=8) (n=12)
Agirlik ilk (gr) 258+3 303+27 0,001
259 (253-259) 307 (265-333)
Agirlik son (gr) 327+19 179+17 0,001
325 (311-360) 175 (160-210)
Testis (sag) (gr) 16644653 691+374 0,001
1440 (1270-2820) 641 (305-1296)
Testis (sol) (gr) 1750+605 697+333 0,001

MORFOMETRIK BULGULAR

Deney sonrasi kontrol ve diabet grubu deneklerimizin seminifer tiibiil caplar

karsilastirildiginda; diabet grubu deneklerimizin seminifer tiibiil cap degerleri, kontrol grubu

degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli derecede azalmistir (p=0,001).

Tablo 3. Kontrol ve diabet gruplarinin seminifer tiibiil cap degerlerinin karsilagtirilmasi

capi (n)

310 (294-319)

168 (130-176)

Kontrol Grubu Diabet Grubu P
(n=8) (n=12)
Seminifer tiibiil 308+9 159+18 0,001
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MORFOLOJIK BULGULAR

Isik Mikroskopik Bulgular

Kontrol grubuna ait 151k mikroskobik bulgular: Kontrol grubuna ait deneklerden
aliman ve rutin H+E ile boyanan testis doku kesitleri incelendiginde, distan tunika albuginea
ile desteklenmis seminifer tiibiil sinirlarinin diizgiin oldugu, seminifer tiibiilleri doseyen
epitelde spermatogenik seri hiicreler ile Sertoli hiicrelerinin diizenli dizildikleri tespit edildi
(Resim: 1).

Seminifer tiibiillerde spermatogenik seriye ait hiicre dizisi ve liimeninde, kuyruklari
limene gelecek sekilde konumlanmis c¢ok sayida sperm goze carpmakta idi. Tiibiillerin
bazalinden liimene dogru spermatogenik seri hiicrelerinin spermatogonyumlar, spermatosit-I
ve II’ler ile spermatidler seklinde siralanmakta oldugu izlenmekteydi (Resim: 2).

Spermatogonyumlar ve Sertoli hiicreleri bazal lamina iizerine yerlesmislerdi.
Spermatosit-1’ler; belirgin niikleuslari, genis sitoplazmalart ve en biiyiikk ¢apa sahip
spermatogenik seri hiicreleri olmalariyla rahatlikla ayirt edildi. Spermatidler, limene yakin
yerlesen ve koyu boyanan kiigiik bir niikleuslar: ve spermler; uzun, ig seklindeki niikleuslar
ile limende izlendi (Resim: 2). Spermatosit-II’ler ise ¢ok sik izlenmemekle birlikte,
spermatosit-I’lerin hemen {izerinde konumlanmislardi. Her bir seminifer tiibiil, bazal lamina
ile ¢cevrelenmisti (Resim: 1 ve 2). Bazal laminanin hemen dis kisminda tek sirali miyoid hiicre
dizisi bulunmaktaydi. interstisyal bag dokuda Leydig hiicreleri, gesitli bag dokusu hiicreleri
ve kan damarlar1 da ayirt edilmekteydi (Resim: 2). Cogunlukla poligonal sekilli olan Leydig
hiicreleri ise diizglin yuvarlaga yakin, oval bi¢cimli niikleuslar1 ve eozinofilik boyanan

sitoplazmalari ile normal histolojik yapida izlendi (Resim: 2).

Diabet grubuna ait 151k mikroskobik bulgular: Diabet grubu bulgularimiz, diabetin
valigim1 kanitlar bigimdeydi. Deneklerimizin seminifer tiibiillerinde; Sertoli hiicrelerinin
uzantilart arasinda bulunan spermatogenik seri hiicrelerinin dizilimininde bozulma, hiicre
kaybi, organizasyon bozuklugu ve hatta bir¢ok tiibiilde spermatogenik seri hiicrelerinden
sadece spermatogonyumlarin varoldugu gozlendi (Resim: 3,4,5,6,7). Sertoli hiicreleri ile az
sayida spermatogonyumun olusturdugu seminifer tiibiillerin yani sira; Spermatogonyum,
spermatosit-1, spermatidlerin ve dev hiicreleri igeren tiibiiller bulunmaktaydi (Resim: 4,5,6,7).
Ayrica, germinal epitel hiicrelerinin birbirlerinden ve tiibiiler bazal laminadan ayrildiklar

(Resim: 4,5,6,7) ve tiibiil ¢aplarinin kontrole gore anlamli derecede kiigiilmiis oldugu gozlendi
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(Resim: 3; Tablo 3). Tiibiillerde germ hiicre serisine ait bazi germinal epitel hiicrelerinin
kaybolmasi ve spermatogenezin bozulmasi; ayrica tiibiillerin bazal kismina yakin olarak
yerlesmis bulunan Sertoli hiicre dejenerasyonu sebebiyle, germinal epitelde yer yer genis
vakuollerin ortaya ¢iktig1 belirlenmisti (Resim: 4,5,6,7). Baz tiibiil sekillerinin bozuldugu ve
liimenlerinde heniiz olgunlagsmasini tamamlamamis germinal hiicre dokiintiilerini i¢erdikleri
de izlendi (Resim: 5,7). Interstisyel alanda ise; Leydig hiicrelerinde normal histolojik
yapilarinda bozulma, ekstraseliiler matrikste ve vaskiilarizasyonda artis dikkat gekiciydi.
Leydig hiicrelerinin; poligonal yapilarinin farklilastig1 ve sitoplazma kaybi sonucu ig seklini
aldigi, ayrica seminifer tiibiil caplarinin azalmasma bagli olarak interstisyel alanda

genislemeler gozlemlendi (Resim: 7).

Immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol ve deney grubuna ait testis dokularinda uygulanan PCNA, total-JNK (t-JNK),
fosfo-INK  (f-JNK), total-ERK (t-ERK) ve fosfo-ERK (f-ERK)
HSCORE degerlerini  kullandik. Tim

degerlendirmelerde istatistiksel olarak P<0.005 anlamli kabul edilerek, Tablo 4’te kontrol ve

antikorlarinin
immiinreaktivitelerinin ~ degerlendirilmesinde

deney grubuna ait immiinreaktiviteleri gosteren degerler 6zetlenmistir.

Tablo 4. Kontrol ve diabet gruplarimin PCNA, t-JNK, p-JNK, t-ERK ve p-ERK

degerlerinin karsilastirilmasi

Kontrol Grubu Diabet Grubu

(n=8) (n=12)
PENA 152)?95;-32%1) 3;(3;;;4) <o
t-IJNK 99?2?—21%7) 123%?;:312 N 0125 | <0.001*
e 2001(9123?2243) 2342(138?2980) ~002 Bl
] e | i | 0w | o

*“Kontrol grubunda t-JNK ve f-JNK karsilastirildiginda
1~ Kontrol grubunda t-ERK ve f-ERK karsilastirildiginda
1~ Diabet grubunda t-JNK ve f-INK karsilastirildiginda
§” Diabet grubunda t-ERK ve f-ERK karsilastirildiginda
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Immiinohistokimyasal reaktivite incelendiginde; PCNA immiinreaktivetesinin diabet
grubunda kontrole gore anlamli derecede azaldigi goézlemlendi (p<0,001). t-JNK
immiinreaktivitesinin; kontrol grubuna gore, diabet grubundaki artisinin istatistiksel olarak
anlamli olmadig1 (p=0,125), f-JNK immiinreaktivitesinin ise; kontrol grubuna gore, deney
grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek oldugu gozlemlendi (p=0,002). Ayrica,
kontrol grubunda t-JNK ve f-JNK immiinreaktivitesi arasindaki fark karsilagtirildiginda; f-
JNK  aktivasyonu, t-JNK’ya gore anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0,001). Diabet
grubunda, t-JNK ve f-JNK aktivasyonu karsilastirildiginda; f-JNK aktivasyonu t-JNK’ya goére
anlamli derecede artmistt (p<0,001). t-ERK immiinreaktivitesine bakildiginda ise; kontrol
grubuna gore, diabet grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede azalma (p=0,004),
gozlenirken, f-ERK i¢in bu azalma p<0,001 oraninda istatistiksel anlamlilik tasimaktaydi.
Ayrica, kontrol grubunda t-ERK ve f-ERK aktivasyonu karsilastirildiginda; anlamli derecede
bir fark bulunamadi (p=0,170). Diabet grubunda, t-ERK ve f-ERK aktivasyonu
karsilagtirildiginda ise; t-ERK’ya gore f-ERK aktivasyonu, anlamli derecede diisiik gozlendi
(p=0,001).
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Sekil 3. Kontrol ve diabet gruplarimn PCNA, t-JNK, p-JNK, t-ERK ve p-ERK

degerlerinin karsilagtirilmasi
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PCNA immiinreaktivite bulgulari: PCNA immiinreaktivitesi, kontrol grubu testis
dokusu seminifer tiibiillerinde spermatogonyumlarda siddetli, spermatosit-1 ve spermatosit-
II’lerde orta ve zayif siddette reaktifti (Resim 8,9). Diabet grubunda ise sadece birkag¢ seri
hiicresinde orta siddetde, ¢ogunlukla ise zayif siddette immiinreaktivite izlendi (Resim:
10,11,12,13).

Diabet grubu HSCORE degerleri, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
derecede diismiistii (p<0,001). HSCORE degerlerine gore, kontrol grubu seri hiicrelerinde;
PCNA'’ya pozitif reaksiyon veren hiicre sayisi, diabet grubuna gore ¢ok daha fazla oldugu
gozlenmekteydi (Tablo 4).

t-JNK immiinreaktivite bulgulari: t-JNK immiinreaktivitesi kontrol grubu testisi
seminifer tiibiillerinde, spermatogonyumlarda orta derecede siddetli, spermatosit-1 ve II’lerde
hafif siddetli derecede reaktifti (Resim: 14,15,16). Diabet grubunda ise spermatogenez seri
hiicrelerinde ¢ogunlukla orta ve hafif derecede siddetliydi (Resim: 17,18,19).

Kontrol ve diabet gruplarinin t-JNK HSCORE degerleri arasindaki fark, istatistiksel
olarak anlamli bulunamadi (p=0.125; Tablo 4). Kontrol ve diabet grubuna ait deneklerin

negatif kontrollerinde ise higbir reaktivite gézlenmedi.

f-JNK immiinreaktivite bulgulari: f-JNK immiinreaktivitesi kontrol grubu testis
seminifer tiibiillerinde; bircok spermatogonyumda ve spermatosit-1’lerde siddetli ve ¢ogunda
orta derecede siddetli immiinreaktifti (Resim: 20,21,22). Diabet grubunda, spermatagonyum
hiicrelerinde siddetli, spermatosit-I’lerin bir kisminda yogun, bir kisminda orta derecede
immiinreaktivite izlendi (Resim: 23,24,25)

Diabet grubunun HSCORE degerleri, kontrol grubu HSCORE degerlerinden daha
yiiksekti ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark gozlendi (p=0.002; Tablo 4). Kontrol ve
diabet grubuna ait deneklerin negatif kontrollerinde ise higbir reaktivite gézlenmedi.

t-ERK immiinreaktivite bulgulari: t-ERK immiinreaktivitesinin hem sitoplazmik
hem de niikleer olarak degerlendirildigi kontrol grubu testisi seminifer tiibiillerinde;
spermatogonyumlar, spermatosit-I’ler ve Sertoli hiicrelerinde orta siddette, sperm ve
spermatidlerde ise siddetli derecede reaktifti. Sitoplazmaya bakildiginda ise orta siddette
reaktivite gozlendi (Resim: 26,27,28).
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Cogunlukla sitoplazmik immiinreaktivitenin degerlendirildigi deney grubunda;
niikleus bazinda sadece birkag spermatagonyumda hafif derecede, geri kalan kisminda ise hig
reaktivite goézlenmedi. Sitoplazmik immunreaktivite, daha siddetli derecedeydi (Resim:
30,31,32).

Kontrol gruplarinin HSCORE degerleri, diabet grubu HSCORE degerlerinden daha
yiiksekti ve aralarindaki farklar da istatistiksel olarak anlamlilik tasimaktaydi (p=0.004; Tablo
4). Kontrol ve diabet grubuna ait deneklerin negatif kontrol testis kesitlerinde; higbir

reaktivite gozlenmedi.

f-ERK immiinreaktivite bulgulari: f-ERK immiinreaktivitesi kontrol grubu testisi
seminifer tiibiillerinde, spermatogonyumlarda, spermatosit-I’ler, spermler ve sitoplazmada
orta derecede siddetliydi (Resim: 32,33,34).

Diabet grubunda ise baz tiibiillerde orta derecede reaktivite gozlenirken, bazilarinda
hi¢ immunreaktivite gozlenmedi (Resim: 35,36). Reaktivite gozlenen tiibiillerde birkag
spermatagonyum hiicresinde siddetli derecede, birkaginda hafif derecede reaktivite
gozlenirken (Resim: 36); spermatosit-1’lerinde sadece birka¢ tanesinde hafif siddette
reaktivite, geri kalan kisminda ise hi¢ immunreaktivite gozlenmedi (Resim: 37). Sitoplazmada
ise yer yer orta derecede, bazi kisimlarda hi¢ immunreaktivite gézlenmedi (Resim: 35,36,37).

Kontrol gruplarinin HSCORE degerleri, diabet grubu HSCORE degerlerinden daha
yiiksekti ve aralarindaki fark ta istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,001; Tablo 4). Kontrol ve
diabet grubuna ait deneklerin testis kesitlerinde, negatif kontrolde hi¢ reaktivite

gbzlenmemistir.
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Resim 1. Kontrol grubu testisinde, caplar1 birbirine yakin normal yapida ve spermatogenezin farkl
asamalarimin izlendigi, normal kahnlkta bazal laminaya sahip seminifer tiibiiller (=) ile

aralarindaki interstisyel bag doku (») ve normal kalnhktaki tunika albuginea (—)
gozlenmektedir. H+E, X100.

Resim 2. Kontrol grubuna ait diizenli sinirlara sahip seminifer tiibiillerde, diizenli dizilim gosteren germ
hiicrelerinin bazalden liimene (Lii) dogru; spermatogonyum (Sg), spermatosit-1’ler (Stl),
liimene yakin spermatidler (Sd) ve spermler (S) seklinde siralandigi, Sertoli hiicrelerinin (SH)
ise tiibiiliin hemen bazal laminas iizerinde yerlestigi gozlenmektedir. interstisyel sahada kan
kapilerleri (K) etrafinda yerlesmis olan poligonal sekilli Leydig hiicrelerinin (») oval bicimli
niikleusu ve eozinofilik boyanan sitoplazmasi izlenmektedir. H+E, X200.
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Resim 3. Diabet grubuna ait sican testis dokusunda, germinal epitel hiicrelerinin birbirlerinden ve tiibiiler
bazal laminadan ayrilarak doékiilmeleri sonucunda epitel icerisinde bosluklar (*), kopmalar ve
dev hiicrelerin ortaya ciktigi gozlenmektedir. Atrofik seminifer tiibiiller (—) ve aralarinda
yogunlagmis interstisyel alan (») gézlenmektedir. H+E, X100.
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Resim 4. Diabet grubu seminifer tiibiillerinde rastlanan bulgular, diabetin olustugunu gosterir sekildedir.
Tiibiillerdeki germ hiicre organizasyonunun bozuldugu (=), bazi tiibiillerde germ hiicre

tilkenmesinin ¢ok fazla oldugu (—) ve interstisyal alanda vaskiilarizasyon artisi (K) dikkati
cekmektedir. H+E, X200.

30



Resim 5. Diabet grubu seminifer tiibiillerinde, germ hiicre diziliminin bozuldugu gézlenmektedir. Bazi
tiibiillerde ¢cok niikleuslu dev hiicreler (=) ve ayrica intertiibiiler hyalinizasyon (») dikkati
cekmektedir. H+E, X200.

Resim 6. Diabet grubunda tiibiil hasarina (—) bagh olarak spermatogenik seri hiicre baglantilarinin
bozulmasi sebebiyle vakuollesmeler (*) ve interstisyel alandan ayrilmalar (») gozlenmektdir.
H+E, X400.
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Resim 7. Spermatogenik seri hiicre diziliminin ciddi derecede hasar gordiigii seminifer tiibiillerde (—) bu
duruma tepki olarak interstisyel alanda ve vaskiilarizasyonda artis (»™)gozlenmektedir. Ayrica
tiibiil duvarinda vakuolizasyon (*) ve ¢ok niikleuslu dev hiicrelerin (=) varh@ gozlenmektedir.
H+E, X400.
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Resim 8. Kontrol grubu testisinde, caplar1 birbirine yakin normal yapida ve spermatogenezin farkh
asamasinda olan, normal kahinlikta bazal laminaya sahip seminifer tiibiillerde (—) PCNA
immiinreaktivitesi pozitif oldugu goriilmektedir. PCNA, hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Resim 9. Kontrol grubuna ait seminifer tiibiil epitelinde hiicrelerin, siddetli immiinreaktivite goésteren
spermatogonyumlar (Sg), orta ve zayif immiinreaktivite izlenen spermatosit-1 (St1), spermatid,

sperm (S) seklinde siralandigi, Sertoli hiicrelerinin (SH) ise immiinreaktivite goéstermedigi
gozlenmektedir. PCNA, hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Resim 10. Diabet grubu seminifer tiibiillerde (—), PCNA immiinreaktivitesinin hiicre niikleuslarinda
pozitif oldugu gozlenmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X100. I¢sel dikdortgen, negatif
kontrol, X200.
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Resim 11. Diabet grubunda, olduk¢a zayif immiinreaktivite (—) ve germ epitelinde vakuolizasyon
(*) gozlenmektedir. PCNA, hematoksilen zit boyamasi, X200.

Resim 12. Seminifer tiibiillerde bazi germ hiicrelerinde orta derecede siddetli immiinreaktivite (—)
gozlenmektedir. PCNA, hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Resim 13. Hafif derecede siddetli immunreaktivite izlenen spermatogonyumlar (Sg), spermatosit-I

(Stl)’ler ve immiinreaktivite gostermeyen Sertoli hiicreleri (SH) gozlenmektedir. PCNA,
hematoksilen zit boyamasi, X400.

Resim 14. Birbirine yakin normal yapida ve spermatogenezin farkli asamasinda olan normal kalinhkta
bazal laminaya sahip seminifer tiibiillerde (—) t-JNK immiinreaktivitesi pozitif gozlenmektedir.
Hematoksilen zit boyamasi, X100. I¢sel dikdortgen; negatif kontrol, X100.
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Resim 15. Seminifer tiibiillerde (—) orta derecede immiinreaktivite gozlenmektedir. t-JNK, hematoksilen

z1it boyamasi X200.
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Resim 16. Kontrol grubuna ait germ hiicrelerinde orta derecede siddetli reaktivite gosteren
spermatogonyumlar (Sg), hafif derecede immiinreaktivite gosteren spermatosit-1 (St1), spermatid

(Sd), sperm (S) seklinde siralandigi ve Sertoli hiicrelerinin (SH) hafif immiinreaktivite gosterdigi
gozlenmektedir. t-JNK, hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Resim 18. Spermatogenik seri h >) (—) derecede siddetli
immiinreaktivite gozlenmektedir. t-JNK, hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Resim 19. Diabet grubunda spermatogenik seri hiicre dizilimi bozulan seminifer tiibiillerde, orta derecede
immiinreaktivite gosteren spermatogonyumlar (Sg), spermatosit-I’ler (Stl) gozlenmektedir. t-
JNK, hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Resim 20. Kontrol grubu testis dokusunda; c¢aplar1 birbirine yakin, normal yapida ve spermatogenezin
farkh asamasinda olan, normal kalinhkta bazal laminaya sahip seminifer tiibiillerde (—)
immiinreaktivitenin pozitif oldugu gozlenmektedir. f-JNK, hematoksilen zit boyamasi, X200. I¢sel

dikdortgen, negatif kontrol, X200.
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immiinreaktivite gozlenmektedir. interstisyel alan (») normal histolojik yap1 gostermektedir. f-
JNK, hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Resim 22. Kontrol grubunda siddetli derecede immiinreaktivite gosteren spermatagonyum (Sg), orta
derecede immiinreaktivite gosteren spermatosit-1 (Stl), spermatid (Sd), sperm (S) seklinde

siralandi@i ve Sertoli hiicrelerinin (SH) de orta derecede immiinreaktivite gosterdigi
gozlenmektedir. f-JNK, hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Resim 23. Diabet grubunda seminifer tiibiillerde (—) immiinreaktivite pozitif gozlenmektedir. f-JNK,
hematoksilen zit boyamasi, X100.

Resim 24. Seminifer tiibiillerde (—) cogunlukla siddetli derecede immiinreaktivite gozlenmektedir. f-JNK,
hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Resim 25. Spermatogonyumlarin (Sg), ve spermatosit-1’lerin (St1) bir kisminda yogun, birkisminda ise
orta derecede siddetli immiinreaktivite, Sertoli hiicrelerinde orta siddetli immiinreaktivite (—)
goriilmektedir. f-JNK, hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Resim 26. Kontrol g lerinde (—) hem niikleus hemde
immiinreaktivitesi pozitif gozlenmektedir. t-ERK, hematoksilen zit boyamasi, X100.

sitoplazma
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Resim 27. Kontrol grubu seminifer tiibiillerde (—) baz tiibiillerde siddetli, bazilarinda ise orta derecede
siddetli immiinreaktivite goriilmektedir. t-ERK, hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Resim 28. Seminifer tiibiillerdeki () seri hiicrelerinin daha ¢ok sitoplazmik olarak orta derecede
immiinreaktivite gosteren, spermatagonyumlar (Sg), spermatosit-1 (Stl), spermler (S) seklinde
siralandig1 gozlendi. t-ERK, hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Resim 29. Diabet grubu seminifer tiibiillerinde (—), c¢ogunlukla sitoplazmik t-ERK pozitif
immiinreaktivite goriilmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X100.
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Resim 30. Diabet grubu seminifer tiibiillerinde (—), orta siddette sitoplazmik t-ERK immiinreaktivitesi

izlenmektedir. Hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Resim 31. Diabet grubunda niikleus bazinda sadece birka¢ spermatagonyum (Sg) ve Spermatosit 1 (Stl)
hiicresinde hafif derecede, geri kalan kisminda ise hi¢ reaktivite (—) goézlenmemistir. Sertoli
hiicreleri sitoplazmasinda ise orta derecede siddetli reaktif (») goriilmektedir. t-ERK,
hematoksilen zit boyamasi, X400.

Resim 32. Kontrol grubu testisinde, ¢aplari1 birbirine yakin normal yapida ve normal kalinlikta bazal
laminaya sahip seminifer tiibiiller (») immiinreaktivite pozitif goézlenmektedir. f-ERK,
hematoksilen zit boyamasi, X100.
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Resim 33. Kontrol grubundaki spermatogenezin farkli asamasinda olan seminifer tiibiillerde orta
derecede siddetli immiinreaktivite goriilmektedir. f-ERK, hematoksilen zit boyamasi, X200.

Resim 34. Kontrol grubunda orta siddetli derecede immiinreaktivite gosteren, spermatagonyumlar (Sg),
spermatosit-1 (St1), spermatid (Sd)’ler izlenmektedir. f-ERK, hematoksilen zit boyamasi, X400.
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Resim 35. Diabet grubu seminifer tiibiillerinde, baz tiibiillerde reaktivite pozitif gozlenirken bazilarinda
cok az immiinreaktivite (—) goriilmektedir. f-ERK, hematoksilen zit boyamasi, X100.

Resim 36. Baz1 seri hiicrelerinde siddetli (Sg), bazilarinda ¢ok az immiinreaktivite (—) gozlenmistir. f-
ERK, hematoksilen zit boyamasi, X200.
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Resim 37. Diabet grubunda, spermatosit-I’lerin (St1) sadece birka¢ tanesinde hafif siddetde reaktivite,
geri kalan kisminda ise hicbir reaktivite gozlenmemistir. f-ERK, hematoksilen zit boyamasi,
X400.
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TARTISMA

Diabetes mellitus; insiilin salinimindaki yetersizlikle iliskili olarak karbonhidrat, yag
ve protein metabolizmasindaki bozukluk ve hiperglisemi ile karakterize kronik, metabolik bir
hastaliktir (83-85). Kronik diabetin neden oldugu yan etkileri ortaya koyabilmek amaciyla,
deney hayvanlarinda olusturulan diabet modelleri siklikla kullanilmaktadir (3,8,9,10,84).

Deneysel diabetin olusturulmasinda en ¢ok kullanilan maddelerden biri olan STZ,
diabetojenik etkisini pankreastaki B hiicrelerini tahrip ederek gostermektedir (3,54,84,86).

Diabetes mellitus uzun donemde; mikro ya da makrovaskiiler komplikasyonlar,
retinopati, nefropati, noropati, miyokard infarktiisii gibi komplikasyonlarla birgok organ ve
sistemi etkiler (4,24,28). Bunlarin patofizyolojisi oldukea iyi bilinmektedir. Ancak, diabetin
tireme sistemi tizerine olan etkileri halen tam olarak anlagilamamstir (50,87).

Aragtirmacilar deneysel diabet olusturmak i¢in STZ ya da alloksan gibi farkli ajanlari,
farkli doz ve siirelerde kullanmiglardir. Pekgok arastirici tarafindan subdiabetojenik
tekrarlayan STZ uygulamalari (5 giin siireyle 40 mg/kg intraperitonel), deneysel Tip | diabet
modeli olarak kabul gormiistiir (3,22,88-91). Calismamizda STZ uygulamasi bittikten 2 giin
sonra kan glukoz degerleri 6l¢giilmiis ve 250 mg/dl tizeri olanlar diabetik denekler olarak kabul
edilmistir (5,92,93).

Calismamizda, deneysel Tip I diabet modelinin kullanimi ile diabetin testisler
tizerindeki morfolojik etkileri literatiir bilgisiyle dogrulanmis ayrica, deneklerin viicut ve
testis agirliklari, seminifer tiibiil cap1 gibi morfometrik 6lgtimler de bu dogrulamaya katkida
bulunmustur (3,22,85,87).

Kontrol grubunda, deney 6ncesi ve sonrasinda viicut agirliklarini karsilastirdigimizda

viicut agirliklarinin arttigini; diabet grubunda deney oncesi ve bitimindeki viicut agirliklarini
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karsilagtirdigimizda ise viicut agirliklariin azaldigini saptadik. Kontrol ve diabet grubu viicut
agirlik degerlerine bakildiginda, diabet sonrast olmasini bekledigimiz sekilde, diabet grubu
agirlik degerlerinin kontrole gore anlamli derecede azaldig1 goriilmiistiir (p=001).

Deneklerimizi sakrifiye ettikten sonra ayri ayri dl¢tiigtimiiz sag ve sol testis agirliklari;
diabet grubunda, kontrole gore anlamli derecede diisiik bulunmustur (p=0,001). Cai ve
arkadaglar1 yaptiklar1 ¢aligmada, testis agirliginda azalma oldugunu bildirmis (9), Altay ve
arkadaglar1 ise kontrol grubuna kiyasla diabet grubunda, hem viicut hem de testis
agirhiliklarimin disiik oldugunu tespit etmisler (22) ve bu bulgular Koh (8,10) ve Shrilatha
(50) gibi birgok arastirmaci tarafindan desteklenmistir.

Kontrol ve diabet grubu seminifer tiibiil ¢aplar1 karsilastirildiginda; diabet grubunun
seminifer tiibiil ¢ap degerleri kontrol grubu degerlerine gore, istatistiksel olarak anlamli
derecede azalmistir (p=0,001). Sonuglarimiz bu konuda yapilan c¢alismalarla benzerlik
gostermektedir (22,94).

Diabetik hayvanlarin testis dokularindan hazirlanan kesitler, 11k mikroskobunda
incelendiginde; diabete bagli olarak germinal epitel ve interstisyumda degisiklikler
gbzlenmistir.

Calismamizda seminifer tiibiillere bakildiginda; spermatogenik hiicre serisinde hasar
ve birbirlerinden ayrilma, bazi tiibiillerde asir1 germ hiicre kaybi, Sertoli hiicrelerinde
vakuolizasyon, apoptotik hiicre sayisinda artma, ¢ok niikleuslu dev hiicreler, tiibiil limeninde
goriilen sperm yogunlugunda azalma, tiibiiler atrofi ve tiibiil duvarlarinda invajinasyonlar
oldugu goriilmiistiir.

Cai  ve arkadaslar1 da yaptiklar1 ¢alismada, seminifer tiibiillerde atrofi
gozlemlemislerdir (9,85). Koh yaptigi caligmada ayrica; sperm sayisinda azalma, leydig
hiicrelerinde farklilasma, spermatogonyum ve spermatositlerde apoptotik hiicre Gliimiinde
artma ve hipofizyel-testikiiler aksda degisiklikler gozlemlemistir (10). Bu degisiklikden
dolay1; testosteron diizeyinin azaldigini, anormal spermatogenezin ve germ hiicre
apoptozisinin indiiklenebilecegi goriisiinii savunmustur.

Altay ve arkadaglar1 (22) yaptiklar1 c¢alismada; seminifer tiibiillerde patolojik
kalsifikasyon, germ hiicre hasari, germ hiicre odaklarinda bosluklar, tiibiil duvarinda
hiyalinizasyon, epitel limeninin hasarli  hiicrelerle tikanmasi,  Sertoli-spermatid
baglantilarinda degisiklikler, Sertoli ve Leydig hiicrelerinde vakualizasyon, mikrovaskiiler
degisiklikler ve interstisyel kompartmandaki ekstraseliiler matrikste kollajen miktarinda artis

gbzlemlemislerdir.
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Oztiirk ve arkadaslar1 (85) yaptiklar1 ¢alismada; deneysel diabet olusturmuslar ve STZ
verilen grupta, hiicresel yapinin bozuldugu tiibiiller ve atrofik tiibiiller gozlemlemislerdir.
Bazi tiibiillerde sertoli ve spermatogenik seri hiicrelerinin tiibiil duvarinda var oldugunu ancak
birbirlerinden ayrildigin1  belirlemislerdir. Bazi1 tiibiillerde ise Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmalarinda vakuollesme izlenirken, spermatogenik seri hiicrelerinin biiylik oranda
kayboldugunu ve bu tiibiillerde ¢ok niikleuslu dev hiicreleri gozlemlemislerdir.

Cameron ve arkadaslar1 (94), insanlarda STZ ile olusturulmus deneysel diyabette;
testiste tiibiiler atrofi, tiibiil duvarinda hiyalinizasyon, Sertoli hiicrelerinde vakuolizasyon,
interstisyel alanda seminifer tiibiil duvarinda ve kan damar etrafinda ekstraseliiler alanda
kollajen artis1 izlemislerdir.

Insiilinin testosteron salinimini hormonal olarak diizenledigi, kan insiilin diizeyindeki
diisiisiin testosteron diizeyinin diigmesine neden oldugu, insanlarda ve deney hayvanlarinda
gdsterilmistir. Insiilinin testosterona etki mekanizmasi, LH ve FSH salgilanmasin
baskilayarak calismaktadir. Testosteron, Leydig hiicreleri tarafindan sentezlenerek salgilanir.
LH, Leydig hiicrelerinin reseptorlerine baglanir ve testosteron salgilanmasini uyarir.
Testosteron hem Sertoli hiicrelerinin fonksiyonlariin gergeklesebilmesi icin, hem de
spermatogenezin olusabilmesi i¢in gerekli bir hormondur. Sertoli hiicrelerinden FSH
stimiilasyonu ile salgilanan androjen baglayici protein, seminifer tiibiillerde testosteronun
tutulmasimi saglar. Testosteron diizeyinin diismesi diyabette izledigimiz testikiiler atrofinin
neden olustugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, seminifer tiibiillerde sertoli hiicreleri ve
spermatogenik seri hiicrelerinin beslenmesi interstisyel bag doku i¢indeki kan damarlarindan
difizyonla olmaktadir. Bu kan damarlar1 Leydig hiicrelerinin ve tiibiiliin beslenmesi i¢in
gereklidir. Interstisyel kan damarlarindaki kalinlagsmalarm, tiibiil beslenmesini azaltarak,
tiibiiler atrofiye neden olabilecegi de savunulmaktadir (85).

Jedlinska-Krakowska ve arkadaslarinin (92) yaptiklar1 c¢aligmada da, interstisyel
alanda ekstraseliiler matrikste ve vaskiilarizasyonda artis gozlenmistir. Bu bulgularin diabet
sonucunda genellikle ortaya ¢ikmasi, savunmaya dayali cevabin olustugunu ve toksik
maddelere kars1 bir bariyerin olustugunu kanitlar bigimdedir. Perivaskiiler, intertiibiiler ve
peritiibiiler fibrozis bir savunma reaksiyonunu isaret etmektedir. Savunma reaksiyonlarindan
biri de hasarli bolgede fibroblastlarin proliferasyonudur.

Seminifer tiibiil hiyalinizasyonu, bazal membranin hiyalin fibr6z eozinofilik materyal
ile konsantrik kalinlasmasidir. Tibiil limenin tiimiiyle kaplanip, germinal epitelin ortadan

kalkmasina yol agacak diizeylerde izlenebilir. Tiibiil icerisindeki hiyalinize materyal, kollajen

50



liflerinden olusur. Peritiibiiler fibrozis ise lamina propriyadaki miyofibroblast tabakasinin
fibroz kalinlagmasidir. Nedenleri arasinda alkol, bazi toksinler, yangisal degisliklikler
sayilabilir. Fibroblastlar bir¢ok patolojik durumda germinal hiicrelerden daha direncli
olduklarindan, kalic1 olup kollajen iiretmekte ve tiibiiliin tamamini kaplamaktadirlar. Patolojik
durumlarda miyofibroblastlar ve bazal lamina arasindaki doku kalinlasabilir. Bu durum,
miyofibroblastlardan salindigi diisiiniilen ara madde birikimine bagl olabilir (38).

Calismamizda ayrica, diabetik testis dokusunda PCNA ve MAPK sinyal ileti yolunun
JNK ve ERK iiyelerinin immunreaktivite diizeyleri degerlendirildi. PCNA; germ hiicrelerinin
proliferasyon durumunu belirlemek i¢in kullanilan ucuz, basit ve dogru bir belirtectir (22,69).
PCNA,; proleptoten, leptoten ve pakiten evrelerinde hiicre niikleuslarinda reaktifken, Sertoli
hiicre niikleuslarinda ise reaktif degildir (22).

Bizim ¢alismamizda; PCNA immiinreaktivitesi, kontrol grubu testisi seminifer
tibiillerinde ve spermatogonyumlarda siddetli, spermatosit-I'ler ve spermatosit-II’lerde orta
derecede reaktifti. Sertoli hiicrelerinde PCNA reaktif degildi. Diabet grubunda ise sadece
birkag seri hiicresinde orta siddette, ¢cogunlukla ise hafif immunreaktivite gozlenmisti. Bu
degerlendirmeler sonucunda ise PCNA immiinreaktivetesinin diabet grubunda, kontrol
grubuna gore anlamli derecede azaldigi belirlendi (p<0,001; Tablo 4).

Altay ve arkadasglarinin (22) 2003 yilinda Tip I diabet olusturulmus siganlarla
yaptiklar1 calismanin sonuglar;; PCNA immunreaktivitesinin, bizim bulgularimizda oldugu
gibi distiigiinii gostermistir. Salama ve arkadaglar1 da (95), yashi Tip Il DM’lu deneklerde
PCNA diizeyinin azaldigini ve bunun, diabetin rat testis dokusunda olusturdugu germ hiicre
azalmasi veya yoklugu ile paralel bir bulgu oldugunu savunmuslardir.

Diabetle ilgili yapilan ¢alismalarda; diabet sonucu hipergliseminin ortaya ¢ikisi ile
antioksidan savunma sisteminin aktivitesinin bozuldugu, bu yiizden serbest radikal iiretiminin
arttigr bildirilmektedir. STZ ile indiiklenmis diabetik hayvanlarda, artmig oksidatif strese
siklikla rastlanmaktadir (64,65,96). Organizmada serbest radikallerin yapim hiziyla, bunlarin
ortadan kaldirilma hizi arasinda bir denge vardir ve bu denge oksidatif denge olarak
adlandirilmaktadir. Oksidatif denge korundugu siirece, organizma serbest radikallerden
etkilenmemektedir. Bu radikallerin yapim hizinda artma ya da ortadan kaldirilma hizinda bir
azalma, bu dengenin bozulmasina neden olur. Oksidatif stres durumunda; serbest radikal
yapimi ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki denge bozuldugunda, doku hasari

meydana gelmektedir (2,4,97).
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Spermatogenezisde apoptozis, germ hiicre sayisinin kontroliinden ve bozuk olan germ
hiicrelerinin ortadan kaldirilmasindan sorumlu olan fizyolojik bir siiregtir (46,51). Oksidatif
stres, hiicre siklusunun gen kontroliinii baskilayarak, G1 fazinda tutuklu kalmasinm
indiikleyebilir. DNA hasar1 sonucundaki serbest radikal artisi, germ hiicre apoptozisini
hizlandirabilir (92).

Apoptozis veya programli hiicre 6liimiine birg¢ok yolak yol agabilir. Ancak apoptozise
yol a¢tig1 kesin olarak bilinen iki yolak bilinmektedir.

[1ki intrinsik yol; radyasyon, toksine maruziyet veya oksidatif stres gibi hiicrede stres
yol acan faktorlerle, Bcl-2 ailesinin mitokondri membranin: stabilize veya destabilize eden
pro-apoptotik ve antiapoptotik (Bax ve Bcl-XL) iiyelerini etkiler. Normalde Bcl-2, apoptozisi
bloke eder. Bcl-2’nin salinimi, hiicre i¢indeki glutatyon peroksidazi arttirarak antioksidan etki
gosterir. Mitokondri membraninn biitlinliigiiniin bozulmasi, sitokrom C’nin sitoplazmaya
¢ikmasina yol agar (Sitokrom C, mitokondri i¢inde antioksidan ve ROS ¢opgiisii gibi gorev
yapar). Sitokrom C’nin mitokondriden sitoplazmaya salinmasi ile elektron transport zinciri
kesintiye ugrar ve mitokondride asir1 siiperoksit iiretilmesine neden olur. Sitokrom C ise
Apaf-1’e baglanarak sitoplazmik kaspazlari aktive eder. Aktive kaspazlar ise DNAaz enzimini
aktive ederek DNA’nin parcalanmasina yol agar (75).

Ekstrinsik yol ise; ekstraseliiler ligandlarin (Fas-ligand, TNF-a) hiicre yiizeyindeki
spesifik reseptorlere (Fas, TNF reseptorleri) baglanmasi ile aktive olur. Bu reseptorlerin
aktive olmasi ile intraseliiler kaspazlar aktive olarak DNAaz enzimini aktive ederler ve DNA
pargalanir (75).

Kronik oksidatif stres sonucunda, insiiline yanitin azalmasi, diabet ve kardiyovaskiiler
hastaliklara yol acabilir. Yiikselen glikoz ve yag asit diizeyi, ROS {iretiminin artigina ve
sonucunda da insiilin direncine sebep olabilir (98). Ureme sisteminde, ROS iiretimi ve
antioksidan koruma sistemi arasinda denge vardir. Bu dengede ROS diizeyi ¢ok diisiik olup,
normal sperm fonksiyonunun diizenlenmesi i¢in gereklidir (4). ROS diizeyindeki artis, testis
ve spermde oksidatif hasara ve testikiiler disfonksiyona neden olarak infertiliteye yol agar.
Infertil ¢iftlerin yaklasik %40’inda, ROS diizeyinde artis bulunmustur (11,4). Artan ROS
diizeyi ve insiilin direnci arasindaki mekanizma, birkag sinyal yolag: ile aktiflestirilir. ROS un
sebep oldugu DNA hasari, hiicrelerin apoptozisini hizlandirmaktadir. Bu da infertiliteye sebep
olan, sperm sayisinin azalmasi ile {ireme tizerine olumsuz bir etki yapmaktadir (99). ROS
tiretimi sonucunda olusan oksidatif stres araciligiyla; TNF-a, IL-6, monosit kemoatraktant

protein (MCP-1) gibi proinflamatuar sitokinlerin salimimiyla; JNK, p38 MAPK, kappa B
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Kinaz inhibitori gibi stres duyarli kinazlarim mRNA diizeyleri aktiflesir. TNF-a, IL-6 ve
MCP-1"1n, sistemik ve/veya lokal aktiflesmesi de ROS’un iiretimini indiikler. Boylece pozitif
geridoniislii etki mekanizmasi dogar (11,100). Diabetle artan JNK diizeyinin aktiflesmesi ile
beraber, strese yanit olarak Bcl-2 ekspresyonu azalir (8,11).

MAPK lar; JNK, ERK ve p38 MAPK olarak ii¢ ana gruba ayrilmaktadir (11,21,42).
MAPK’larin oksidatif stres ve lipid peroksidasyonuyla aktive oldugu, aktivasyon igin
fosforilasyona ihtiya¢ duydugu distiniilmektedir. Aktive MAPK’lar ¢esitli transkripsiyon
faktorlerinin fosforilasyonunda ve aktif hale gegmesinde rol oynar (75).

JNK yolagi; oksidatif stresde dahil olmak iizere bunun gibi hiicresel streslerle
aktiflesir ve apoptozis, stres direnci ve immiin yanitta Onemli rol oynar. Niikleusta
fosforilasyonu, strese yaniti ve apoptotik yollar1 aktiflestirebilir. Akut oksidatif stres
fosforile(aktif)-INK (f-JNK) diizeyinin niikleusda artisina, kronik oksidatif stres ise f-
JNK’nin sitoplazmik alanda artmasina yol agmaktadir (98). Oksidatif stres ve aktive olan
JNK, diabetle baglantili olan genlerin ifade diizeylerini degistirebilir (101).

Biz ¢alismamizda t-JNK ve f-JNK diizeylerinin diabet olusturdugumuz deneklerde,
kontrol grubu deneklerimize gére oldukca yiikksek oldugunu; ayrica t-JNK
immiinreaktivitesinin kontrol grubuna gore, diabet grubundaki artiginin; istatistiksel olarak
anlamli olmadigim1 (p=0,125; Tablo 4), f-JNK immiinreaktivitesinin ise anlamli derecede
yiksek oldugunu gozlemledik (p=0,002; Tablo 4). Ayrica t-JNK ve f-JNK
immiinreaktiviteleri arasindaki farki karsilastirdigimizda; her iki grupta da f-JNK
aktivasyonunun t-JNK’ya gore anlamli derecede yiiksek oldugu ortaya ¢ikmistir (p<0,001;
Tablo 4).

Tip I ve Tip II diabetin patojegenezinde inflamatuar olaylar 6nemli rol oynamaktadir.
TNF-a, IL-1B, IL-6 ailesindeki bazi sitokinler, IL-8 ve bazi kimokinler diabetin her iki
cesidinde de inflamasyonda etkilidirler (102). Tip I diabet modeli olusturulan deneklerde,
pankreatik adaciklarda TNF-a ekspresyonunun artist ile beraber, 1L-12 ailesindeki
sitokinlerden IL-23 ve IL-27°nin de artarak Tip | diabeti indiiklemis olabilecegi
bildirilmektedir (90-91). IL-6’nin plazma diizeyinin ise insiilin direnci ile baglantili, viicut
agirhgindan bagimsiz olarak diabet riskini artirdigr ileri siiriilmustiir. Yiiksek doz IL-6
verilmesi sonucu, saglikli insanlarda insiilin direnci gelisebilmektedir. TNF-a da, glukozun
indiikledigi insiilin sekresyonunu inhibe eder. Bu durum, insiilinin DNA koluna zarar
verebilir ve Bcl-2 araciligiyla B hiicre apoptozisini artirabilir. TNF-a’nin yag dokusunda

yiiksek miktarda salinip, insiilin direncinin gelismesinde 6nemli rol oynadigi bulunmustur.
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Birgok c¢aligmada, yiiksek oranda bulunan adipositokinlerin (leptin, TNF-a, IL-6) diabet
riskini artirdig1 ifade edilmektedir (93).

Arastirmamizda goézlemledigimiz diabetik deneklerimizin testis dokusundaki JNK
artisinin; diabetin regiilasyonunda rolleri olan TNF-a, IL-1p ve IL-6 vb. gibi bir¢ok sitokin ve
kimokinin, gen ve protein diizeylerindeki degisiklikler sebebiyle ortaya g¢iktigini ve bu
sebeple de testis dokusunda apoptozis mekanizmasinin indiiklendigini diistinmekteyiz. Ayrica
diabet grubunda PCNA immunreaktivitesinde gozlemledigimiz diisiis; testis dokusundaki
proliferasyonun ¢ok azaldigin1 gosterirken, JNK’nin artmast da apoptotik yolagin
aktiflestigini gosteriyor olabilir. Diabetik erkek deneklerde testis dokusunda gbzlenen germ
epitelindeki hasar ve hiicre kayiplarinin da bu sebeple ortaya ¢iktig1 diisiiniilebilir.

Calismamizda arastirdigimiz MAPK ailesinin diger liyesi ERK ise tiibiil germinal
epitelinin proliferasyonunda oldukc¢a onemli bir proteindir. Testis germ hiicrelerinde ERK
baskin olarak niikleusta yerlesiktir. ERK’nin; gen transkripsiyonu ve substrat
fosforilasyonunu etkileyerek, hiicre proliferasyonunu diizenledigi diisiiniilmektedir (103).

Calismamizda kontrol grubundaki t-ERK ve f-ERK immunreaktiviteleri
karsilastirildiginda; anlamli derecede azalma ya da artis bulunmamasina ragmen; diabet
grubunda f-ERK’nin, t-ERK’ya goére anlamli derecede diisiik (p=0,001; Tablo 4) olmasinin,
germ hiicre proliferasyonundaki azalma ile ilgili oldugunu diisinmekteyiz. Ayrica spermatid
ve Sertoli hiicreleri arasindaki baglantilarda sentezlenen ERK’nin fosforilasyonunun,
buralarda bulunan proteinler arasindaki iletisimin bozulmasini sagladigi ve boylece olgun
spermin liimene geg¢mesini kolaylastirdigi goriisiinden yola ¢ikarak (104); diabetik testis
dokularinda limende olduk¢a az rastladigimiz spermlerin f-ERK miktarindaki diisiis ile
iliskili olabilecegi ve bu diislisin ERK’nin steroid hormonlardan da etkiledigini goze
aldigimizda, bu sonucun normal bir bulgu oldugu kanaatindeyiz.

MAPK ailesinin hiicre proliferasyonu ile ilgili iliyesi olan ERK immunreaktivitesi
degerlendirmelerimizin, PCNA bulgularimiz ile de uyumlu oldugu agiktir.

Diabetin erkek hastalarda infertiliteye sebep oldugu olgularin tedavisinde elde
ettigimiz sonuglarin katki saglayacag diisiincesinde olmakla birlikte, diabetik infertilitenin
aciklabilmesi ic¢in daha ileri diizeydeki caligmalara ihtiya¢ duyuldugu da yadsinmaz bir
gercektir.
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SONUC

“Diabetes mellitus” morbiditiye, mortalitiye ve tedavisinden dolay1 ekonomik kayba
neden olan metabolik bir hastaliktir. Diabetin 6zellikle erkek iireme sistemi iizerine olan
etkileri hala tam olarak anlasilamamustir.

Calismamizda; STZ ile deneysel diabet olusturulmus siganlarin testis dokularinda,
DM’nin yan etkilerine bagli olarak; PCNA ve MAPK (NK ve ERK) hiicre
immiinreaktivitelerinde ortaya cikacak degisiklikleri degerlendirmeyi ve bodylece DM’li
bireylerde testis dokusunda goriilen normal olmayan spermatogenezis ve apoptozis
mekanizmasi aydinlatmayi, bu sebeple infertil olan erkek bireylerin tedavi siireglerine
destek olmayi planladik.

Diabetik deneklerimizde kan glukoz degerlerinin, kontrole gére anlamli derecede
yiikseldigini (P=0.001), viicut ve testis agirliklari ile seminifer tiibiil ¢aplarinin ise anlamli
derecede azaldigin1 (P=0.001) gozlemledik. Diabetik deneklerimizde 1sik mikroskobik
incelemelerde testis dokusunda gozlemledigimiz hasarin, literatlir degerlendirmeleri ile
uyumlu oldugunu gozlemledikten sonra yapilan immiinohistokimyasal incelemelerde;
kontrol grubuna kiyasla diabetik deneklerimizde, PCNA immunreaktivitesinin anlamli
derecede azaldigi (P<0.001) sonucuna vardik. Ayrica kontrol ve diabet grubu
karsilagtirildiginda  t-JNK  immunreaktivitesinde  farklilik  bulunmazken, f-JNK
immunreaktivitesinin  diabetik grupta artigmi  (P=0.002), t-ERK ve f-ERK
immunreaktivitesinin ise azaldigin1 (P=0.004, P<0.001) gozlemledik.

Sonug olarak veriler gozoniinde bulunduruldugunda, diabet sonucunda ortaya g¢ikan
oksidatif stres mekanizmasina bagli olarak; diabetin diizenlenmesinde rolleri olan TNF-a, IL-

1B ve IL-6 vb. gibi bircok sitokin ve kimokinin, gen ve protein diizeylerinin degiserek,
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JNK’nin aktiflesmesine neden olabilecegi; bu sebeple apoptozisin ortaya ¢ikabilecegini ve bu
durumun da infertiliteye sebep olabilecegini diigiinmekteyiz. Diabetle beraber olusan
androjen seviyesindeki distisiin, t-ERK ve f-ERK, immiinreaktivitelerinin azalmasina katk1

saglamis olabilecegini diisiinmekteyiz.
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OZET

Diabetik erkeklerde gozlenen azalmis testosteron diizeyi ve anormal spermatogenezis
gibi 6nemli degisiklikler sebebiyle ortaya ¢ikan infertilite olgularina katki saglamak amaciyla,
prolifere hiicre niikleer antijeni ve mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz’larin aktiflesme
mekanizmalarini incelemeyi planladik.

Ayni biyolojik ve fizyolojik kosullar altinda tuttugumuz Sprague Dawley erkek sican
deneklerimizden; kontrol grubu (n=8) ve 5 gilin pespese 40mg/kg streptozotosin
uyguladigimiz diabet grubu (n=12) olmak iizere iki grup olusturduk. Alt1 hafta boyunca kan-
glukoz diizeyleri ve viicut agirliklart Slclilen deneklerimizin testis biyopsi materyallerini
alarak, 151k ve immiinohistokimyasal gozlemlerimiz i¢in islemlendirdik. Morfometrik olarak
da; viicut ve testis agirliklari ile seminifer tiibiil caplarini degerlendirdik.

Deney grubunda streptozotosin uygulanmas: sonrast Olgiilen kan-glukoz degerleri
(>250 mg/dl) diabetin olustugunu gosterir sekilde artarken; viicut ve testis agirliklart ile
seminifer tlibiil caplarmin azaldigi (P=0.001) bulunmustur. Testis dokusunda izlenen
histolojik degisiklikler ise testis dokusunda diabetin sebep oldugu bilinen bulgulardi.

Prolifere hiicre niikleer antijeni ve mitojenlerin aktive ettigi protein kinaz (ERK ve
JNK)’larin immunreaktiviteleri karsilastirildiginda, kontrol kiyasla diabet grubunda; prolifere
hiicre niikleer antijeni azalirken (P<0.001), t-JNK artisinin anlamli olmadigi (P=0.125), f-
JNK immiinreaktivitesinin yiiksek oldugu (P=0.002) gozlenmistir. Kontrol grubu ve diabet
gruplarindaki t-JNK ve f-JNK immiinreaktiviteleri arasindaki fark karsilastirildiginda ise f-
JNK aktivasyonu, t-JNK’ya gore anlamli derecede yiiksek (P<0.001) bulunmustur.

t-ERK ve f-ERK immiinreaktivitelerinin kontrole gore diabet grubunda, anlamli
derecede azaldigi (P=0.004 ve P<0.001) gozlemlenmistir. Ayrica kontrol grubunda t-ERK ve
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f-ERK aktivasyonlar1 degismezken (P=0.0170); deney grubunda t-ERK’ya gore f-ERK
immunreaktivitesi anlamli derecede diisiik bulunmustur (P=0.001).
Sonug olarak, diabetin sebep oldugu infertilite olgularinda mitojenlerin aktive ettigi

protein kinaz’larin rol oynayabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Diabetes mellitus, Testis, Streptozotosin, MAPK.
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MAPK IMMUNOREACTIVITY IN STREPTOZOTOCIN INDUCED
DIABETIC RAT TESTIS

SUMMARY

We aimed to examine the activation mechanisms of proliferating cell nuclear antigens
and mitogen activated protein kinases to contribute infertility cases which are emerged by
important changes that are seen in diabetic men like decreased testosterone levels and
abnormal spermatogenesis.

We composed two groups from our male Sprague Dawley rat subjects which were
kept under the same biological and phsiological conditions; an diabetic groups which
streptozotocin is implemented for 5 days 40 mg daily dosages (n=12) and control group
(n=8). We collected testicular biopsy materials of our subjects which blood glucose levels and
body weights are measured for 6 weeks and processed for our light and immunohistochemical
observations. Morphometrically; we evaluated body and testis weights and seminiferous
tubule diameters.

In the diabetic groups body and testis weights and seminiferous tubule diameters are
decraesed, while the blood-glucose levels are increased after streptozotocin administration
demonstrating that diabetes has emerged. Histological changes that are seen in testicular
tissue are known findings of diabetes.

When the immunoreactivities of proliferating cell nuclear antigen and mitogen
activated protein kinases (ERK and JNK) are compared it is observed that proliferating cell
nuclear antigen is decrased (P<0.001), t-JNK is not significantly increased (P=0.125) and f-

JNK immunoreactivity is higher in the diabetic group (P=0.002). When t-JNK and f-JNK
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immunoreactivities are compared between the control and diabetic, it is found that f-JNK
activation is significantly higher than t-JNK activation (P<0.001).

It is observed that, in the diabetic group t-ERK and f-ERK immunoreactivities are
significantly decrased (P=0.004 and P<0.001) when compared to control group. Also, f-ERK
immunoreactivities are significantly decrased (P=0.001) in the experimental group while the
t-ERK and f-ERK activations are not changed in the control group (P=0.0170).

In conclusion, we think mitogen activated protein kinases can home roles in infertility

cases caused by diabetes.

Keywords: Diabetes mellitus, Testis, Streptozotocin, MAPK
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