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OZET

Caliymamizin amaci, diyabetik testis dokularinda g6zlenen hasarlarda etkili olabilme potansiyeli yiiksek bir antioksidan olan fukoidanin,
spermatogenez seri hiicrelerine proliferasyon, apoptozis ve inflamasyon yoniinden olas: etkilerini aragtirmaktir. Fukoidan; gesitli amaglarla
tablet formunda tiiketici kullanimina sunulmus olmasina ragmen, diyabetli erkek hastalarda infertiliteye yonelik bir degerlendirme yapabil-
mek icgin yeterli veriler bulunmamaktadir. Bu amagla, testis dokusunda prolifere hiicre niikleer antijeni (PCNA), insulin-benzeri peptid 3
(INSL3), fosfo (f)-c-Jun N-terminal kinaz (f-JNK), donistiiriicii biiyime faktorii-B1 (TGF-B1), fosfo-serin/treonin protein kinaz (f-Akt) ve
interlékin-1p (IL-1B) gibi biyobelirteglerin ifadelerinin degerlendirilmesi planlanmistir. Caligmamizda yirmi dort adet Wistar albino erkek
sican kullanilarak 4 deney grubu (n=6); K: Kontrol grubu, D: diyabet grubu; 40 mg/kg streptozotosin (STZ, 5 ardisik giin, intraperitoneal
(i.p.) verilen grup, EF grubu: 40 mg/kg STZ i.p (5 ardisik giin) + 50 mg/kg i.p. fukoidan (Diyabet olusumunun ertesi giinii baglanarak 6 hafta
stiresince, glinasirt bir kez) verilen grup, GF grubu: 40 mg/kg STZ i.p. (5 ardisik giin) + 50 mg/kg i.p. fukoidan (diyabet olusturulduktan 15
giin sonra, 6 hafta siiresince giinasir1 bir kez) verilen grup olusturulmustur. Diyabet indiksiyonuyla; immatur hiicrelerde dokiilme ve semini-
fer tiibiil duvarindaki hiicrelerde izlenen sitoplazma kayiplari, belirgin dejeneratif degisiklikler olarak goriilmiistiir. Bununla birlikte diyabet,
proliferasyon indeksinin yanisira INSL3 ve f-Akt immunoreaktivitelerinde azalmaya; f-JNK, TGF-B1, IL-1B immunreaktivitelerinde ise
artiga neden olmustur. EF ve GF gruplarinda ise ¢aligilan tiim parametrelerde, diyabetin etkilerini azaltma yoniinde etki gézlenmistir. Yapti-
gimiz ¢aligma sonucunda, molekiiler diizeyde etkili olabildigi onceki ¢aligmalarla da saptanan fukoidanin; diyabetik testis dokusundaki
histopatolojik hasarlara kargi koruyucu etkileriyle, infertilite gibi tireme sagliginda olusabilecek ciddi problemlerin 6nlenmesine katki yapa-
cag1 kanisinday1z.
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Effect of Fucoidan on PCNA, INSL3, JNK, TGF-p1, IL-1p 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-B1 (TGF-B1), interleukin-1p (IL-1p) 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-JINK, TGF-B1, IL-1p 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.
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Diabetes mellitus (DM)’u, pankreasin insiilin iirete-
medigi ya da tretilen insiilinin etkin bir sekilde kulla-
nilamadigi, kronik bir hastalik olarak tamimlayan
Uluslararasi1 Diyabet Federasyonu (IDF)’nun 2019 y1il1
verilerine gore, tiim diinyadaki DM’li yetigkin insan
sayisinin 463 milyon oldugu ve bunun 2045°li yillarda,
yaklasik 700 milyona ulasacagi tahmin edilmektedir.
Bunun baglica nedenleri; niifus artisi, yaslanma ve
kentlesmenin getirdigi yasam tarzi degisimi sonucu,
obezite artis1 ve fiziksel aktivitenin azalmasidir’.
Onceleri diyabetin, erkek tGreme sistemine 6nemli bir
etkisinin olmadig1 varsayilsa da, bu goriis son yillarda
degismistir. Diyabetin sebep oldugu; azalmis testoste-
ron dizeyi ve normal olmayan spermatogenezis,
sperm say1 ve hareketliliginde azalma, testis agirhigin-
daki azalma, testis doku hiicrelerindeki histolojik
degisiklikler, DM’li erkeklerde sikca rastlanan bulgu-
lardir”®. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, diyabetik
testis dokularinda apoptozisin arttig1 ve bundan dolay1
spermatogeneziste bozulmalarin ortaya ¢iktigi goste-
rilmistir*®. Diyabetik erkeklerde subfertilite prevalan-
s1 %51 olarak bildirilirken’, bir baska ¢alismada, Tip 2
diyabetli 857 erkek bireyde infertilite prevalansi-
nin %35 oldugu belirtilmistir®,

Testis doku hiicreleri arasindaki metabolik igbirligi,
hormonal kontrol altindadir. DM, hipotalamus-
hipofiz-gonad eksenine etki ederek, LH ve FSH hor-
monlarinin  salinmmmindaki  kontrol mekanizmalarini
etkilemekte ve 6zellikle LH saliniminda bozukluklara
sebep olarak, Leydig hiicrelerinden salinan testosteron

diizeyini azaltmaktadir®™,

Hiperglisemiyle wuyarilan reaktif oksijen tiirevleri
(ROS)’nin agir1 iiretimi sonucunda olugan oksidatif
stres, diyabet ile ilgili énemli komplikasyonlardan
sorumludur. Hcre icerisinde biriken ROS, hiicrede
apoptozis mekanizmasmi hizlandirdigi gibi, sperm
kalite ve fonksiyonu lzerinde de gercek bir toksik
etkiye sahiptir>®. Hiperglisemi, enerji Gretimini ve
serbest radikal yonetimini degistirerek sperm hareket-
liliginin ve konsantrasyonunun degismesine neden
olmaktadir***2,

Fukoidan (fukoidin); antitumoral, antiinflamatuvar,
antianjiyogenik, antitrombotik, antiviral ve immiino-
modiilator etkileri oldugunu bilinen bir
antioksidandir™*. Spontan diyabetli ratlarda, kan-
glukoz seviyelerini dengeledigi 2012 yilinda yapilan
bir ¢alismayla gésterilmistirlS. Ayrica cesitli hastalik-
larda; apoptozisde rolii olan Mitojen Aktive edici
Protein Kinaz (MAPK)’lari, doniistiiriicii biiyiime
faktori-B1 (TGF-B1) ve serin/treonin protein kinaz
(Akt)’yi inhibe ettigi yoniindeki sonuclar'®*®, diyabe-
tik testis dokusunda da fukoidanin etkin olabilecegini
diistindirmektedir.

Guclu bir antioksidan olarak bilinen ve ticari olarak
satisa sunulmus olan fukoidanin; ne insanlarda, ne de
deneysel diyabet olusturulmus deney hayvanlarinda,
diyabetik testis dokularinda ortaya ¢ikan biyokimyasal,
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fizyolojik ve histopatolojik sorunlar sebebiyle, guni-
miizde oldukga artan infertilite sorunlarina karsi nasil
etkili olabilecegi konusunda herhangi bir ¢aligmaya
rastlanmamigtir. Sunulan bu aragtirmanin amaci, giicli
antioksidan ozelliklere sahip olan fukoidanin, diyabe-
tik testis dokusu Uzerine etkilerinin biyokimyasal ve
histolojik olarak ortaya konmasi olarak planlanmustir.

Gereg ve YOntem

Bu calisma; Trakya Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu tarafindan 31.01.2014 tarih ve
2014.02.06 no’lu kararla onaylanmis, Tiirkiye Bilim-
sel ve Teknolojik Arasgtirma Kurumu tarafindan
TUBITAK-114S153 numarali proje olarak desteklen-
misgtir.

Deney Plan

Deneyde, Trakya Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma Birimi’nde iiretilmis ve standart laboratuvar
kosullarinda (22+1°C, 12 saat aydmhk/karanlik siklu-
sunda) tutulan, ayni1 biyolojik ve fizyolojik 6zelliklere
sahip, geng eriskin 24 adet Wistar albino erkek sigan-
dan dort deney grubu (n=6) asagidaki sekilde diizen-
lenmistir;

- K grubu: Kontrol grubu; sadece sitrat tamponu
(pH’s1 4,2 olan; 0,1M’lik) + %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’s1 4,2 olan,
0,IM’lik sitrat tamponunda ¢oziilerek) 5 ardigik
gun i.p. verilen grup,

- EF grubu; 40 mg/kg STZ 5 ardisik giin i.p. + 50
mg/kg i.p. fukoidan (Sigma Aldrich, %0,9’luk se-
rum fizyolojik icerisinde ¢oziilerek, son STZ en-
jeksiyonundan hemen sonra baslanarak, 6 hafta su-
resince, glinasir1 bir kez) verilen grup,

- GF grubu; 40 mg/kg STZ 5 ardisik giin i.p + 50
mg/kg i.p. fukoidan (son STZ enjeksiyonundan 15
giin sonra baglanarak, 6 hafta siiresince, gilinasiri
bir kez ) verilen grup olusturulmustur.

Alt1 haftalik deneyin sonunda deneklerin, 50 mg/kg i.p
ketamin (Ricterpharma, Viyana, Avusturya) + 10
mg/kg i.p xylazin (Rompun, Istanbul, Tiirkiye) anes-
tezisi altinda; kardiyak ponksiyon ile kan o6rnekleri,
sag ve sol testis dokular1 alinmistir. Testisler histopa-
tolojik  ve  imminohistokimyasal  incelemeler
icin %10’luk formalin ile fikse edilip, rutin iglemler-
den gegirilerek, parafin bloklar1 hazirlanmustir.

Histopatolojik Incelemeler

Istk mikroskopik incelemeler; parafin inkliizyonu
yapilarak elde edilen bloklardan alinan 5 pm kalinli-
gindaki kesitlere, Hematoksilen—Eosin (H-E) boyas1
uygulanarak gerceklestirilmigtir.  H-E boyast igin;
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kesitler parafinin giderilmesi icin 30 dk boyunca to-
luol ile muamele edilmistir. Parafinden uzaklastirilan
kesitler, swrasiyla  azalan  alkol  serilerinden
(%100, %96, %90, %70’lik) gecirilerek, suya indi-
rilmigtir. 10 dk. boyunca Mayer’s hematoksilen
(Merck Millipore, Darmstadt, Almanya) boyasi ile
muamele edilmistir. Daha sonra morartma islemi i¢in
akan ¢esme suyu altinda 10 dk bekletilen kesitlere, 1
dk. Eosin (Merck Millipore) boyasi uygulanmustir.
Dehidratasyon i¢in sirasiyla yiikselen derecelerdeki
alkol serilerinden gecirildikten sonra, kesitler toluole
alinmis ve entellan (Merck Millipore) ile daimi prepa-
rat haline getirilmistir.

TUm gruplara ait H-E boyasi uygulanan preparatlar,
Olympus BX-51 mikroskobunda incelenerek, farkl
biiylitmelerde fotograflar1 ¢ekilmistir. Hazirladigimiz
H-E boyast uygulanmig preparatlarin kullanimiyla,
tim deneklerin testis doku orneklerinde seminifer
tiibiil ¢aplarmin dlgiimi; X200’lik biiyiitmede, okiiler
mikrometre kullanilarak, yuvarlak veya yuvarlaga
yakin rastgele secilmig, her preparatta 10 tiibiiliin
enine kesiti alinarak ger¢eklestirilmistir.

Immiinohistokimya Protokolleri

Testis doku o6rneklerinde; prolifere hicre nikleer
antijeni (PCNA), fosforile-c-Jun N-terminal kinaz (f-
JNK), TGF-B1, interlokin-1f (IL-1B), fosforile (f)-Akt
ve insulin-benzeri peptid 3 (INSL3) antikorlarinin
aktiviteleri immiinohistokimyasal olarak degerlendi-
rilmistir. 56°C°de bir gece bekletilmis Spm kalmligin-
daki parafin kesitler, deparafinizasyon isleminden
sonra azalan alkol serilerinden gegirilerek hidrate
edilmistir. Antijen geri kazanimi igin sitrat tamponun-
da (10 mM; pH:6.0) kaynatilip, fosfat tamponu (PBS)
ile yikamanin ardindan, endojen peroksidaz aktivitesi-
ni inhibe etmek icin kesitler %3 H,0, (metanol ile
hazirlanmig) igerisinde 15 dakika bekletilmistir. Spe-
sifik olmayan baglanmalar1 engellemek amaciyla,
sekonder antikorun firetildigi tiire uygun bloklama
soliisyonunda (Invitrogen, Kaliforniya, ABD) 10 dk.
inkibe edilen kesitler, oda sicakliginda, antikor diliie
etme soliisyonuyla (invitrogen) hazirlanan tavsan
monoklonal PCNA antikoru (1/20.000 dilusyonda,
Cell Signaling Technology, Beverly, MA, ABD),
tavsan poliklonal INSL3 antikoru (1/500 dilusyonda,
Novus Biologicals) tavsan poliklonal f-JNK antikoru
(1/1200 dilusyonda, Cell Signaling Technology), tavsan
poliklonal TGF-B1 antikoru (1/200 dilusyonda, Novus
Biologicals, Kolorado, ABD), tavsan poliklonal IL-1
antikoru (1/200 dilusyonda, Novus Biologicals) ve
tavsan monoklonal f-Akt (1/100 dilusyonda, Cell
Signaling Technology) antikorlarinda +4 °C’de gece
boyunca bekletilmiglerdir. Negatif kontroller, primer
antikor yerine PBS ile muamele edilmistir. Primer
antikorun tretildigi tiire kars1 olan biyotinlenmis se-
konder antikorda (Invitrogen) 10 dk. oda 1sisinda
tutulmuslar ve son olarak HRP-streptavidin (Invitro-

gen) ile 10 dk muamele edilmislerdir. 3,3-
diaminobenzidine (DAB; Invitrogen) ile kromojenize
edilen kesitlere, hematoksilen ile zit boyama yapilmis
ve entellanla kapatilmislardir. Hazirlanan preparatlar,
BX-51 Olympus marka arastirma mikroskobunda
incelenerek, fotograflart ¢ekilmistir.

PCNA immunreaktivitesinin degerlendirilmesi igin;
her grupta 6 denege ait kesitlerde, 5 farkli sahada ve
X400 buyltmede yer alan seminifer tibtllerde, orta-
lama 1000 hicredeki PCNA(+) hicreler sayilarak
“proliferasyon indeksi” hesaplanmgtir™®.

INSL3 immunreaktiviteleri ise 1 mm? interstisyel
alandaki immunpozitif hiicreler sayilarak degerlendi-
rilmigtir®.

f-JNK, TGF-B1, IL-1B ve f-Akt immdunoreaktivite
yogunlugu; 151k mikroskobunda X200 biiyiitmede her
bir hayvana ait bir Kkesit (zerinde rastgele secilen 5
alanda, histolojik skor (HSCORE) ile degerlendiril-
mistir. Boyanmanin siddeti; 0, boyanma yok; 1+, zayif
fakat tespit edilebilir boyanma; 2+, orta ya da belirgin
boyanma; 3+, yogun boyanma seklinde skorlanmustir.
Her bir kesit icin HSCORE degeri, her bir yogunluk
kategorisine ait boyanmis hiicre yiizdesinin, yogunluk
ile ¢arpimu ile hesaplanmistir (HSCORE = Y Pi (i+1),
i; yogunluk skoru, Pi; hiicre yiizdesi)®.

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizler igin; Trakya Universitesi Tip
Fakiltesi Biyoistatistik ve Tibbi Biligim Anabilim
Dalr’'nda hizmet alinmig ve SPSS 20.0 programi (Li-
sans no: 10240642) kullanilmis, degerler ortalama +
standart sapma (SD) olarak alinmistir. P<0.05 degeri
anlamli kabul edilmistir. Tiim deney gruplaridaki
deneklere ait immunohistokimyasal skor degerleri
Mann-Whitney U testi uygulanarak degerlendirilmistir.

Bulgular

Isik Mikroskobik Bulgular

K grubuna ait H-E boyasi ile boyanmig Spm kalinli-
gindaki kesitler incelendiginde, testis dis yiizeyinde
bulunan tunica albuginea ve seminifer tiibiil duvarin
doseyen spermatogenik seri hiicrelerinde organizasyon
bitiinligli gozlenmistir (Sekil 1A). Seminifer tiibiil
epitelinin bazal membranindan itibaren, tiibiil liimeni-
ne dogru spermatogenik seri hiicrelerinin spermato-
gonyum, spermatosit-1, spermatosit-11, erken ve gec
spermatidlerin sirastyla yer aldigi ve spermlerin tiibiil
limeninde bulundugu izlenmistir. Sertoli hiicreleri
normal konumlarinda izlenmistir. Seminifer tiibiiller
arasindaki interstisyel sahada yer alan Leydig hiicrele-
ri, H-E boyanmis kesitlerde genellikle poligonal sekil-
leri, eozinofilik boyanmis sitoplazmalari ve kapillerler
etraflarindaki yerlesimleriyle kolayca ayirt edilmistir
(Sekil 1a).
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D grubuna ait H-E kesitlerinde; seminifer tubllerin
sekillerinde diizensizlik izlenmistir. Bazal membran-
dan itibaren seminifer tiibiil liimenine dogru olan
spermatogenik seri hiicre organizasyonunda bozulma-
lar, hemen hemen tiim germinal seri hicrelerinde
vakuolizasyonlar, seminifer epitel ile bazal membran
arasinda ayrigsmalarin bulunmasi dikkati g¢ekmistir.
Ayrica tiibiill limenine yakin ya da limende, heniiz
olgunlagsmasini tamamlayamadan dokiilen germinal
seri hiicrelerinin varligmin yani sira; bazi tiibiillerde
spermatogenik seriye ait tiim hiicrelerin bulunmadig1
tespit edilmistir. Sadece spermatogonyum, spermato-
sit-I ve Sertoli hiicrelerinden olusan seminifer tiibiil-
lerle birlikte, tim seri hiicrelerini bulunduran tiballer
de gozlemlenmistir (Sekil 1b).

EF grubuna ait testis kesitlerinde, tunica albuginea’da
biitiinliik, bazal membrandan tiibiil limenine dogru
siras1 ile spermatogonyumlar, spermatosit I’ler, erken
ve gec spermatidlerle, spermlerin yer aldig: tiibiiller
daha ¢ok izlenmektedir. Ancak bazi seminifer tiibiil-
lerde; az sayida spermatid ve spermin goézlenebildigi
ya da spermlerin hi¢ bulunmadig da izlenmistir. Ger-
minal seri hiicrelerinde sitoplazma kayiplari, vakuoli-
zasyonlar ve ayrica seminifer epitel ile bazal memb-
ranlar1 arasinda ayrilmalarin bulunmasi dikkati ¢ek-
migtir (Sekil 1c).

GF grubu 151k mikroskobik bulgularinda ise normal
yapida seminifer tibiiller izlenmekle birlikte; tibul-
lerde spermatogenik seri hucrelerindeki vakuolizas-
yonlar ve Sertoli hiicre baglantilardaki zayiflamalar,
6zellikle D grubuna kiyasla bu grupta daha az izlenen
dejeneratif bulgulardir. Ayrica baz: tiibiillerde sperma-
tid ve spermlerin yokluguyla birlikte, germinal epitel
hiicreleri ile bazal membranlar1 arasindaki ayrilmalar
da goze ¢arpmustir (Sekil 1d).

c 5 Gaap

Sekil 1.
HE boyanmus testis kesitleri. a: K grubu, b: D grubu,
c: EF grubu, d: GF grubu, biyttme, X200.

Immunohistokimyasal Bulgular

Proliferasyon indeksi bulgulari

Tum gruplara ait testis doku kesitlerinde, spermato-
gonyumlarda izlenen PCNA immunreaktiviteleri ($e-
kil 2a-2d) degerlendirilerek saptanan hiicre proliferas-
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yon indekslerinde; kontrol grubu degerleri ile kargilas-
tirlldiginda D, EF ve GF gruplarinda tespit edilen
azalma (P<0.05; Sekil 2¢); D grubu degerleriyle kiyas-
landiginda ise EF ve GF gruplarindaki artis dikkat
¢ekicidir (P<0.05; Sekil 2e). Proliferasyon indeksleri
acgisindan EF ve GF gruplari kendi i¢lerinde karsilagti-
rildiginda ise aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark tespit edilmemistir ( P=0.583; Sekil 2e).

INSL3 immiinreaktivite bulgular

INSL3 immunreaktiviteleri, interstisyel alanda bulu-
nan Leydig hiicre sitoplazmalarinda izlenmistir (Sekil
2f-21). K grubuyla karsilastirildiginda; D grubunda
istatistiksel bir azalma tespit edilirken (P=0.028; Sekil
2i), EF ve GF gruplardaki azalmanin anlamli olmadig1
saptanmustir (sirasiyla P=0.201, P= 0.754; Sekil 21i).
Fukoidan uygulanan EF ve GF gruplarinda, D grubuna
gore anlamli bir artig gdzlenmistir (sirasiyla P=0.045,
P=0.016; Sekil 21i).

f-JNK immiinreaktivite bulgulari

Tiim deney gruplarinda f-JNK hicresel lokalizasyonu
niikleerdir (Sekil 2j-2m). Diyabet indiksiyonuyla D
grubu f-JNK immunreaktivitesi, K grubuna kiyasla
anlamli derecede artmigken (P=0.009); EF ve GF
gruplarinda, D grubuna gore f-JNK ifadesinin istatis-
tiksel anlamlilikla azaldigi belirlenmistir (sirasiyla
P=0.006, P=0.009; Sekil 2n). f~JNK immunreaktivitesi
acgisindan EF ve GF gruplari kendi i¢lerinde kargilagti-
rildiginda ise aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark saptanmamustir (P= 0.927; Sekil 2n).

PCNA INSL-3 -JNK

EF

Sekil 2.

PCNA (a-d), INSL3 (f-1) ve f~INK (j-m) immiinohisto-
kimya mikrograflari ve grafikleri (swraswla; e, i ve n).
a: K grubu ile karsilastirldiginda, b: D grubu ile
karsilastirildiginda, (P<0.05, istatistiksel olarak an-
lamli kabul edilmistir), biiyiitme X200.

TGF- B1 immiinreaktivite bulgulari

TGF-B1 immunreaktivitelerinin; K grubuna goére D,
EF ve GF gruplarinda arttigr (swrasiyla P=0.009,
P=0.006, P=0.008; Sekil 3a-3e) gdzlenmistir. D grubu
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degerleriyle; GF grubu arasinda ise istatistiksel bir
azalma tespit edilmistir (P=0.011; Sekil 3e). Ancak D
ve EF gruplan karsilastirildiginda, TGF-f1 immunre-
aktiviteleri agisindan bir fark bulunmamistir (P=0.198;
Sekil 3e).

TGF-A/1 L-18 fakt

= N

EF

N

GF -3

i
Sekil 3.

TGF-B1 (a-d), IL 18 (f~1) ve f~Akt (j-m) imminohisto-
kimya mikrograflar: ve grafikleri (siraswyla; e, i ve n).
a: K grubu ile karsilastirildiginda, b: D grubu ile
karsilastirildiginda, (P<0.05, istatistiksel olarak an-
lamh kabul edilmistir), blyltme X200.

IL-1
K grubuyla karsilastirildiginda, IL-1p immunreaktivi-
tesinin sadece D grubunda arttig1 (P=0.008; Sekil 3i);
diger gruplarda ise istatistiksel anlamli bir degisimin
olmadig tespit edilmistir (P>0.05; Sekil 3i). D grubu
degerleri, EF ve GF gruplariyla karsilastirildiginda ise
anlamli azalmalar gozlenmistir (P=0.007, P=0.008;
Sekil 3£-3i).

f-Akt immiinreaktivite bulgulari

immiinreaktivite bulgulari

Tim gruplarin testis doku kesitlerinde f-Akt im-
miinreaktivitesinin sitoplazmada oldugu belirgindir
(Sekil 3j-3m). D grubu testis kesitlerinde f-Akt ifade-
sinin, K grubuna kiyasla azaldig: istatistiksel olarak
belirlenmistir (P=0,009; Sekil 3n). D grubu degerleri-
nin, EF ve GF gruplariyla karsilastirildiginda ise ista-
tistiksel anlamlilikla arttifi gozlenmistir (P=0.022,
P=0,009; Sekil 3n). Fukoidanin uygulama zamanlarina
bagli olarak, f-Akt ifadelerinde degisim olmamistir
(P=0.854; Sekil 3n).

Tartisma ve Sonug¢

Diyabet ve erkek infertilitesi arasindaki iligki; moleki-
ler mekanizmalardaki etkileri sebebiyle daha fazla

arastirmaya ihtiyag duyulan bir konudur. Diyabetin
uzun siireli komplikasyonlarinin ilaglarla tedavisi,
iilkelere agir bir ekonomik yiik getirdiginden; tedaviye
yonelik son caligmalarda, kan glukoz homeostazini
diizenleyici 6zelligi olan ve antioksidan igerigi yiiksek

dogal iiriinlere ilgi artmigtir®?,

Diyabetik birey veya deneklerde artmis kan glukoz
diizeylerinin, lipid peroksidasyonunu ve serbest radi-
kal olusumunu arttirdig1, antioksidan savunma sistem-
lerindeki yetersizliklerle birlikte, organizmalarda artan
oksidatif stresin c¢esitli komplikasyonlara yol actig1
ileri siriilmektedir®™?’. Oksidatif stresin artmasiyla
birlikte, diyabetik testis doku kesitlerinde histolojik
olarak; spermatogenik seri hicrelerinde organizasyon
bozuklugu, hiicresel vakuolizasyonlar, gelisimini
tamamlayamadan tibil limenine dokilen hicreler,
bazi tiibiillerde ¢ok niikleuslu dev hiicreler ve tiibiil
bazal membranlarinda kalinlasmalar izlenmistir®®>*,
Diyabetik testis dokularinda izlenen histopatolojik
degisimlere fukoidan etkisini, farkli zamanlarda bag-
layarak tespit etmek istedigimiz bu g¢aliymada; GF
grubuna nazaran, EF grubu yani diyabet indiksiyo-
nuyla birlikte baslanan fukoidan uygulamasinin, daha
etkili oldugu gbzlenmistir. Elde edilen sonuclar, testis
dokusunda diyabetin etkileri olustuktan sonra fukoi-
danin; daha yiiksek dozlarda ve/veya daha uzun zaman
araliklarinda kullanilmasi gerektigini diigiindiirmekte-
dir.

Diyabetik testis dokularinda hiicre proliferasyonlarinin
azaldigi, daha once yapilan c¢alismalarda bildirilmis-
ir®3%3 K grubuna kiyasla, diyabetik tiim gruplarda
hiicre proliferasyon indekslerinin azalmasi, o6nceki
caligmalarla uyumlu bir bulgudur. Calismamizda sap-
tanan, D grubuna gore EF ve GF gruplarindaki hiicre
proliferasyon artislari, fukoidamin etkinliginin bir
kanit1 olarak goriilebilir. Diyabetik testis dokularinda
artan oksidatif stres, hiicre organelleriyle birlikte
DNA’ya da zarar vermektedir. Mitokondriden sitok-
rom C salinmasina, kaspazlarin aktivasyonuna ve tiim
bunlarin sonucunda apoptozun indiiksiyonuna neden
olmaktadir®”®. Diyabetin sebep oldugu testikiiler
disfonksiyon ile apoptozisin yakin iligkili oldugu ve
oksidatif stresin, apoptozisi indiikledigi caligmalarda
bildirilmigtir®**4°,

JNK; c-jun fosforile eden, serin/theronin protein ki-
nazdir. inflamatuvar sitokinler ve serbest yag asitle-
riyle aktiflesir ve insiilin etkinligini bozar**. INK’nin
terapdtik inhibisyonu; inflamatuvar kemik hastaliklari,
artrit ve miyokardial inflamasyon gibi ¢esitli inflama-
tuvar hastaliklarda klinik yarar saglamaktadir™. Diya-
bet gibi bircok hastalik sebebiyle olusan doku hasarla-
rinda artan oksidatif stres sonucunda, ROS araciligiyla,
JNK aktiflesir ve kaspazlarin aktivasyonuyla da apop-
tozis artar****. Grubumuzun 6nceki calismalarinda
da, f-JNK ifadesinin diyabetik testis dokusunda arttig1
ve JNK inhibitéri (SP600125) kullandigimizda ise f-
JNK ifadesiyle birlikte, apoptozisin de azaldigi tespit
edilmistir®*,
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Fukoidanin, JNK inhibitorii roliinii vurgulayan calis-
malardan®**"*® yola ¢ikarak, diyabet indiiksiyonundan
hemen ya da 15 gun sonra, fukoidan uygulamaya
basladigimiz ¢aligmamizda; diyabet grubuna gore,
antioksidan uygulanan gruplarda f-JNK ifadesinin
istatistiksel bir anlamlilikla azaldigi g6zlenmistir.
Renal iskemi reperflizyon modeli olusturulan bir ¢a-
lismada, fukoidan uygulanmasiyla apoptozisin,
MAPK sinyal yolunun inhibisyonuyla azaldig: ileri
siiriilmiistiir®®. BV2 mikroglia hiicre serisinde, lipopo-
lisakkaridlerin neden oldugu proinflamatuvar mediya-
torlerin Uretimi Gzerine fukoidan etkilerini arastiran
bir ¢aligmada ise NF-kB ve JNK (MAPK) sinyal yo-
laklarinin inhibe oldugu ve ayni zamanda da Akt’nin
de aktivasyonu 6ne siiriilmiistiir*®,

Spermatogenez ve steroidogenezin de dahil oldugu
pek cok mekanizmada rol oynayan proinflamatuvar
sitokinler olan TGF-B1, IL-1p ve Akt’nin diyabetik
testis  dokusundaki ifadeleri, Roy ve ark.
(2014)’larmin ¢aligmalarinda gésterilmistirzs. TGF-p1
ve IL-1B ifadelerinde tespit edilen artisa karsin, Akt
ifadesinin diisiik oldugu ve bu etkilerin, diyabetik
testis dokusunda artan ROS’un stimilasyonu ve sis-
temik immun fonksiyonlardaki yetersizliklerin birlikte
etkisiyle meydana geldigi diisiiniilmektedir. Calisma-
mizda diyabetik testis dokularinda TGF-B1 ifadesinde
saptanan artig, Salama ve ark. (2001)’larinin ¢alisma-
lariyla da uyumludur. Bu artisin; testis fonksiyonlari,
spermatogenez ve azalan serum testosteron diizeyleri-
nin pozitif korelasyonuyla miimkiin olabilecegi bildi-
rilmistir™. Hong ve ark. (2011), karaciger dokusunda
fibrozisin neden oldugu ROS’la birlikte artan TGF-p1
ifadesinin, fukoidan uygulamasiyla azaldigini vurgu-
lamislardir®. Yine ayni ¢alismada, IL-1p diizeylerinin
de azaldig ileri siiriilmiistiir. Fukoidan uyguladigimiz
gruplarda; TGF-B1 ve IL-1p ifadelerindeki azalmayi,
inflamasyon ve oksidatif stresin azalmasiyla izah
edebiliriz.

Calismamizda f-Akt ifadesinin, diyabet grubu testis
kesitlerinde, kontrol grubuna kiyasla azaldigt; ancak D
grup degerlerine gore, fukoidan uygulanan gruplarda
anlamli artislarin oldugu tespit edilmistir. Roy ve ark.
(2014)’larmin  galigmalarinda diyabetik testis doku-
sunda, ferulik asit gibi giiclii bir antioksidanin uygu-
lanmasiyla Akt ifadelerinde izlenen artiglar, bizim
bulgularimizla da Ortiigmektedir. Antioksidan uygu-
lanmasiyla Akt ifadelerinde izlenen bu artigin; farkl
stres sinyalleriyle artan apoptozisden, hucreleri kur-
tarmak amactyla ortaya ¢iktig1 diisiincesindeyiz. An-
cak Guo ve ark. (2016), tip 1 diyabet olusturarak,
insiilin ve telmisartanin diyabetik testis dokusundaki
etkilerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda, diyabetik grup-
ta Akt ifadesinin arttigini, ancak insiilin ve telmisartan
uygulanan gruplarda azaldigmi ileri siirmiislerdir®.
Akt ifadesinin; fukoidan uygulamalariyla azaldig,
farkli doku, hiicre serisi ve deneysel hastalik modelle-
rinde de gosterilmistir'’“®4°,
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Leydig htcre fonksiyonunun bir gostergesi olan tes-
tosteron diizeylerinin yani sira, son yillarda INSL3;
yeni bir biyobelirtec olarak dikkat cekmektedir®®®.
Caligmamizda, immunohistokimyasal olarak deger-
lendirdigimiz INSL3 ifadesinin, diyabetik testis doku-
sunda azaldig1 tespit edilmigtir. Diyabetik bireylerde
Leydig hiicre disfonksiyonu sebebiyle, serum INSL3
seviyelerinin azaldigini gosteren galigmalara ragmen®
8 tip 2 diyabetli hastalarda serum INSL3 diizeylerinin
degismedigini ve ayrica testosteron diizeyleriyle,
INSL3 degerleri arasinda bir korelasyon olmadigini
savunan calismalar da bulunmaktadirs,. Fukoidan
uyguladigimiz gruplarda tespit edilen INSL3 ifadesin-
deki artiglarin, bu gruplardaki histopatolojik hasarlar-
daki iyilesmeler de g6z Oniine alinarak, fukoidanin
koruyucu etkileriyle agiklanabilecegi kanisindayiz.

Fukoidanin; molekiiler diizeyde etkili olabilen gii¢lii
bir antioksidan oldugunu gdsteren arastirmalar, calis-
mamizin basladig1 giinden bugiine kadar giincelligini
korumaktadir. Ozellikle diyabetik testis dokusundaki
etkinliklerini degerlendirdigimiz bu calismada; sper-
matogenik seri hiicre proliferasyonlari, INSL3, JNK
ve proinflamatuvar sitokinler olan TGF-B1, IL-1p ile
Akt ifadelerinin degerlendirilmesiyle, literatiire 6nemli
bir katki saglandig1 kanisindayiz.

Yurtdiginda lisansh olarak tiiketici kullanimina sunu-
lan fukoidanin, grubumuz ve diger arastirmacilar
tarafindan yapilacak caligmalarla da desteklenerek,
diyabetik erkek infertilite tedavisinde ya da infertilite-
den korunmak amaciyla kullanimlarmin mimkin
olabilecegi goriisiindeyiz.
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