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ÖZET 

Çalışmamızın amacı, diyabetik testis dokularında gözlenen hasarlarda etkili olabilme potansiyeli yüksek bir antioksidan olan fukoidanın, 
spermatogenez seri hücrelerine  proliferasyon, apoptozis ve inflamasyon yönünden olası etkilerini araştırmaktır. Fukoidan; çeşitli amaçlarla 
tablet formunda tüketici kullanımına sunulmuş olmasına rağmen, diyabetli erkek hastalarda infertiliteye yönelik bir değerlendirme yapabil-
mek için yeterli veriler bulunmamaktadır. Bu amaçla, testis dokusunda prolifere hücre nükleer antijeni (PCNA), insulin-benzeri peptid 3 
(INSL3), fosfo (f)-c-Jun N-terminal kinaz (f-JNK), dönüştürücü büyüme faktörü-β1 (TGF-β1), fosfo-serin/treonin protein kinaz (f-Akt) ve 
interlökin-1β (IL-1β) gibi biyobelirteçlerin ifadelerinin değerlendirilmesi planlanmıştır. Çalışmamızda yirmi dört adet Wistar albino erkek 
sıçan kullanılarak 4 deney grubu (n=6); K: Kontrol grubu, D: diyabet grubu; 40 mg/kg streptozotosin (STZ, 5 ardışık gün, intraperitoneal 
(i.p.) verilen grup, EF grubu: 40 mg/kg STZ i.p (5 ardışık gün) + 50 mg/kg i.p. fukoidan (Diyabet oluşumunun ertesi günü başlanarak 6 hafta 
süresince, günaşırı bir kez) verilen grup, GF grubu: 40 mg/kg STZ i.p. (5 ardışık gün) + 50 mg/kg i.p. fukoidan (diyabet oluşturulduktan 15 
gün sonra, 6 hafta süresince günaşırı bir kez) verilen grup oluşturulmuştur. Diyabet indüksiyonuyla; immatur hücrelerde dökülme ve semini-
fer tübül duvarındaki hücrelerde izlenen sitoplazma kayıpları, belirgin dejeneratif değişiklikler olarak görülmüştür. Bununla birlikte diyabet, 
proliferasyon indeksinin yanısıra INSL3 ve f-Akt immunoreaktivitelerinde azalmaya; f-JNK, TGF-β1, IL-1β immunreaktivitelerinde ise 
artışa neden olmuştur. EF ve GF gruplarında ise çalışılan tüm parametrelerde, diyabetin etkilerini azaltma yönünde etki gözlenmiştir. Yaptı-
ğımız çalışma sonucunda, moleküler düzeyde etkili olabildiği önceki çalışmalarla da saptanan fukoidanın; diyabetik testis dokusundaki 
histopatolojik hasarlara karşı koruyucu etkileriyle, infertilite gibi üreme sağlığında oluşabilecek ciddi problemlerin önlenmesine katkı yapa-
cağı kanısındayız. 
Anahtar Kelimeler: Fukoidan. Testis. Diyabet. JNK. INSL3. 
 
Effect of Fucoidan on PCNA, INSL3, JNK, TGF-β1, IL-1β and Akt Expressions in Diabetic Rat Testicular Tissues 
 
ABSTRACT 

The aim of our study is to evaluate the possible effects of fucoidan, which is an antioxidant with high potential to be effective in histopatho-
logical damages in diabetic testicular tissue, on the proliferation, Leydig cell function, apoptosis and inflammation. For this purpose, we 
planned to evaluate protein expression of proliferated cell nuclear antigen (PCNA), insulin-like peptide 3 (INSL3) phospho-c-Jun N-terminal 
kinase (p-JNK), transforming growth factor-β1 (TGF-β1), interleukin-1β (IL-1β) phospho-serine/threonine protein kinase (p-Akt) in testicu-
lar tissue. Although fucoidan has been presented to consumer use in tablet form for various purposes, there are insufficient data to make an 
assessment of infertility in male patients with diabetes. The animals were divided into four groups (n=6) using twenty-four Wistar albino 
male rats;  K: control group, Group D: 40 mg/kg streptozotocin (STZ, 5 consecutive days, intraperitoneal (i.p.), EF group: 40 mg/kg STZ i.p 
(5 consecutive days)+50 mg/kg i.p. fucoidan (one time, every other day, during six weeks), GF group: 40 mg/kg STZ (5 consecutive 
days)+50 mg/kg i.p. fucoidan (after fifteen days induction diabetes, every other day, during six weeks). The shedding of immature cells and 
loss of the seminiferous tubule wall were seen as significant degenerative changes by diabetes induction. However diabetes decreased prolif-
eration index, INSL3 and f-Akt immunoreactivity, whereas increased f-JNK, TGF-β1, IL-1β immunoreactivity. All parameters studied in EF 
and GF groups was observed reducing effects of diabetes.  It was concluded that fucoidan may contribute to the prevention of some serious 
problems that may occur in male reproductive health, such as infertility.  
Key Words: Fucoidan. Testes. Diabetes. JNK. INSL3. 
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Diabetes mellitus (DM)’u, pankreasın insülin ürete-
mediği ya da üretilen insülinin etkin bir şekilde kulla-
nılamadığı, kronik bir hastalık olarak tanımlayan 
Uluslararası Diyabet Federasyonu (IDF)’nun 2019 yılı 
verilerine göre, tüm dünyadaki DM’li yetişkin insan 
sayısının 463 milyon olduğu ve bunun 2045’li yıllarda, 
yaklaşık 700 milyona ulaşacağı tahmin edilmektedir. 
Bunun başlıca nedenleri; nüfus artışı, yaşlanma ve 
kentleşmenin getirdiği yaşam tarzı değişimi sonucu, 
obezite artışı ve fiziksel aktivitenin azalmasıdır1.  
Önceleri diyabetin, erkek üreme sistemine önemli bir 
etkisinin olmadığı varsayılsa da, bu görüş son yıllarda 
değişmiştir. Diyabetin sebep olduğu; azalmış testoste-
ron düzeyi ve normal olmayan spermatogenezis, 
sperm sayı ve hareketliliğinde azalma, testis ağırlığın-
daki azalma, testis doku hücrelerindeki histolojik 
değişiklikler, DM’li erkeklerde sıkça rastlanan bulgu-
lardır2-5. Son yıllarda yapılan çalışmalarda, diyabetik 
testis dokularında apoptozisin arttığı ve bundan dolayı 
spermatogeneziste bozulmaların ortaya çıktığı göste-
rilmiştir4-6. Diyabetik erkeklerde subfertilite prevalan-
sı %51 olarak bildirilirken7, bir başka çalışmada, Tip 2 
diyabetli 857 erkek bireyde infertilite prevalansı-
nın %35 olduğu belirtilmiştir8. 
Testis doku hücreleri arasındaki metabolik işbirliği, 
hormonal kontrol altındadır. DM; hipotalamus-
hipofiz-gonad eksenine etki ederek, LH ve FSH hor-
monlarının salınımındaki kontrol mekanizmalarını 
etkilemekte ve özellikle LH salınımında bozukluklara 
sebep olarak, Leydig hücrelerinden salınan testosteron 
düzeyini azaltmaktadır9-11. 
Hiperglisemiyle uyarılan reaktif oksijen türevleri 
(ROS)’nin aşırı üretimi sonucunda oluşan oksidatif 
stres, diyabet ile ilgili önemli komplikasyonlardan 
sorumludur. Hücre içerisinde biriken ROS, hücrede 
apoptozis mekanizmasını hızlandırdığı gibi, sperm 
kalite ve fonksiyonu üzerinde de gerçek bir toksik 
etkiye sahiptir5,6. Hiperglisemi, enerji üretimini ve 
serbest radikal yönetimini değiştirerek sperm hareket-
liliğinin ve konsantrasyonunun değişmesine neden 
olmaktadır11,12.  
Fukoidan (fukoidin); antitumoral, antiinflamatuvar, 
antianjiyogenik, antitrombotik, antiviral ve immüno-
modülatör etkileri olduğunu bilinen bir 
antioksidandır13,14. Spontan diyabetli ratlarda, kan-
glukoz seviyelerini dengelediği 2012 yılında yapılan 
bir çalışmayla gösterilmiştir15. Ayrıca çeşitli hastalık-
larda; apoptozisde rolü olan Mitojen Aktive edici 
Protein Kinaz (MAPK)’ları, dönüştürücü büyüme 
faktörü-β1 (TGF-β1) ve serin/treonin protein kinaz 
(Akt)’yi inhibe ettiği yönündeki sonuçlar16-18, diyabe-
tik testis dokusunda da fukoidanın etkin olabileceğini 
düşündürmektedir.  
Güçlü bir antioksidan olarak bilinen ve ticari olarak 
satışa sunulmuş olan fukoidanın; ne insanlarda, ne de 
deneysel diyabet oluşturulmuş deney hayvanlarında, 
diyabetik testis dokularında ortaya çıkan biyokimyasal, 

fizyolojik ve histopatolojik sorunlar sebebiyle, günü-
müzde oldukça artan infertilite sorunlarına karşı nasıl 
etkili olabileceği konusunda herhangi bir çalışmaya 
rastlanmamıştır. Sunulan bu araştırmanın amacı, güçlü 
antioksidan özelliklere sahip olan fukoidanın, diyabe-
tik testis dokusu üzerine etkilerinin biyokimyasal ve 
histolojik olarak ortaya konması olarak planlanmıştır. 

Gereç ve Yöntem 

Bu çalışma; Trakya Üniversitesi Hayvan Deneyleri 
Yerel Etik Kurulu tarafından 31.01.2014 tarih ve 
2014.02.06 no’lu kararla onaylanmış, Türkiye Bilim-
sel ve Teknolojik Araştırma Kurumu tarafından 
TÜBİTAK-114S153 numaralı proje olarak desteklen-
miştir. 

Deney Planı 

Deneyde, Trakya Üniversitesi Deney Hayvanları 
Araştırma Birimi’nde üretilmiş ve standart laboratuvar 
koşullarında (22±10C, 12 saat aydınlık/karanlık siklu-
sunda) tutulan, aynı biyolojik ve fizyolojik özelliklere 
sahip, genç erişkin 24 adet Wistar albino erkek sıçan-
dan dört deney grubu (n=6) aşağıdaki şekilde düzen-
lenmiştir; 
- K grubu: Kontrol grubu; sadece sitrat tamponu 

(pH’sı 4,2 olan; 0,1M’lık) + %0.9’luk serum fizyo-
lojik intraperitoneal (i.p.) olarak verilen grup, 

- D grubu: Diyabet grubu; 40 mg/kg streptozotocin 
(STZ; Sigma Aldrich, Almanya; pH’sı 4,2 olan, 
0,1M’lık sitrat tamponunda çözülerek) 5 ardışık 
gün i.p. verilen grup, 

- EF grubu; 40 mg/kg STZ 5 ardışık gün i.p. + 50 
mg/kg i.p. fukoidan (Sigma Aldrich, %0,9’luk se-
rum fizyolojik içerisinde çözülerek, son STZ en-
jeksiyonundan hemen sonra başlanarak, 6 hafta sü-
resince, günaşırı bir kez) verilen grup, 

- GF grubu; 40 mg/kg STZ 5 ardışık gün i.p + 50 
mg/kg i.p. fukoidan (son STZ enjeksiyonundan 15 
gün sonra başlanarak, 6 hafta süresince, günaşırı 
bir kez ) verilen grup oluşturulmuştur. 

Altı haftalık deneyin sonunda deneklerin, 50 mg/kg i.p 
ketamin (Ricterpharma, Viyana, Avusturya) + 10 
mg/kg i.p xylazin (Rompun, İstanbul, Türkiye) anes-
tezisi altında; kardiyak ponksiyon ile kan örnekleri, 
sağ ve sol testis dokuları alınmıştır. Testisler histopa-
tolojik ve immünohistokimyasal incelemeler 
için %10’luk formalin ile fikse edilip, rutin işlemler-
den geçirilerek, parafin blokları hazırlanmıştır.  

Histopatolojik İncelemeler 

Işık mikroskopik incelemeler; parafin inklüzyonu 
yapılarak elde edilen bloklardan alınan 5 µm kalınlı-
ğındaki kesitlere, Hematoksilen–Eosin (H-E) boyası 
uygulanarak gerçekleştirilmiştir.  H-E boyası için; 
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kesitler parafinin giderilmesi için 30 dk boyunca to-
luol ile muamele edilmiştir. Parafinden uzaklaştırılan 
kesitler, sırasıyla azalan alkol serilerinden 
(%100, %96, %90, %70’lik)  geçirilerek, suya indi-
rilmiştir. 10 dk. boyunca Mayer’s hematoksilen 
(Merck Millipore, Darmstadt, Almanya) boyası ile 
muamele edilmiştir. Daha sonra morartma işlemi için 
akan çeşme suyu altında 10 dk bekletilen kesitlere, 1 
dk. Eosin (Merck Millipore) boyası uygulanmıştır. 
Dehidratasyon için sırasıyla yükselen derecelerdeki 
alkol serilerinden geçirildikten sonra, kesitler toluole 
alınmış ve entellan (Merck Millipore) ile daimi prepa-
rat haline getirilmiştir. 
Tüm gruplara ait H-E boyası uygulanan preparatlar, 
Olympus BX-51 mikroskobunda incelenerek, farklı 
büyütmelerde fotoğrafları çekilmiştir. Hazırladığımız 
H-E boyası uygulanmış preparatların kullanımıyla, 
tüm deneklerin testis doku örneklerinde seminifer 
tübül çaplarının ölçümü; X200’lik büyütmede, oküler 
mikrometre kullanılarak, yuvarlak veya yuvarlağa 
yakın rastgele seçilmiş, her preparatta 10 tübülün 
enine kesiti alınarak gerçekleştirilmiştir. 

İmmünohistokimya Protokolleri 

Testis doku örneklerinde; prolifere hücre nükleer 
antijeni (PCNA), fosforile-c-Jun N-terminal kinaz (f-
JNK), TGF-β1, interlökin-1β (IL-1β), fosforile (f)-Akt 
ve insulin-benzeri peptid 3 (INSL3) antikorlarının 
aktiviteleri immünohistokimyasal olarak değerlendi-
rilmiştir. 56oC’de bir gece bekletilmiş 5µm kalınlığın-
daki parafin kesitler, deparafinizasyon işleminden 
sonra azalan alkol serilerinden geçirilerek hidrate 
edilmiştir. Antijen geri kazanımı için sitrat tamponun-
da (10 mM; pH:6.0) kaynatılıp, fosfat tamponu (PBS) 
ile yıkamanın ardından, endojen peroksidaz aktivitesi-
ni inhibe etmek için kesitler %3 H2O2 (metanol ile 
hazırlanmış)  içerisinde 15 dakika bekletilmiştir. Spe-
sifik olmayan bağlanmaları engellemek amacıyla, 
sekonder antikorun üretildiği türe uygun bloklama 
solüsyonunda (İnvitrogen, Kaliforniya, ABD) 10 dk. 
inkübe edilen kesitler, oda sıcaklığında, antikor dilüe 
etme solüsyonuyla (İnvitrogen) hazırlanan tavşan 
monoklonal PCNA antikoru (1/20.000 dilusyonda, 
Cell Signaling Technology, Beverly, MA, ABD), 
tavşan poliklonal INSL3 antikoru (1/500 dilusyonda, 
Novus Biologicals) tavşan poliklonal f-JNK antikoru 
(1/100 dilusyonda, Cell Signaling Technology), tavşan 
poliklonal TGF-β1 antikoru (1/200 dilusyonda, Novus 
Biologicals, Kolorado, ABD), tavşan poliklonal IL-1β 
antikoru (1/200 dilusyonda, Novus Biologicals) ve 
tavşan monoklonal f-Akt  (1/100 dilusyonda, Cell 
Signaling Technology) antikorlarında +4 oC’de gece 
boyunca bekletilmişlerdir. Negatif kontroller, primer 
antikor yerine PBS ile muamele edilmiştir. Primer 
antikorun üretildiği türe karşı olan biyotinlenmiş se-
konder antikorda (İnvitrogen) 10 dk. oda ısısında 
tutulmuşlar ve son olarak HRP-streptavidin (İnvitro-

gen) ile 10 dk muamele edilmişlerdir. 3,3-
diaminobenzidine (DAB; İnvitrogen) ile kromojenize 
edilen kesitlere, hematoksilen ile zıt boyama yapılmış 
ve entellanla kapatılmışlardır. Hazırlanan preparatlar, 
BX-51 Olympus marka araştırma mikroskobunda 
incelenerek, fotoğrafları çekilmiştir. 
PCNA immunreaktivitesinin değerlendirilmesi için; 
her grupta 6 deneğe ait kesitlerde, 5 farklı sahada ve 
X400 büyütmede yer alan seminifer tübüllerde, orta-
lama 1000 hücredeki PCNA(+) hücreler sayılarak 
“proliferasyon indeksi” hesaplanmıştır19. 
INSL3 immunreaktiviteleri ise 1 mm2 interstisyel 
alandaki immunpozitif hücreler sayılarak değerlendi-
rilmiştir21. 
f-JNK, TGF-β1, IL-1β ve f-Akt immünoreaktivite 
yoğunluğu; ışık mikroskobunda X200 büyütmede her 
bir hayvana ait bir kesit üzerinde rastgele seçilen 5 
alanda, histolojik skor (HSCORE) ile değerlendiril-
miştir. Boyanmanın şiddeti; 0, boyanma yok; 1+, zayıf 
fakat tespit edilebilir boyanma; 2+, orta ya da belirgin 
boyanma; 3+, yoğun boyanma şeklinde skorlanmıştır. 
Her bir kesit için HSCORE değeri, her bir yoğunluk 
kategorisine ait boyanmış hücre yüzdesinin, yoğunluk 
ile çarpımı ile hesaplanmıştır (HSCORE = ∑Pi (i+1), 
i; yoğunluk skoru, Pi; hücre yüzdesi)20. 

İstatistiksel Analiz 

İstatistiksel analizler için; Trakya Üniversitesi Tıp 
Fakültesi Biyoistatistik ve Tıbbi Bilişim Anabilim 
Dalı’nda hizmet alınmış ve SPSS 20.0 programı (Li-
sans no: 10240642) kullanılmış, değerler ortalama ± 
standart sapma (SD) olarak alınmıştır. P<0.05 değeri 
anlamlı kabul edilmiştir. Tüm deney gruplarındaki 
deneklere ait immunohistokimyasal skor değerleri 
Mann-Whitney U testi uygulanarak değerlendirilmiştir. 

Bulgular  

Işık Mikroskobik Bulgular  
K grubuna ait H-E boyası ile boyanmış 5µm kalınlı-
ğındaki kesitler incelendiğinde, testis dış yüzeyinde 
bulunan tunica albuginea ve seminifer tübül duvarını 
döşeyen spermatogenik seri hücrelerinde organizasyon 
bütünlüğü gözlenmiştir (Şekil 1A). Seminifer tübül 
epitelinin bazal membranından itibaren, tübül lümeni-
ne doğru spermatogenik seri hücrelerinin spermato-
gonyum, spermatosit-I, spermatosit-II, erken ve geç 
spermatidlerin sırasıyla yer aldığı ve spermlerin tübül 
lümeninde bulunduğu izlenmiştir. Sertoli hücreleri 
normal konumlarında izlenmiştir. Seminifer tübüller 
arasındaki interstisyel sahada yer alan Leydig hücrele-
ri, H-E boyanmış kesitlerde genellikle poligonal şekil-
leri, eozinofilik boyanmış sitoplazmaları ve kapillerler 
etraflarındaki yerleşimleriyle kolayca ayırt edilmiştir 
(Şekil 1a). 
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D grubuna ait H-E kesitlerinde; seminifer tübüllerin 
şekillerinde düzensizlik izlenmiştir. Bazal membran-
dan itibaren seminifer tübül lümenine doğru olan 
spermatogenik seri hücre organizasyonunda bozulma-
lar, hemen hemen tüm germinal seri hücrelerinde 
vakuolizasyonlar, seminifer epitel ile bazal membran 
arasında ayrışmaların bulunması dikkati çekmiştir. 
Ayrıca tübül lümenine yakın ya da lümende, henüz 
olgunlaşmasını tamamlayamadan dökülen germinal 
seri hücrelerinin varlığının yanı sıra; bazı tübüllerde 
spermatogenik seriye ait tüm hücrelerin bulunmadığı 
tespit edilmiştir. Sadece spermatogonyum, spermato-
sit-I ve Sertoli hücrelerinden oluşan seminifer tübül-
lerle birlikte, tüm seri hücrelerini bulunduran tübüller 
de gözlemlenmiştir (Şekil 1b).  
EF grubuna ait testis kesitlerinde,  tunica albuginea’da 
bütünlük, bazal membrandan tübül lümenine doğru 
sırası ile spermatogonyumlar, spermatosit I’ler, erken 
ve geç spermatidlerle, spermlerin yer aldığı tübüller 
daha çok izlenmektedir. Ancak bazı seminifer tübül-
lerde; az sayıda spermatid ve spermin gözlenebildiği 
ya da spermlerin hiç bulunmadığı da izlenmiştir. Ger-
minal seri hücrelerinde sitoplazma kayıpları, vakuoli-
zasyonlar ve ayrıca seminifer epitel ile bazal memb-
ranları arasında ayrılmaların bulunması dikkati çek-
miştir (Şekil 1c).  
GF grubu ışık mikroskobik bulgularında ise normal 
yapıda seminifer tübüller izlenmekle birlikte; tübül-
lerde spermatogenik seri hücrelerindeki vakuolizas-
yonlar ve Sertoli hücre bağlantılardaki zayıflamalar, 
özellikle D grubuna kıyasla bu grupta daha az izlenen 
dejeneratif bulgulardır. Ayrıca bazı tübüllerde sperma-
tid ve spermlerin yokluğuyla birlikte, germinal epitel 
hücreleri ile bazal membranları arasındaki ayrılmalar 
da göze çarpmıştır (Şekil 1d).  

 
Şekil 1.  

HE boyanmış testis kesitleri. a: K grubu, b: D grubu, 
c: EF grubu, d: GF grubu, büyütme, X200. 

 
İmmunohistokimyasal Bulgular 
Proliferasyon indeksi bulguları 
Tüm gruplara ait testis doku kesitlerinde, spermato-
gonyumlarda izlenen PCNA immunreaktiviteleri (Şe-
kil 2a-2d) değerlendirilerek saptanan hücre proliferas-

yon indekslerinde; kontrol grubu değerleri ile karşılaş-
tırıldığında D, EF ve GF gruplarında tespit edilen 
azalma (P<0.05; Şekil 2e); D grubu değerleriyle kıyas-
landığında ise EF ve GF gruplarındaki artış dikkat 
çekicidir (P<0.05; Şekil 2e). Proliferasyon indeksleri 
açısından EF ve GF grupları kendi içlerinde karşılaştı-
rıldığında ise aralarında istatistiksel olarak anlamlı bir 
fark tespit edilmemiştir ( P=0.583; Şekil 2e).  
INSL3 immünreaktivite bulguları 
INSL3 immunreaktiviteleri, interstisyel alanda bulu-
nan Leydig hücre sitoplazmalarında izlenmiştir (Şekil 
2f-2ı). K grubuyla karşılaştırıldığında; D grubunda 
istatistiksel bir azalma tespit edilirken (P=0.028; Şekil 
2i), EF ve GF gruplardaki azalmanın anlamlı olmadığı 
saptanmıştır (sırasıyla P=0.201, P= 0.754; Şekil 2i). 
Fukoidan uygulanan EF ve GF gruplarında, D grubuna 
göre anlamlı bir artış gözlenmiştir (sırasıyla P=0.045, 
P=0.016; Şekil 2i). 
f-JNK immünreaktivite bulguları 
Tüm deney gruplarında f-JNK hücresel lokalizasyonu 
nükleerdir (Şekil 2j-2m). Diyabet indüksiyonuyla D 
grubu f-JNK immunreaktivitesi, K grubuna kıyasla 
anlamlı derecede artmışken (P=0.009); EF ve GF 
gruplarında, D grubuna göre f-JNK ifadesinin istatis-
tiksel anlamlılıkla azaldığı belirlenmiştir (sırasıyla 
P=0.006, P=0.009; Şekil 2n). f-JNK immunreaktivitesi 
açısından EF ve GF grupları kendi içlerinde karşılaştı-
rıldığında ise aralarında istatistiksel olarak anlamlı bir 
fark saptanmamıştır (P= 0.927; Şekil 2n). 

 
Şekil 2.  

PCNA (a-d), INSL3 (f-ı) ve f-JNK (j-m) immünohisto-
kimya mikrografları ve grafikleri (sırasıyla; e, i ve n). 

a: K grubu ile karşılaştırıldığında, b: D grubu ile 
karşılaştırıldığında, (P<0.05, istatistiksel olarak an-

lamlı kabul edilmiştir), büyütme X200. 
 

TGF- β1 immünreaktivite bulguları 
TGF-β1 immunreaktivitelerinin; K grubuna göre D, 
EF ve GF gruplarında arttığı (sırasıyla P=0.009, 
P=0.006, P=0.008; Şekil 3a-3e) gözlenmiştir. D grubu 
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değerleriyle; GF grubu arasında ise istatistiksel bir 
azalma tespit edilmiştir (P=0.011; Şekil 3e). Ancak D 
ve EF grupları karşılaştırıldığında, TGF-β1 immunre-
aktiviteleri açısından bir fark bulunmamıştır (P=0.198; 
Şekil 3e). 

 
Şekil 3. 

TGF-β1 (a-d), IL 1β (f-ı) ve f-Akt (j-m) immünohisto-
kimya mikrografları ve grafikleri (sırasıyla; e, i ve n). 

a: K grubu ile karşılaştırıldığında, b: D grubu ile 
karşılaştırıldığında, (P<0.05, istatistiksel olarak an-

lamlı kabul edilmiştir), büyütme X200. 
 
IL-1β immünreaktivite bulguları 
K grubuyla karşılaştırıldığında, IL-1β immunreaktivi-
tesinin sadece D grubunda arttığı (P=0.008; Şekil 3i); 
diğer gruplarda ise istatistiksel anlamlı bir değişimin 
olmadığı tespit edilmiştir (P>0.05; Şekil 3i). D grubu 
değerleri, EF ve GF gruplarıyla karşılaştırıldığında ise 
anlamlı azalmalar gözlenmiştir (P=0.007, P=0.008; 
Şekil 3f-3i). 
f-Akt immünreaktivite bulguları 
Tüm grupların testis doku kesitlerinde f-Akt im-
münreaktivitesinin sitoplazmada olduğu belirgindir 
(Şekil 3j-3m). D grubu testis kesitlerinde f-Akt ifade-
sinin, K grubuna kıyasla azaldığı istatistiksel olarak 
belirlenmiştir (P=0,009; Şekil 3n). D grubu değerleri-
nin, EF ve GF gruplarıyla karşılaştırıldığında ise ista-
tistiksel anlamlılıkla arttığı gözlenmiştir (P=0.022, 
P=0,009; Şekil 3n). Fukoidanın uygulama zamanlarına 
bağlı olarak, f-Akt ifadelerinde değişim olmamıştır 
(P=0.854; Şekil 3n). 

Tartışma ve Sonuç 

Diyabet ve erkek infertilitesi arasındaki ilişki; molekü-
ler mekanizmalardaki etkileri sebebiyle daha fazla 

araştırmaya ihtiyaç duyulan bir konudur. Diyabetin 
uzun süreli komplikasyonlarının ilaçlarla tedavisi, 
ülkelere ağır bir ekonomik yük getirdiğinden; tedaviye 
yönelik son çalışmalarda, kan glukoz homeostazını 
düzenleyici özelliği olan ve antioksidan içeriği yüksek 
doğal ürünlere ilgi artmıştır22-24. 
Diyabetik birey veya deneklerde artmış kan glukoz 
düzeylerinin, lipid peroksidasyonunu ve serbest radi-
kal oluşumunu arttırdığı, antioksidan savunma sistem-
lerindeki yetersizliklerle birlikte, organizmalarda artan 
oksidatif stresin çeşitli komplikasyonlara yol açtığı 
ileri sürülmektedir25-27. Oksidatif stresin artmasıyla 
birlikte, diyabetik testis doku kesitlerinde histolojik 
olarak; spermatogenik seri hücrelerinde organizasyon 
bozukluğu, hücresel vakuolizasyonlar, gelişimini 
tamamlayamadan tübül lümenine dökülen hücreler, 
bazı tübüllerde çok nükleuslu dev hücreler ve tübül 
bazal membranlarında kalınlaşmalar izlenmiştir28-34. 
Diyabetik testis dokularında izlenen histopatolojik 
değişimlere fukoidan etkisini, farklı zamanlarda baş-
layarak tespit etmek istediğimiz bu çalışmada; GF 
grubuna nazaran, EF grubu yani diyabet indüksiyo-
nuyla birlikte başlanan fukoidan uygulamasının, daha 
etkili olduğu gözlenmiştir. Elde edilen sonuçlar, testis 
dokusunda diyabetin etkileri oluştuktan sonra fukoi-
danın; daha yüksek dozlarda ve/veya daha uzun zaman 
aralıklarında kullanılması gerektiğini düşündürmekte-
dir. 
Diyabetik testis dokularında hücre proliferasyonlarının 
azaldığı, daha önce yapılan çalışmalarda bildirilmiş-
tir28,32,35,36 K grubuna kıyasla, diyabetik tüm gruplarda 
hücre proliferasyon indekslerinin azalması, önceki 
çalışmalarla uyumlu bir bulgudur. Çalışmamızda sap-
tanan, D grubuna göre EF ve GF gruplarındaki hücre 
proliferasyon artışları, fukoidanın etkinliğinin bir 
kanıtı olarak görülebilir. Diyabetik testis dokularında 
artan oksidatif stres,  hücre organelleriyle birlikte 
DNA’ya da zarar vermektedir. Mitokondriden sitok-
rom C salınmasına, kaspazların aktivasyonuna ve tüm 
bunların sonucunda apoptozun indüksiyonuna neden 
olmaktadır37,38. Diyabetin sebep olduğu testiküler 
disfonksiyon ile apoptozisin yakın ilişkili olduğu ve 
oksidatif stresin, apoptozisi indüklediği çalışmalarda 
bildirilmiştir32,39,40.  
JNK; c-jun fosforile eden, serin/theronin protein ki-
nazdır41. İnflamatuvar sitokinler ve serbest yağ asitle-
riyle aktifleşir ve insülin etkinliğini bozar42. JNK’nın 
terapötik inhibisyonu; inflamatuvar kemik hastalıkları, 
artrit ve miyokardial inflamasyon gibi çeşitli inflama-
tuvar hastalıklarda klinik yarar sağlamaktadır41. Diya-
bet gibi birçok hastalık sebebiyle oluşan doku hasarla-
rında artan oksidatif stres sonucunda, ROS aracılığıyla, 
JNK aktifleşir ve kaspazların aktivasyonuyla da apop-
tozis artar41,43-45. Grubumuzun önceki çalışmalarında 
da, f-JNK ifadesinin diyabetik testis dokusunda arttığı 
ve JNK inhibitörü (SP600125) kullandığımızda ise f-
JNK ifadesiyle birlikte, apoptozisin de azaldığı tespit 
edilmiştir33,46. 
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Fukoidanın, JNK inhibitörü rolünü vurgulayan çalış-
malardan22,47,48 yola çıkarak, diyabet indüksiyonundan 
hemen ya da 15 gün sonra, fukoidan uygulamaya 
başladığımız çalışmamızda; diyabet grubuna göre, 
antioksidan uygulanan gruplarda f-JNK ifadesinin 
istatistiksel bir anlamlılıkla azaldığı gözlenmiştir. 
Renal iskemi reperfüzyon modeli oluşturulan bir ça-
lışmada, fukoidan uygulanmasıyla apoptozisin, 
MAPK sinyal yolunun inhibisyonuyla azaldığı ileri 
sürülmüştür49. BV2 mikroglia hücre serisinde, lipopo-
lisakkaridlerin neden olduğu proinflamatuvar mediya-
törlerin üretimi üzerine fukoidan etkilerini araştıran 
bir çalışmada ise NF-κB ve JNK (MAPK) sinyal yo-
laklarının inhibe olduğu ve aynı zamanda da Akt’nin 
de aktivasyonu öne sürülmüştür48. 
Spermatogenez ve steroidogenezin de dahil olduğu 
pek çok mekanizmada rol oynayan proinflamatuvar 
sitokinler olan TGF-β1, IL-1β ve Akt’nin diyabetik 
testis dokusundaki ifadeleri, Roy ve ark. 
(2014)’larının çalışmalarında gösterilmiştir23. TGF-β1 
ve IL-1β ifadelerinde tespit edilen artışa karşın, Akt 
ifadesinin düşük olduğu ve bu etkilerin, diyabetik 
testis dokusunda artan ROS’un stimülasyonu ve sis-
temik immun fonksiyonlardaki yetersizliklerin birlikte 
etkisiyle meydana geldiği düşünülmektedir. Çalışma-
mızda diyabetik testis dokularında TGF-β1 ifadesinde 
saptanan artış, Salama ve ark. (2001)’larının çalışma-
larıyla da uyumludur. Bu artışın; testis fonksiyonları, 
spermatogenez ve azalan serum testosteron düzeyleri-
nin pozitif korelasyonuyla mümkün olabileceği bildi-
rilmiştir50. Hong ve ark. (2011), karaciğer dokusunda 
fibrozisin neden olduğu ROS’la birlikte artan TGF-β1 
ifadesinin, fukoidan uygulamasıyla azaldığını vurgu-
lamışlardır51. Yine aynı çalışmada, IL-1β düzeylerinin 
de azaldığı ileri sürülmüştür. Fukoidan uyguladığımız 
gruplarda; TGF-β1 ve IL-1β ifadelerindeki azalmayı, 
inflamasyon ve oksidatif stresin azalmasıyla izah 
edebiliriz.  
Çalışmamızda f-Akt ifadesinin, diyabet grubu testis 
kesitlerinde, kontrol grubuna kıyasla azaldığı; ancak D 
grup değerlerine göre, fukoidan uygulanan gruplarda 
anlamlı artışların olduğu tespit edilmiştir. Roy ve ark. 
(2014)’larının çalışmalarında diyabetik testis doku-
sunda, ferulik asit gibi güçlü bir antioksidanın uygu-
lanmasıyla Akt ifadelerinde izlenen artışlar, bizim 
bulgularımızla da örtüşmektedir. Antioksidan uygu-
lanmasıyla Akt ifadelerinde izlenen bu artışın; farklı 
stres sinyalleriyle artan apoptozisden, hücreleri kur-
tarmak amacıyla ortaya çıktığı düşüncesindeyiz. An-
cak Guo ve ark. (2016), tip 1 diyabet oluşturarak, 
insülin ve telmisartanın diyabetik testis dokusundaki 
etkilerini araştırdıkları çalışmalarında, diyabetik grup-
ta Akt ifadesinin arttığını, ancak insülin ve telmisartan 
uygulanan gruplarda azaldığını ileri sürmüşlerdir52.  
Akt ifadesinin; fukoidan uygulamalarıyla azaldığı, 
farklı doku, hücre serisi ve deneysel hastalık modelle-
rinde de gösterilmiştir17,48,49.  

Leydig hücre fonksiyonunun bir göstergesi olan tes-
tosteron düzeylerinin yanı sıra, son yıllarda INSL3; 
yeni bir biyobelirteç olarak dikkat çekmektedir53-57. 
Çalışmamızda, immunohistokimyasal olarak değer-
lendirdiğimiz INSL3 ifadesinin, diyabetik testis doku-
sunda azaldığı tespit edilmiştir. Diyabetik bireylerde 
Leydig hücre disfonksiyonu sebebiyle, serum INSL3 
seviyelerinin azaldığını gösteren çalışmalara rağmen58-

60, tip 2 diyabetli hastalarda serum INSL3 düzeylerinin 
değişmediğini ve ayrıca testosteron düzeyleriyle, 
INSL3 değerleri arasında bir korelasyon olmadığını 
savunan çalışmalar da bulunmaktadır54. Fukoidan 
uyguladığımız gruplarda tespit edilen INSL3 ifadesin-
deki artışların, bu gruplardaki histopatolojik hasarlar-
daki iyileşmeler de göz önüne alınarak, fukoidanın 
koruyucu etkileriyle açıklanabileceği kanısındayız. 
Fukoidanın; moleküler düzeyde etkili olabilen güçlü 
bir antioksidan olduğunu gösteren araştırmalar, çalış-
mamızın başladığı günden bugüne kadar güncelliğini 
korumaktadır. Özellikle diyabetik testis dokusundaki 
etkinliklerini değerlendirdiğimiz bu çalışmada; sper-
matogenik seri hücre proliferasyonları, INSL3, JNK 
ve proinflamatuvar sitokinler olan TGF-β1, IL-1β ile 
Akt ifadelerinin değerlendirilmesiyle, literatüre önemli 
bir katkı sağlandığı kanısındayız. 
Yurtdışında lisanslı olarak tüketici kullanımına sunu-
lan fukoidanın, grubumuz ve diğer araştırmacılar 
tarafından yapılacak çalışmalarla da desteklenerek, 
diyabetik erkek infertilite tedavisinde ya da infertilite-
den korunmak amacıyla kullanımlarının mümkün 
olabileceği görüşündeyiz. 
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