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OZET

Amag: Bu calismada diyabetik siganlarin tetis dokusunda anjiogenezi ve vaskiiler gecirgenligi stimule eden vaskiiler endotel biiylime
faktoriiniin (VEGF) ve apoptozis regiilasyonunda 6nemli bir rol oynayan B-cell lymphoma-2’ nin (Bcl-2) ekspresyon diizeylerini
arastirmay1 amacladik.

Yontemler: Bu calismada 20 adet eriskin Wistar albino sigan kullanildi. Siganlar kontrol ve Diabetes mellitus (DM) olmak iizere 2 esit
gruba ayrildi. DM olusturmak icin sitrat tamponunda ¢6ziilmiis tek doz Streptozotosin (STZ) (55mg/kg) intraperitoneal olarak verildi.
%710’ luk formaldehit soliisyonuna atilan testis dokular: rutin parafin takiplerinden sonra histopatolojik olarak incelendi. VEGF ve Bcl-2
protein diizeyleri immiinohistokimya ve Western Blot yontemleriyle dl¢tldi.

Bulgular: Diyabetik gruba ait spermatik hiicrelerin bazilarinda dejenerasyon, ¢ekirdekte kiiciilme ve yer yer piknosis gozlendi. Diyabet
sonucu Sertoli hiicrelerinde yapisal degisiklikler saptanirken, tubuller arasindaki damarlarda dilatasyon ve hemoraji goézlendi.
Diyabetin etkisi ile testis dokusunda VEGF ekspresyonunun bloke oldugu, Bcl-2 ekspresyonunun ise azaldig1 saptandi.

Sonug: Diyabetik testis dokularinda VEGF ekspresyonunun bloke olmasinin yetersiz anjiogenez ve vaskiiler permeabiliteye neden
olabilecegi olasidir. Ayrica diyabetik testis dokularinda anti-apoptotik protein olan Bcl-2 ekspresyonundaki azalmanin diyabetin
testikiiler dokuda apotozis regiilasyonunun bozulmasina neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Diabetes mellitus, testis, VEGF, Bcl-2

Abstract

Objectives: In this study, we aimed to investigate the expression levels of vascular endothelial growth factor (VEGF) which stimulates
angiogenesis and vascular permeability and B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) which plays an important role in the regulation of apoptosis in
testis tissue of diabetic rats.

Methods: Twenty adult Wistar albino rats were used in this study. The rats were divided into two equal groups as control and Diabetes
mellitus (DM). Single dose of Streptozotosin (STZ) (55 mg/kg) dissolved in citrate buffer was injected intraperitoneally to induce DM.
Tissue pieces which had been soaked in 10% formaldehyde solution were examined histologically after routine parafin follow. The
expression levels of VEGF and Bcl-2 were measured by immunohistochemistry and Western Blot techniques.

Results: It was observed that some spermatic cells had degeneration, nuclear contraction and picnosis in some places in DM group.
While structural changes were determined in Sertoli cells, dilation and hemorrhage were observed in vessels between tubules. It was
determined that VEGF expression was blocked in diabetic testis tissues, while the expression of Bcl-2 was reduced.

Conclusion: Depletion of VEGF expression in diabetic testis tissues may lead to inadequate angiogenesis and vascular permeability.
Moreover, a decrease in the expression of anti-apoptotic Bcl-2 in diabetic testis tissues suggests that DM may cause dysregulation of
apoptosis in testicular tissue.
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GIRIS

Diabetes mellitus (DM) diinyada yiiz milyondan
fazla insanmi etkileyen ve en yaygin goriilen
kronik hastaliklardan biridir. DM Kkalp, goz,
bobrek, sinir sistemi, damar sistemi ve kemik
dahil olmak tizere bir¢ok organda uzun siireli
hasara yol acan hiperglisemi ile karakterize
metabolik bir hastaliktir. Diyabet, insiilin
salinimindaki eksiklik sonucu (tip-1 diyabet)
veya dokunun instiline kars1 olan
duyarhihigindaki azalma sonucu (tip-2 diyabet)
gelismektedir [1-3].

Kronik  seyirli  hiperglisemi  reprodiiktif
komplikasyonlara  neden olabilmektedir.
Yiiksek glukozun testis hiicrelerinde oksidatif
stres artisina ve apoptozise neden oldugu ve
dolayisiyla infertiliteye katkida bulundugu
rapor edilmistir [4-6]. Yapilan bir calismada
diyabetik sicanlarda oksidatif stres artisinin
testisde DNA hasarina, sperm hiicrelerinin
kaybina ve spermatogenezde gecikmeye neden
oldugu belirtilmistir [5]. Benzer sekilde baska
bir calismada diyabetin sicanlarda testis
dokusundaki germ hiicrelerinde apoptotik
hiicre 6liimiine neden oldugu ve infertilitenin
ana nedeni oldugu gosterilmistir [6].

Kandaki glukoz oraninin yiiksek olmasi kan
damarlarina  zarar  vererek  endotelial
disfonksiyona neden olabilir. Bu nedenle DM
kardiovaskiiler hastaliklar igin bir risk
faktoridiir [7]. Vaskiiler gecirgenlik faktorii
olarak da bilinen vaskiiler endotel biiylime
faktoric.  (VEGF), damar duvari endotel
hiicrelerinin ¢ogalmas1 ve gecirgenliginin
artmasina neden olan anjiogenik bir faktordiir
[8,9]. VEGF' nin spermatogenez siirecinde
proliferasyon ve farklilasmay1 etkiledigi
gosterilmistir [10].

DM’ nin apoptozis yolagini indiikleyerek
testikliler hiicre o6llimiine neden oldugu
bilinmektedir. Deneysel c¢alismalar hiicresel
apoptozisin hipergliseminin indiikledigi
oksidatif stres sonucu olusan testikiiler
hasardan kaynaklandigin1 gostermistir [11,12].
Apoptozis belli fonksiyonel gen ve bunlarin
protein trlinleri tarafindan regiile

edilmektedir. Bcl-2 mitokondrinin ic
membraninda bulunan bir protein olup
apoptozisi bloke eder. Bcl-2 proteini sitokrom-
¢’ nin mitokondriden sitoplazmaya gecisini
onleyerek  serbest  radikal liretiminin
azalmasina neden olur ve bu nedenle
antioksidan bir 6zellige sahiptir [13].
Streptozotosin  (STZ) kimyasali si¢anlarda
deneysel hiperglisemiyi indiikleyen
diyabetojenik ajan olarak kullanilmaktadir [14].
STZ pankreas [ hiicrelerinin asir1 serbest
radikal lretmesine neden oldugu ic¢in insiilin
biyosentezini ve salgillanmasini azaltir ve
bunun sonucu olarak hiperglisemiyi indikler
[15]. Bu nedenle STZ deneysel c¢alismalarda
DM’ nin hiicre ve dokular tizerindeki etkilerini
arastirmak icin yaygin olarak kullanilan faydah
bir calisma modelidir.

Bu ¢alismada, STZ ile diyabet olusturulmus olan
sicanlarin testis dokularinda hiicre
proliferasyonu, anjiogenez ve apoptozis
regiilasyonu i¢in 6nemli rolleri olan VEGF ve
Bcl-2 proteinlerinin ekspresyon diizeylerini
immiinohistokimya ve Western Blot yontemleri
ile arastirmay1 amacladik.

YONTEMLER

Deney hayvanlar1 ve deneysel diyabetin
olusturulmasi

Calismanin etik onay1 Dicle Universitesi deney
hayvanlar1 etik kurulundan alinmistir. Bu
calismada 20 adet eriskin Wistar albino si¢can
kullanildi. Kontrol grubu (n=10) ve Diabetes
mellitus (DM) grubu (n=10) olmak iizere 2 esit
gruba ayrildi. DM olusturmak igin sitrat
tamponunda ¢6ziilmiis tek doz STZ (55mg/kg)
intraperitoneal (i.p) olarak verildi. Kontrol
grubuna ip placebo sitrat tamponu verildi.
Diyabet olusturulan gruptan 48 saat sonra kan
alinarak glukoz diizeyi 140 mg/dL’den yliksek
olanlar alind1 (Tablo 1). 3. haftanin sonunda
ketamin anestezisi altinda kan Ornekleri
alinarak glukoz degerleri incelendi. Karin
bolgesinin alt kismindan diseksiyon yapilarak
testis dokusu ¢ikarildi. Testis dokular1 %10’ luk
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formaldehitte fikse edildikten sonra, yikama,
dehidratasyon ve seffaflastirma islemleri
ardindan 58 °C de parafin bloklara alindu.

Tablo1: Kontrol grubu ile Diabetes mellitus grubunun glukoz
degerleri

Diabetes mellitus .
(n=10) p

404,14+ 29,81

Kontrol
(n=10)

Glukoz (mg/dL) + SD  97,2845,34 <0.001

Degerler ortalama #+ SD olarak verilmigtir.

Hematoksilen-Eozin ve
immiinohistokimyasal boyama

Parafine gomiilii testis dokularindan 4-6 pm
kalinhiginda  kesitler alindi  ve Kkesitler
deparafinizasyon isleminin ardindan alkol
serilerinden gegirilerek distile suya alind1.
Distile su ile yikanan Kkesitlere mayer
Hematoksilen-Eozin boyast (HE) 2 dk
uygulandi. Boyanan Kkesitler distile su ile
yikandiktan sonra alkol serilerinden gegirilerek
dehidrate edildi ve 151k mikroskobunda (Nikon)
degerlendirildi.

Preparatlar antijen retrival icin sitrat
tamponunda (pH 6.0) mikrodalga firinda 3x5
dk bekletildi. Oda sicakliginda 10 dk sogumaya
birakildiktan sonra kesitler fosfat buffer
soliisyonu ile yikandi. Daha sonra %3’ liik
hidrojen peroksit (H202) ile 10 dk muamele
edildi. Distile su i¢inde c¢alkalanarak kesitler
PBS (pH 7.6) ile yikandi. Daha sonra Kkesitler
anti-Bcl-2 antikor (Santacruz, 1:100) ve anti-
VEGF antikor ile (Santacruz, 1:100) muamele
edildi. Kesitler 3 kez PBS ile yikama sonrasinda
10 dk sekonder antikor soliisyonunda
(Biotinylated Goat Anti-Mouse, LabVision,)
tutuldu. 3 kez PBS’ de yikanan kesitlere 3x5 dk
streptavidin peroksidaz soliisyonu
(Streptavidin Peroxidase, LabVision) uygulandi.
PBS ile yikama sonrasinda kesitlere 3-amino 9
etil karbazol (AEC) kromojen soliisyonu 3x8 dk
uygulandi. Kesitler distile su ile yikandiktan
sonra 151k mikroskobunda (Nikon)
degerlendirildi.

Western Blot

Hiicre lizizi ve total protein 6l¢iimii

Sivi azotta dondurulmus testis dokusu porselen
havanda toz haline getirildi. 50 mg toz haline
getirilmis testis dokusu proteaz inhibitori
karisimi igceren 250 ul RIPA liziz solusyonunda
1 saat buz icerisinde bekletildi. Liziz edilmis
testis Ornekleri -86 °C de muhafaza edildi.
Protein degredasyonunu oOnlemek icin biitiin
basamaklar buz iizerinde gerceklestirildi. Total
hiicresel protein konsantrasyonu BCA Kiti
(Pierce, Thermo scientific) kullanilarak
firmanin talimatlarina uyularak yapildi. BCA
Olcimi  96-kuyucuklu  plaka igerisinde
mikroplaka okuyucu ile (MultiscanTM GO,
Thermo Scientific) yapildi.

SDS-PAGE

Protein 6rnekleri 1xSDS yiikleme sollisyonunda
(%2 SDS, %5 gliserol, %0.01 bromofenol
mavisi, %8 DTT) hazirlanarak 5 dk 95 °C
sicaklikta kaynatildi. 20 pg total protein 6rnegi
%10’ luk poliakrilamid jele yiiklendi ve SDS
kosturma soliisyonunda (2.4 mM Tris, 19.2 mM
glisin, %0.01" lik SDS) 200 V' da 1 saat
elektroforez edildi.

Proteinlerin membrana transferi ve
antikorla boyama

Ayristirllmis proteinler SDS-PAGE’ den 100V’
da 1 saat siireyle transfer soliisyonu (25 mM
Tris, 192 mM glisin, %20 metanol, pH 8.3)
icerisinde PVDF membrana transfer edildi.
Transferden sonra membran PBS-T (PBS+ %1
Tween-20) sollisyonu icerisinde hazirlanmis
%5’ lik siit tozu icerisinde 1 saat oda
sicakliginda bloke edildi. Bloklama isleminden
sonra membran primer antikorlar (anti-VEGF
1:200 diliisyon Santa Cruz , anti-Bcl-2 1:200
dilisyon Santa Cruz ve anti-B-actin 1:1000
Abcam) ile 2 saat oda sicakliginda muamele
edildi. Daha sonra membran 4 defa PBS-T ile 30
dk siire boyunca yikandi. Yikama isleminden
sonra membran horseradish peroksidaz
konjuge sekonder antikorlarla  1:10000
dilisyon oraninda 1 saat oda sicakliginda
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muamele edildi. Membran tekrar 4 defa PBS-T
ile 30 dk stire boyunca yikandi. Protein bantlari
ECL  kimyasal (Bio-Rad) kullanilarak
goriintiilendi. Resimler ChemiDocTM MP- Bio-
Rad cihazi kullanilarak alind1.

BULGULAR
Kontrol grubu ile diyabet olusturulan grubun
glukoz degerleri Kkarsilastirildi (Tablo 1).

Diyabet olusturulan siganlarda kandaki glukoz
konsantrasyonu o6nemli oOl¢ciide artmistir
(p<0.01, Tablo 1). Kontrol grubuna ait testis
kesitlerinde seminifer tiibiillerdeki spermatik
hiicreler liimene dogru diizenli siralanmis
aralarinda tabanlar1 genis u¢ kisimlari dar olan
Sertoli hiicreleri yerlesiktir. Tubuller arasi
alanlarda tek ve gruplar halinde Leyding
hiicreleri yer almaktadir (Resim 1A). Diyabet
grubu testis kesitlerinde seminifer tiibiillerin
bazal membranindaki mitotik hiicrelerde yer
yer dejeneratif degisiklikler izlendi (Resim 1B).
Spermatik hiicrelerin bazilarinda c¢ekirdek
yapisinda piknosis ve Kkiiciilme gorildi.
Limene dogru hiicrelerde vakuollesmenin
belirginlestigi ve spermatidlerde kii¢lilme
oldugu izlendi. Sertoli hiicrelerindeki siskin
goriinimlii  taban kisminin daralmasi ile
birlikte uzun silindirik yap1 olusmasi hiicresel
degisikligin  olusmasina neden olmustur.
Diyabet sonucu tubuller arasi alanlarda damar
dilatasyonunun arttigi, hemorajinin olustugu ve
Leydig hiicrelerindeki cekirdeklerde piknosis
oldugu gorildi (Resim 1B).
Immiinohistokimyasal inceleme sonucunda
kontrol grubuna ait testis dokularinda VEGF
ekspresyonu pozitif olarak saptandi (Resim
1C). Buna karsin DM grubuna ait testis
dokularinda zayif VEGF expresyonu tespit
edildi (Resim 1D). Bcl-2 ekspresyonunun ise
DM grubunun testis dokularinda kontrol
grubuna kiyasla azaldig1 izlendi (Resim 1E, 1F).
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Resim 1: Kontrol ve DM grubuna ait testis dokularinin yapisal
ve immiinohistokimyasal incelenmesi. A, B: Kontrol ve DM
grubuna ait testikiiler bulgular, HM boyama bar 50 pm. C,D:
Kontrol grubu, interstisyel alandaki kan damarlarinda VEGF
ekspresyonu pozitif (ok), DM grubunda kan damari endotelinde
VEGF ekspresyonu zayif (ok), VEGF immiin boyama bar 50 um.
E,F: Kontrol grubunda spermatogenetik hiicrelerde Bcl-2
ekspresyonu (ok), DM grubunda spermatogenetik hiicelerin
Bcl-2 ekpresyonunda azalma (ok), Bcl-2 immiin boyama bar 50
pm.

Kontrol ve DM grubunun testis dokularindaki
VEGF ve Bcl-2 proteinlerinin ekspresyon
diizeyindeki farkhiliklar ayrica Western Blot
yontemiyle de gosterildi. Immiinohistokimya
sonuglarimizla uyumlu bir sekilde DM grubuna
ait testis dokularinda VEGF ekspresyon
diizeyinin kontrol grubuna oranla neredeyse
saptanamayacak diizeyde azaldig1 gozlendi
(Sekil 1). Benzer sekilde, Bcl-2 protein
ekspresyon dilizeyinin DM grubuna ait testis
dokularinda kontrol grubuna kiyasla azalma
gosterdigi tespit edildi (Sekil 2).

&
& KN
AR
VEGF . [ N 45 kD
B-actin “ 42 kD

Sekil 1: Kontrol grubu ve Diyabet grubu testis dokusunda VEGF
ekspresyonu diizeyleri.
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Sekil 2: Kontrol grubu ve Diyabet grubu testis dokusunda Bcl-2
ekspresyonu diizeyleri.

TARTISMA
Bu ¢alismada, STZ indiiklemesi ile olusturulmus
olan deneysel diyabet sonucunda testis

dokusunda spermatik hiicrelerin bazilarinda
dejenerasyon, cekirdekte kiiciilme ve yer yer
piknosis oldugunu gozlemledik. Diyabetin
Sertoli hiicrelerinde yapisal degisikliklere,
tubuller arasindaki damarlarda dilatasyona ve
hemorajiye neden oldugu saptandi. Ayrica
diyabet sonucu testis dokusunda VEGF
ekpresyonunun neredeyse bloke oldugu, Bcl-2
ekspresyon dlizeyinin ise diyabetik grubun
testis dokularinda kontrol grubuna kiyasla
azalma gosterdigini hem immiinohistokimya
hemde Western Blot yontemleriyle gosterdik.

Diyabetin siganlarda androjen reseptorlerinin
azalmasina, hormon sentezinde ve seksiel
fonksiyonlarda bozukluklara ve bununla
birlikte, sperm sayisinda, hareketliliginde ve
kalitesinde, ayrica testis agirliginda azalma gibi
anormalliklere neden oldugu bilinmektedir
[16]. Ayrica, diyabetin gonadal fonksiyonlari
etkileyerek testesteron diizeyinin azalmasina,
testikiiler disfonksiyon ve yetersiz
spermatogeneze neden oldugu rapor edilmistir
[17]. Diyabetli sicanlarin testis dokusunda
meydana gelen  degisiklikler = seminifer
tubilerde atrofi, tabiil duvarinda
hiyalinizasyon, Sertoli hiicre vakuolizasyonu ve
interstisyel alanda kollajen artis1 ve Leydig
hiicrelerinde yapisal ve fonksiyonel
bozukluklari kapsamaktadir [18-20].

Calismamizda literatiirle uyumlu olarak
spermatik hiicrelerin bazilarinda dejenerasyon
cekirdekte Kkiiclilme ve yer yer piknosis
gozlenirken, Sertoli ve Leydig hiicrelerinde
yapisal degisiklikler oldugu saptandi. Ayrica
tubuller arasindaki damarlarda dilatasyon ve
hemoraji gozlendi. Bu sonuglar diyabetin testis
dokusunda yapisal ve fonksiyonel bozukluklara
neden oldugunu ve infertilitede 6nemli bir
roliinlin oldugunu ifade etmektedir.

Anjiogenik faktér olan VEGF ve VEGF
reseptorleri hem Sertoli hemde Leydig
hiicrelerinde tiretilmektedir [21]. VEGF' nin
spermatogonial ¢ogalmay1 indiikledigi ve germ
hiicrelerinin homeostazisi icin énemli oldugu
belirtilmistir ~ [22]. Ayrica VEGF’  nin
mikrovaskiiler gecirgenligi uyardig1 ve Sertoli
hiicrelerinde  siki  kavsaklar  sayesinde
spermatogonia gecisini etkiledigi belirtilmistir
[23]. Yapilan bir calismada diyabetik siganlarda
testikliler VEGF miktarinin azaldigi ve VEGF
diizeyindeki azalmanin apoptozisdeki artis ve
testikliler hasar ile iliskili oldugu ifade
edilmistir  [24]. Calismamizda literatiirle
uyumlu bir sekilde VEGF ekspresyonunun DM
grubunun testis dokularinda kontrol grubuna
kiyasla neredeyse saptanamayacak diizeyde
azaldigin1 goézlemledik. Bu sonuglar, diyabet
sonucu gelisen VEGF ekspresyonundaki
azalmanin endotel gecirgenlikte azalmaya ve
yetersiz anjiogeneze neden olabilecegi ve
bunun sonucunda vaskiiler bozukluklarin
olusabilecegini 6nermektedir.

Hiperglisemi apoptozisi indiikleyerek
reprodiktif sistem de dahil bir ¢ok organ ve
sistemde hasara neden olmaktadir [25].
Hiperglisemi sonucu olusan oksidatif stresin
apoptozisin baslamasinda majér bir rol
oynadig1 rapor edilmistir [26,27]. DM apoptozis
yolaginda yer alan Bcl-2/Bax/Caspas-9 gibi
sinyal molekiillerini regilile ederek apoptozisi
indiiklemektedir. Yapilan bir c¢alismada
diyabetli ratlarin testis dokusunda anti-
apoptotik protein olan Bcl-2 ekspresyonunda
artis gozlendigi, buna Kkarsin pro-apoptotik
protein olan Bax ekspresyonunda ise azalma
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oldugu agiklanmistir. Baska bir c¢alismada
hipergliseminin indiikledigi apoptozisin
caspas-3 yolaginin aktivasyonu ile regiile

edildigi gosterilmistir [28]. Benzer sekilde,
diyabetik ratlarin kalp dokusunda apoptotik
hiicre sayisindaki artisla birlikte, caspas-9, 8 ve
3 aktivasyonunda artis ve Bcl-2
ekspresyonunda azalis oldugu rapor edilmistir
[29]. Calismamizda literatiirle uyumlu bir
sekilde diyabetik ratlarin testis dokusunda
anti-apoptotik protein olan Bcl-2
ekspresyonunun da kontrole oranla azalma
oldugunu tespit ettik. Hiicrede apoptozis
mitokondrial apoptozis yolagi veya oOlim
reseptorleri apoptozis yolag: tarafindan regiile
edilir. Sonug¢larimiz literatiirdeki ¢alismalarida
destekleyerek diyabetin indiikledigi testikiiler
apoptozisdeki ana yolagin Bcl-2 bagimh
mitokondrial apoptozis yolagi oldugunu ifade
etmektedir.

Sonu¢ olarak; VEGF ve Bcl-2 miktarinin
diyabetik ratlarin testis dokusunda pozitif
korele bir sekilde azalma géstermesinin her iki
proteinin diyabet patofizyolojisinde hiicre
proliferasyonu, apoptozis ve anjiogenezde
birlikte rol aldigini isaret etmektedir.
Cikar Catismas1 Beyani: Yazarlar
catismasi olmadigini bildirmislerdir.
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