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STZ, 30 giin (n=6), 4. grup: 60 mg/kg STZ + 15 mg/kg SP600125
(JNK inhibitérii) i.p., 15 giin (n=6), 5. grup: 60 mg/kg (STZ) + 15
mg/kg SP600125, 30 giin (n=6). Deney sonunda, deneklerden alinan
testis doku Ornekleri rutin takibe alindi ve parafine gomiildii. Fas,
FasL ve kaspaz 8 proteinleri immiinohistokimyal olarak
degerlendirildi. Fas ve kaspaz 8 immiinpozitif hiicre sayisi tim
deney gruplarinda kontrol grubuna gére, FasL. immiinpozitif hiicre
sayisinin ise 4. grup harig, diger tiim gruplarda kontrol grubuna gére
anlaml sekilde arttig1 saptanmistir. Ayrica Fas, FasL ve kaspaz 8
immiinpozitif hiicre sayilarinin 2. gruba kiyasla 4. grupta, 3. gruba
kiyasla da 5. grupta anlaml sekilde azaldig1 gozlenmistir. Sonugta;
diyabetik testis dokusunda meydana gelen apoptoziste, Fas/FasL
sinyal yolagmin 6nemli etkilerinin oldugu ve JNK inhibitorii olan
SP600125’in, JNK ile birlikte Fas/FasL sinyal yolag {izerinden de,
diyabetik testikiiler apoptozisi Onlemede Onemli bir rol
iistlenebilecegi kanisindayiz.
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We investigated the possible role of the c-Jun N-terminal kinase
(JNK) inhibition on Fas/FasL signaling pathway in diabetes-induced
testicular apoptosis. Thirty Sprague-Dawley male rats, weighing
250-350 g, were randomly divided into five groups. First group:
Control (animals received only vehicle, n=6), Il. group: single dose
60 mg/kg streptozotocin (STZ) i.p., 15 days (n=6), IIl. group: 60
mg/kg (STZ), 30 days (n=6), IV. group: 60 mg/kg (STZ) + 15mg/kg
SP600125 (JNK inhibitor) i.p., 15 days (n=6), V. group: 60 mg/kg
(STZ) + 15 mg/kg SP600125, 30 days (n=6). At the end of the
experiments, rats were sacrificed, testis tissue samples were
harvested and there were routinely processed for light microscopy.
Fas, FasL and caspase 8 expressions were evaluated
immunohistochemically. Fas and caspase 8 immunpositive cells
count was significantly increased in all experiment groups compared
with control group. FasL immunpositive cells count was
significantly increased, compared with control, in all groups except
for the fifth group. On the other hand; Fas, FasL and caspase 8
immunpositive cells count was significantly decreased in the fourth
group compared with the second group. Fas, FasL and caspase 8
immunpositive cells count was significantly decreased in the fifth
group compared with the third group. We conclude that Fas / FasL
signaling pathway has significant effects on apoptosis in diabetic
testis and SP600125 may play an important role in preventing
diabetic testicular apoptosis via JNK and Fas / FasL.

© 2017 Bulent Ecevit University All rights reserved.
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Giris

Diabetes mellitus (DM); insiilinin yetersiz
salimmmi ya da var olan insiilinin etkin sekilde
kullanilamamasi sonucu ortaya ¢ikan Onemli bir
sistemik hastaliktir. Son yillarda yapilan pek g¢ok
aragtirma, diyabetin erkek infertilitesi gibi dramatik
bir sonu¢ dogurabilecegini vurgulamistir (1, 2). DM
sebebiyle erkeklerde seksiiel fonksiyon bozuklulari,
testosteron ve  libido  azalmasi, anormal
spermatogenez, sperm sayt ve hareketliliginde
degisiklikler, semen kalitesinde bozulma ve testis
dokusunda histopatolojik  degisiklikler ortaya
¢ikmaktadir. Diyabetin neden oldugu
hiperglisemiyle artan reaktif oksijen tiirevleri (ROS)
ve bunlarin asir1 iiretimi sonucunda olusan oksidatif
stresin, testis dokusunda apoptozisi indiikledigi
bilinmektedir. Testikiiler apoptozisin énlenememesi
durumunda, erkeklerde subfertilite ya da infertilite
gibi tablolarin olusabilecegi pek ¢ok caligmada ifade
edilmistir (3-6).

Fas/Fas Ligand (FasL) sinyal yolag1, apoptozisi
ekstrensek olarak tetikleyen bir yolaktir. Fas, tiimor
nekroz faktér (TNF) ailesine ait, tip 1 membran
proteinidir. FasL ise timor nekroz faktor reseptor
ailesine ait, tip 2 membran proteinidir. Fas/FasL
etkilesimi; Fas’in, Fas ile iligkili 6liim domainine
(FADD) baglanmasina neden olur. Daha sonra
FADD, oldiriicii effektéor domain (DED)’in
dimerizasyonuyla, prokaspaz 8 ile birlesir.
Prokaspaz 8, proteolitik olan kaspaz 8’i aktiflestirir
ve ardindan effektdr kaspazlardan olan kaspaz 3
aktifleserek, yapisal proteinlerin parcalanmasina
sebep olur ve apoptozis gerceklesir (7).

c-Jun N-terminal kinaz (JNK); mitojenlerin
aktive ettigi protein kinaz (MAPK) ailesine ait bir
protein kinaz olup sinyalin, reseptorler vasitasiyla
hiicre niikleusuna iletiminden sorumludur. DNA
hasari, inflamatuvar sitokinler, radyasyon, stres,
oksidatif stres, hiicre proliferasyonu ve apoptozis
gibi ¢esitli hiicresel ve gevresel streslere yanit olarak
aktiflesmektedir (8).

Yapilan pek ¢ok g¢alismada, diyabetin neden
oldugu oksidatif stresin, JNK ifadelerinde artiglara
neden oldugu ileri sirilmistiir (3, 9). Oksidatif
strese bagl olarak olugan JNK ifadesindeki artislar,
hiicrenin  apoptozise  siiriiklenmesine  neden
olmaktadir (3). Apoptozis intrensek ve ekstrensek
olmak {tizere iki yolak iizerinden gerceklesir (10).
Yapilan caligmalarda, yiiksek JNK ifadeleri ile
intrensek sinyal yolaginda bulunan proapoptotik
proteinler arasinda, siki bir korelasyon oldugu
siklikla vurgulanmistir (3, 9). Ancak literatiirde,

diyabete bagl olarak gelisen testikiiler apoptoziste,
Fas/FasL sinyal yolagi ile JNK arasindaki olasi
iligkiyi ortaya koyan herhangi bir c¢aligmaya
rastlanilmamistir.

JNK’nin fonksiyonlarin1 arastirmak amaciyla
JNK inhibitorlerinin kullanimi oldukg¢a yaygindir
(12-15). INK’nin inhibisyonu; JNK genlerinin segici
olarak tahrip edilmesiyle yapilabilecegi gibi, mikst
lineage kinaz (MLK) protein kinazlarin yar1 sentetik
bir inhibit6rii olan CEP-1347, SP600125 veya peptit
inhibitorler kullanilarak da yapilabilmektedir. Yap1
tagin1  antrapirazolonun olusturdugu SP600125
(anthra[1,9]pyrazol-6(2H)-one); JNK ile Kkatalitik
aktivite gosteren bir maddedir (11, 12). SP600125;
JNK’nin ATP-kompetitif alanlara yiiksek afinite
gosterir ve spesifik etkilesime girerek, inhibitor etki
yaratir (12, 16).

Bu calismada; diyabetik erkek siganlarda
gerceklestirilen JNK inhibisyonunun, apoptotik bir
yolak olan Fas/FasL sinyal yolagina olas etkilerini
ortaya koyarak, subfertilite ve infertilite tedavisine
yonelik yeni bir bakig acist ve olast tedavi
protokollerini giindeme getirmeyi amacladik.

Gere¢ ve Yontem

Calismamiz Trakya Universitesi Yerel Etik

Kurulu tarafindan (TUHADYEK-2015/20)
onaylanmugtir.  Trakya  Universitesi ~ Deney
Hayvanlari  Biriminden alman 250-350 gr

agirligindaki otuz adet Sprague-Dawley erkek sican
kullanilarak sirayla; 1. grup: Kontrol grubu, sadece
pH’st 4,2 olan 0,IM’lik sitrat tamponu
intraperitoneal (i.p.) yolla verilen grup (n=6), 2.grup:
Tek doz 60 mg/kg streptozotosin (STZ, Sigma
Aldrich, Canada, ABD), ip. (pH’st 4,2 olan;
0,IM’lik sitrat tamponunda ¢oziilerek) verildikten
sonra, 15.glin sakrifiye edilen grup (n=6), 3.grup:
Tek doz 60 mg/kg STZ, i.p. verildikten sonra, 30.
giin sakrifiye edilen grup (n=6), 4.grup: Tek doz 60
mg/kg STZ, i.p. verilerek diyabet olusturulup,
SP600125’in  (Tocris bioscience, Philadelphia,
ABD) zeytinyaginda ¢oziilerek, i.p. yolla 15mg/kg,
4 giin boyunca giinde 1 kez verildikten sonra, 15.giin
sakrifiye edilen grup (n=6), 5. grup: Tek doz 60
mg/kg STZ ip. verilerek diyabet olusturulup,
SP600125’in i.p. 15 mg/kg, 4 giin boyunca, giinde 1
kez verildikten sonra, 30. giin sakrifiye edilen grup
(n=6) olusturulmustur.

Immiinohistokimya prosediirii

Immiinohistokimyasal incelemeler i¢in parafine
gomiilen testis doku 6rneklerinden 5 pm’lik kesitler
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alinmis ve bir gece 56°C’lik etiivde bekletilmistir.
Ardindan  deparafinizasyon ve diisen alkol
serilerinden  (%100-%70) gecirilen preparatlar,
antijen geri kazanimi igin sitrat tamponunda (pH 6;
Invitrogen, Frederick, ABD) mikrodalga firmn
kullanilarak, kaynatilmistir. Sonrasinda kesitler,
endojen peroksidaz aktivitesini durdurmak icin
H202 (Abcam, Cambridge, ABD)’ye maruz
birakilmislardir. Spesifik olmayan baglanmalari
engellemek amaciyla, sekonder antikorun iiretildigi
tire uygun bloklama soliisyonunda (Invitrogen) 10
dk. inkiibe edilen kesitler, oda sicakliginda, antikor
diliie etme soliisyonuyla (Invitrogen) hazirlanan
tavsan poliklonal Fas antikoru (1/300 diliisyonda;
Novus Biologicals, Kolorado, ABD), tavsan
poliklonal anti-FasL antikorunda (1/300 diltisyonda;
Abcam, Cambridge, Ingiltere) ve tavsan poliklonal
kaspaz 8 antikorunda (1/1000 diliisyonda; Novus
Biologicals) oda 1sisinda bir saat siireyle, nemli
¢emberde bekletilmislerdir. Ardindan kesitler,
primer antikorun dretildigi tire karst olan
biyotinlenmis sekonder antikorda (Invitrogen) 10 dk.
oda 1sisinda tutulmuslar ve son olarak HRP-
streptavidin (Invitrogen)  ile 10 dk muamele
edilmiglerdir. 3,3'diaminobenzidine (DAB-
Invitrogen) ile kromojenize edilen Kesitlere,
hematoksilen ile zit boyama yapilmig ve entellan ile
kapatilmiglardir. Hazirlanan preparatlar, BX-51
Olympus marka arastirma  mikroskobunda
incelenerek, fotograflart ¢ekilmistir.

Hiicre Sayimi ve Istatistiksel Analiz

Fas, FasL ve kaspaz 8 immiinreaktivite skorlart;
kesitlerin hangi grup denege ait oldugunu bilen ve
bilmeyen birer arastirict tarafindan, x200 biiyiitme
kullanilarak, her preparatta 5 farkli alandaki, 1000
hiicre i¢inde bulunan immiinpozitif hiicreler
sayilarak yapilmugtir (10). Istatistiksel analizler igin;
Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Biyoistatistik ve
Tibbi Bilisim Anabilim Dali’nda SPSS 20.0
programi (Lisans no: 10240642) kullanilmus,
degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak
almmustir. P<0.05 degeri anlamli kabul edilmistir.
Fas, FasL ve kaspaz 8 immiinpozitif hiicre sayilari,
Mann-Whitney U testi uygulanarak
degerlendirilmistir.

Bulgular

Fas ve kaspaz 8 immiinpozitif hiicre sayilarinin
2., 3., 4. ve 5. gruplarda 1. gruba gore (Fas icin
sirastyla  p=0.001, p=0.004, p=0.004, p=0.006;
Kaspaz 8§ i¢in sirasiyla p=0.001, p=0.004, p=0.004,
p=0.013), FasL immiinpozitif hiicre sayisinin ise 4.
grup haric (p=0.950), diger tiim gruplarda (sirastyla;

p=0.004, p=0.004, p=0.013), 1. gruba gore anlaml
sekilde arttig1 saptanmistir (Tablo 1). Ayrica Fas,
FasL ve kaspaz 8 immiinpozitif hiicre sayilari; 2.
gruba kiyasla, 4. grupta (Fas i¢in p=0.019, FasL i¢in
p=0.013, kaspaz 8 i¢in p=0.004) ayrica 3. gruba
kiyasla da 5. grupta anlaml sekilde azalmistir (Fas
icin p=0.004, FasL i¢in p=0.006, kaspaz 8 i¢in
p=0.004; Tablo 1).

Tablo 1. Fas, FasL ve kaspaz 8 immiinreaktivite
skorlari

1. 2. 3. 4. 5.
Grup Grup Grup Grup Grup
Fas 7,67+ 22,83+ 39,83+ 1417 12,33
2,42 3,60% 6,94° +£2,71 30 +2,582¢
Fasl 9,67 + 2333+ 3883+ 11,17+ 17,50 +
2,73 3,27% 3,92% 2,14° 2,59 ¢
Kaspaz | 4,83+ 26,17+ 53,67 + 17,83 £ 9,67 £
8 1,47 2,997 6,89° 2,323b 1,63%¢

2 1. grup ile kiyaslandiginda, °: 2. grup ile kiyaslandiginda, & 3. grup ile
kiyaslandiginda, p<0.05 anlaml1 kabul edilmistir.

Fas immunreaktivitesi; 1. grupta
spermatogonyumlarda, 2. grupta spermatogonyum
ve ge¢ spermatidlerde ve 3. grupta ise diyabet
sebebiyle bazi tiibiillerin spermatogenik seri
hiicrelerinde izlenmistir (Sekil 1). JNK inhibitdrii
uygulanan 4. ve 5.  gruplarda; Fas
immiinreaktivitesinin daha ¢ok spermatogonyum ve
spermatidlerde oldugu saptanmistir (Sekil 1).

FasL immiinreaktivitesinin ise 1. grupta Sertoli
hiicrelerinde, 2. ve 3. grupta Sertoli hiicrelerine ek
olarak spermatogonyumlarda oldugu izlenmistir
(Sekil 1). Dordiincti ve 5.gruplarda ise biiytik 6lgiide
Sertoli  hiicrelerinde  goriilse de, yer yer
spermatogonyumlarda da FasL immiinreaktivitesi
tespit edilmistir (Sekil 1).

Kaspaz 8 immiinreaktivitesi; 1. grupta
spermatogonyum ve spermatosit I’lerde izlenirken,
2. ve 3. grupta spermatogenik seri hiicrelerinin
timiinde gozlenmistir (Sekil 1). JNK inhibisyonu
uygulanan 4. ve 5. gruplarda ise kaspaz 8
immiinreaktivitesi 1. gruba benzer olarak, sadece
spermatogonyum ve spermatosit I’lerde oldugu
belirlenmistir (Sekil 1).

Tim gruplarda Fas ve FasL
immiinreaktivitelerinin hiicre membrani ve hiicre
sitoplazmasinda, kaspaz 8 immiinreaktivitesinin ise
hiicre sitoplazmasinda oldugu tespit edilmistir (Sekil
1).

Tartisma

Diyabetin 6nemli komplikasyonlar1 arasinda
nefropati, retinopati, anjiyopati, kardiyovaskiiler
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hastaliklar siklikla ifade edilirken, son dénemde
yapilan c¢aligmalar, diyabete bagli subfertilite ve
infertilitenin de ciddi bir komplikasyon oldugu
vurgulanmaktadir. Diyabete bagl gergeklesen

subfertilite/infertilite komplikasyonlarinda;
Grup 1 Grup 2
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retrograd ejakiilasyon, erektil disfonsiyon, hormonal
bozukluklar ve sperm parametrelerindeki olumsuz
degisikliklere ek olarak, oksidatif strese bagli olarak
artan ROS’un sebep oldugu apoptozisin de etkili
oldugu bildirilmistir (2, 17,18).
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Sekil 1. Fas, FasL ve kaspaz 8 immiin pozitif hiicreler (—), X400 biiyiitme, hematoksilen zit boyamasi.

Apoptozis, intrensek ve ekstrensek sinyal
yolaklar1 ile diizenlenmektedir. Fas, FasL ve kaspaz
8 proteinleri, apoptozisin ekstrensek sinyal
yolaginda bulunan 6nemli proteinlerdir. FasL’in Fas
ile etkilesimi, hiicre i¢erisinde bulunan bir dizi 6liim
proteinlerinin aktiflesmesini ve daha sonra efektor
protein olan kaspaz 3 proteininin aktiflesmesini
saglayan kaspaz 8’i uyarir (10). Bu olaylar, hiicre
icinde bulunan ¢esitli sinyallerin, reseptorler
araciligiyla, hiicre niikleusuna iletilmesiyle
gerceklesir. MAPK’lar; embriyogenezis, gen
ekspresyonu, proliferasyon ve apoptozis ile ilgili
sinyallerin hiicre niikleusuna iletilmesini saglayan
bir dizi protein kinazlardir (19).

Qi ve ark. (20) sicanlar iizerinde yapmis
olduklar1 bir calismada; bisphenol-A uygulamasinin,
Sertoli hiicrelerinde JNKs/p38 MAPK, Fas ve FasL
proteinlerinin ifadelerinde artisa neden oldugunu
gostermislerdir. Aggarwal ve ark. (21)’nin yaptiklar
bir c¢aligmada ise sicanlara, insan koryonik
gonadotropin  (hCG) uygulanmasmin, oksidatif
strese neden oldugu ve buna bagl olarak Leydig
hiicrelerinde apoptozisin arttig1 ileri siirtilmiistiir.
hCG uygulamasiyla, INK/fosfo(f)JNK ifadesindeki
artisa ek olarak, proapoptotik belirtegler olan Fas,
FasL ve kaspaz 8 proteinlerinin ifadelerinin de
arttigin1 vurgulamiglardir. Benzer sekilde, yapmis
oldugumuz bu calismada, diyabete bagli olarak
ortaya ¢ikan oksidatif stresin apoptozisi tetikledigi

ve pro-apoptotik proteinler olan Fas, FasL ve kaspaz
8 ifadelerinin deneysel diyabet olusturulan gruplarda
arttig1 goriilmiistiir.

Yaptigimiz literatiir taramasi neticisinde pek gok
aragtirmacinin iizerinde durdugu bir diger konu ise;
Fas aracili testikiiler apoptoziste bulunan Fas ve
FasL proteinlerinin hangi hiicrelerde ifade edildigi
ve bu hiicrelerdeki lokalizyonu ile ilgilidir.

Lee ve ark. (22) kontrol grubu siganlarin testis
dokularinda Fas proteininin germ hiicrelerinde ve
spermatositlerde, FasL proteininin ise Sertoli
hiicrelerinde immiinreaktivite gosterdigini tespit
etmiglerdir. Mono-(-2etilhekzil) fitalat (MEHP) ile
testis hasar1 olugturduklar1 grupta, Fas proteininin
spermatositlerde belirgin bir artig gosterdigini, FasL
proteininin ise spermatositler etrafindaki Sertoli
hiicre sitoplazmasinda yogunlastigimi
bildirmislerdir. Kuinestrol ile testis hasart olugturan
Li ve ark. (10) hem kontrol hem de deney
gruplarinda; Fas immiinreaktivitesinin Leydig
hiicrelerinde, spermatosit I ve spermatidlerde, FasL
immiinreaktivitesinin ise Sertoli ve Leydig
hiicrelerinde ~ gerceklestigini,  ancak  deney
gruplarinda immiinpozitif hiicrelerin sayica daha
fazla oldugunu bildirmislerdir. Ozenci ve ark. (23)
deneysel varikosel olusturduklari siganlarin testis
dokularinda, Fas ve FasL  proteinlerini
degerlendirmiglerdir. Fas  immiinreaktivitesinin
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kontrol ve deney gruplarinda, ge¢ spermatidlerde ve
Leydig hiicrelerinde, FasL immiinreaktivitesinin ise
tim gruplarda spermatogenik seri hiicrelerinde,
ozellikle de erken ve ge¢ spermatidlerde
gozlemlendigini, ancak deney  gruplarinda
immiinreaktivitenin ~ daha  yogun  oldugunu
belirtmislerdir.

Daha onceki ¢alismamizda (24), kontrol grubu
deneklerin testis dokularinda Fas
immiinreaktivitesinin spermatogonyum, spermatid
ve Leydig hiicrelerinde, diyabet grubu testis
dokularinda ise  Leydig hiicrelerinde  ve
spermatogenik seriye ait hiicrelerde oldugu
gOriilmistiir. FasL  immiinreaktivitesi; kontrol
grubunda Sertoli ve Leydig hiicrelerinde izlenirken,
diyabet grubunda Sertoli ve Leydig hiicrelerinin yan1
sira, spermatogenik seriye ait hiicrelerde de tespit
edilmistir. Bu ¢alismada ise Fas immiinreaktivitesi;
kontrol grubunda sadece spermatogonyumlarda, 2.
grupta spermatogonyum ve ge¢ spermatidlerde ve
STZ uygulamasindan 30 giin sonra sakrifiye edilen
3. grupta ise diyabetin etkisiyle hasarlanmig
tibiillerde bulunan tim spermatogenik seri
hiicrelerinde izlenmistir. JNK inhibitorii uygulanan
4. ve 5. gruplarda Fas immiinreaktivitesinin,
spermatogonyum ve  spermatidlerde  oldugu
goriilmiistiir. FasL immiinreaktivitesinin 1. grupta
Sertoli hiicrelerinde, 2. ve 3. grupta Sertoli
hiicrelerine ek olarak spermatogonyumlarda oldugu
tespit edilmistir. 4. ve 5. gruplarda ise biiyiik 6lgiide
Sertoli  hiicrelerinde  goriilse de, yer yer
spermatogonyumlarda da FasL immiinreaktivitesi
izlenmistir.

JNK aktivasyonu; DNA hasari, stres, 1s1,
radyasyon ve oksidatif stres gibi ¢esitli hiicresel ve
cevresel streslere yanit olarak gergeklesmektedir
(25, 26) . JNK inhibisyonu, JNK genlerinin
inaktivasyonu ile gergeklesebildigi gibi, JNK ile
katalitik etkilesime giren kimyasal maddelerle de
gerceklesebilmektedir. Bogoyevitch ve Arthur (11)
karaciger yetmezligi modelinde JNK inhibitdrii
olarak  SP600125  kullanmis ve  karaciger
hepatositlerindeki apoptoziste 6nemli bir azalma
oldugunu tespit etmislerdir. Bununla birlikte g¢esitli
in vivo ve in vitro c¢alismalarda SP600125
kullaniminin, apoptozisi Onlemede etkili oldugu
bildirilmistir (27-30). Bu ¢alismalarla paralel olarak,
bizim c¢aligmamizda 2. ve 3. gruplarda yiiksek
bulunan pro-apoptotik Fas, FasL ve kaspaz 8
proteinlerinin ifadeleri, SP600125 uygulanan 4. ve 5.
gruplarda azalmistir.

Diyabetik  testis dokularinda  goriilen
apoptoziste, Fas/ FasL sinyal yolagmim onemli

etkilerinin oldugu ve JNK inhibitérii olan
SP600125’in, INK ile birlikte Fas/FasL sinyal yolag1
iizerinden de, diyabetik testikiiler apoptozisi
onlemede  6nemli bir rol istlenebilecegi
kanisindayiz.  Ancak yapmis oldugumuz bu
caligmanin, farkli kantitatif —metodlarla da
aragtirtlmasi ve ozellikle diger apoptotik yolaklarla
kargilagtirilarak, Oneminin vurgulanmasi gerektigi
diisiincesindeyiz. Boylece diyabetik erkek hastalarda
kargilagilan  subfertilite/infertilite ~ olgularinda,
Fas/FasL sinyal yolaginin inhibe edilmesiyle, yeni
tedavi protokollerinin giindeme gelmesi miimkiin
olabilecektir.
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