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Diyabetik Sican Testis Dokusunda Ghrelin Ekspresyonunun Arastirilmasi

OZET

Ghrelin, cesitli fonksiyonlara sahip, GH salgilatict reseptorin  (GHS-R) endojen
ligandidir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda ghrelinin tireme organlarin iizerine fonksiyonlara
sahip oldugu ortaya konmustur. Bu calismada sican testisinde diyabet ile GHS-Rla gen
ekspresyonu ve ghrelin arasindaki iligki arastirildi.

Bu calismada 40 adet erkek Wistar albino sican 4 gruba ayrildi: kontrol, bir, iki ve ii¢
aylik diyabetik sicanlar. Diyabet STZ (40mg/kg i.p) ile olusturuldu. Sicanlar ketamin
anestezisi altinda dekapite edildi ve testis dokular1 c¢ikarildi. Serum FSH, LH ve testesteron
seviyeleri, doku ghrelin ve GHS-R mRNA seviyeleri ile ghrelin ekspresyonlar1 ve
histopatolojik hasar skorlar1 karsilastirildi.

Diyabetik sicanlarda serum FSH seviyesi artarken, LH ve testosteron seviyeleri,
seminifer tiibiil caplar1 ve testikiiler biyopsi skorlarinda énemli derecede azalma goriildii. Tk
basta kisa siireli diyabetik sicanlarda ghrelin ve GHS-R1a gen ekspresyonlarinda ve ghrelin
immiinohistomkimya skorlamarinda artis gozlenirken, uzun vadeli diyabetik sicanlarda
azalma gozlendi fakat bu fark anlamli bulunmadi.

Sonug olarak testis dokusundaki ghrelin ekspresyonu, diyabetik sicanlarda serum

gonodotropin seviyeleri ve diisiik enerji diizeyleri ile diizenlenmektedir.



The Investigation of Ghrelin expression on Diabetic Rats’ Testes Tissue

ABSTRACT

Ghrelin, the endogenous ligand for the GH secretagogue receptor (GHS-R), has various
functions. Recent studies have implicated the peripheral actions of ghrelin in reproductive
tissues. In this study we investigated the relationship between diabetes and ghrelin and GHS-
R1a gene expression in the testes of rats.

A total of 40 male Wistar albino rats were divided into four groups: control, one, two,
and three months diabetic rats. Diabetes was induced STZ (40mg/kg i.p). The rats were
decapitated under ketamine anesthesia and their testes tissues were removed. Serum FSH, LH,
and testosterone levels, tissue ghrelin and GHS-R mRNA levels, ghrelin expression, and
histopathological damage scores were then compared.

The serum FSH levels was increased and the serum LH and testosterone levels, mean
seminiferous tubule diameter and mean testicular biopsy score was decreased significantly of
the diabetic rats. The ghrelin and GHS-Rla gene expression and ghrelin
immunohistochemistry score first increased in short-term diabetic rats, then decreased in long-
term diabetic rats; however, these differences were not significant.

In conclusion, ghrelin expression in testis tissue is regulated both serum gonodotropin

levels and negatives energy status in diabetic rats.



GIiRiS / AMAC VE KAPSAM

Diabetes Mellitus diinya niifusunun yaklasik %1-2’sini etkileyen ve prevalansi giderek
artan bir hastaliktir. Bu saymin 220 milyon civarinda oldugu tahmin edilmektedir. Diyabetik
hastalarda doku ve organlarda biyokimyasal, morfolojik ve fonksiyonel bir takim degisiklikler
meydana gelir. Akut donemde olusan metabolik bozukluklar yasami tehdit edecek diizeyde
hatta oliimciil olabilir. Bugiin i¢in asil sorun uzun siirede olusan, diyabetin kronik mikro ve
makrovaskiiler komplikasyonlaridir. Diyabetin vaskiiler komplikasyonlar1 biitiin diinyada en
onemli morbidite ve mortalite nedeni olmay1 siirdiirmektedir. Bir¢ok arastirmaci diyabetin
kronik komplikasyonlar iizerine yogun caligmalar yiiriitmektedir. Bu komplikasyonlardan biri
de infertilite ile sonuclanan testisler {izerine olmaktadir. Diyabet erektil disfonksiyon,
retrograt ejakulasyon, testikiiler hormon ve semen kalitesinde azalma ile iliskilidir.
Streptozotosin ile olusturulan diyabetik sicanlarin testis dokusunda apoptozisin arttigi da rapor
edilmektedir.

Ghrelin biiyiime hormonu salgilanmasi, istah, gida alimi, karbonhidrat metabolizmast,
gastrointestinal sistem, kardiyovaskiiler sistem, hiicre proliferasyonu ve reproduktif sistem
tizerine etkileri olan bir hormondur. Ghrelinin reproduktif sistemde direkt etkisinin ne
oldugunun smirlar1 tam olarak bilinmemektedir. Ureme sistemi iizerine olan ekstragonadal
etkilerinin oldugu da bildirilmistir. Invitro olarak liiteinizan hormon (LH) sekresyonunu
suprese ettigi ve gonadotropin releasing hormon (GnRH)’a LH yanitin1 azalttigi gosterilmistir.
Ozetle lokal veya sistemik olarak enerji dengesini ve iireme sistemi arasindaki dengeyi kurar.
Diyabet enerji dengesinin bozuldugu 6nemli metabolik hastaliklarindan biridir. Ghrelinin
olas1 reproduktif etkileri iizerine yanitsiz pek ¢ok soru vardir. Yanitsiz sorulara 151k tutmasi
amaciyla bu caligmada diyabetik sicanlarin testis dokularinda ghrelin ekspresyonunun nasil
etkileneceginin amaglandi. Bu calismada diyabetin testis dokusunda olusturdugu hasarlar

belirlemek icin Oncelikle deney hayvanlarinin agirliklari, testis agirliklar, kan glukoz



diizeyleri Olciildii. Johnsen tiibiiler biyopsi skoru ile testis histopatolojisi degerlendirildi.
Ayrica ELISA yontemiyle plazma FSH, LH ve Testosteron sevileri belirlendi. Diyabetin testis
dokusundaki ghrelin ekspresyonunu nasil etkiledigini belirlemek i¢in ise immunohistokimya

ve Real Time PCR yontemi kullanildi.



GENEL BILGILER

Ghrelin temelde serin 3 n-octanoylation iceren 28 amino asitli bir peptiddir (1). Ghrelin
bliylime hormonu salgilatan reseptoriin  (GHS-R) dogal bir ligandidir. Ghrelin ve GHS-R
beyin, bobrek, mide, pankreas ve testis gibi ¢ok ¢esitli dokularda eksprese olur (2). Bu
molekiil aslinda insan ve sican gibi cesitli tiirlerde in vivo ve in vitro calismalarda GH
sekresyonuna sebep olmasiyla kesfedilmistir (3, 4). Onceki calismalar ghrelinin bircok
endokrin ve endokrin olmayan biyolojik sahip oldugunu ortaya koymustur. Bu biyolojik
etkilere, laktotropik, kardiotropik ve gonodotropik eksende; metabolik ve kardiovaskiiler
etkiler; gastrik motilite ve asit sekresyonunun diizenlenmesi; pankreatik insiilin sekresyonu ve
modiilasyonu, glukoz metabolizmasinin diizenlenmesi ve farkli doku ve tiimorlerdeki hiicre
proliferasyonu dahildir (5, 6).

Onceki  calismalarda  ghrelinin  iireme  fonksiyonlarinin  farkli  yonlerinin
diizenlenmesinde rol alabilecegi belirtilmistir. Dolagimdaki ghrelinin hipotalamus-hipofiz
gonadal ekseninde (HpgA) farkli seviyelerde etkilemketedir, hem gonadotropin salgilatici
hormonun (GnRH), folikiil stimiile edici hormonun (FSH) ve liiteinizan hormonun (LH)
tiretilmesine hemde bunlarin salgilanmasina katilir (7, 8). Ayrica ghrelin ve onun islevsel
reseptOriiniin ovaryum, uterus, prostat ve testis gibi iireme organlarinda eksprese oldugu
gosterilmistir (9-11). Bu benzer gii¢lii ekspresyonun ayni1 anda birden fazla yerde olmasi, lokal
olarak iiretilen ghrelinin farkli dokulardaki parakrin ve otokrin diizenleyici etkilerinin
olabilecegi anlamina gelir (12).

Streptozotosin (STZ) pankreasin insulin salgilayan hiicrelerinde hasar olusturarak
diyabete neden olan bir antibiyotiktir. Streptozosinle indiiklenmis diyabetli si¢anlarda viicut
agirhiginda azalma goriilmiis ve hiperfaji, hiperglisemi ve hipoinsulinemi ortaya ¢ikmustir.
Ayrica STZ ile indiiklenmis diyabetli siganlarda plazma ghrelin seviyelerinde ve gastrik

prepoghrelin mRNA ekspresyon seviyelerinde artis oldugu bildirilmistir (13). Buna ragmen



hicbir ¢alismada STZ ile indiiklenmis insiilin bagimli diyabetli sicanlarin testis dokusunda
ghrelin ekspresyonu gosterilmemistir. Bu ¢alismada STZ ile indiiklenmis diyabetli sicanlarda
ghrelin ve ghrelin reseptor diizenlenmesi arasindaki iliski ELISA, RT-PCR ve

immiinohistokimyasal tekniklerle arastirildi.

10



GEREC VE YONTEM

Hayvanlar

Bu calismada Erciyes Universitesi Hakan Cetinsaya Deneysel ve Klinik Arastirma
Merkezinde yetistirilen ergin erkek Wistar albino tiirii sicanlar kullanildi. Kafesler icinde iyi
havalandirilmig bir ortamda tutulan si¢anlar dogal fotoperyotlarinda 12 saat aydinlik —karanlik
dongiiye maruz birakilarak istenildigi kadar yem ve suya erisimlerine izin verildi. Biitiin
hayvanlar, Ulusal Bilim Akademisi tarafindan hazirlanan ve Saghk Ulusal Enstitiisii
tarafindan yayimlanan 'Laboratuvar Hayvanlar1 Bakim ve Kullanim Kilavuzu’nda' belirtilen
kriterlere gore yetistirildi. Yerel etik kuruldan deney hayvanlari kullanimi i¢in etik kurul
raporu alind1 ve etik diizenlemeler deneyler sirasinda hayvan refahinin korunmasi icin ulusal
ve kurumsal kurallara uygun olarak takip edildi (Public Health Service (PHS), 1996). Si¢canlar
her grupta on sican olacak sekilde 4 gruba ayrildi.

Grup I: kontrol grubu;

Grup 2: bir aylik diyabetik si¢anlar;

Grup 3: iki aylik diyabetik sicanlar;

Grup 4: ii¢ aylik diyabetik sicanlar.

Sicanlarda diyabet, hayvanlar bir gece a¢ birakildiktan sonra intraperitonel STZ (40
mg/kg) enjeksiyonuyla (n=30) olusturuldu; kontrol grubuna ise fizyolojik serum (n=10)
enjekte edildi. Hiperglisemi, STZ enjeksiyonundan 72 saat sonra, kuyruk damarindan
glukometre ile kan glikoz diizeyleri ol¢iilerek onaylandi. Hayvanlar ortalama plazma glikoz
seviyeleri 250 mg/dI’nin {izerinde ise diyabetik kabul edildi. Glisemi STZ enjeksiyonundan
sonra 4, 8 ve 12. haftalarda hayvanlar oldiiriilmeden Once tekrar teyit edildi.

Deney siiresi sonunda hayvanlar intraperitoneal ketamin (75 mg / kg) + ksilazin (10 mg /

kg) anestezi altinda dekapite edilerek oldiiriildii. Dekapitasyondan sonra testis dokular1 hizla
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cikarildi. Testis dokularinin bazilar1 RT-PCR analizi i¢in kullanildi ve diger dokular i¢inde
histolojik prosediirler uygulandi.

Serum Testesteron Seviyeleri

Serum testesteron diizeyi kit iiretici tarafindan verilen standart protokole gére ELISA
yontemi ile CUSABIO Sican Testosteron (T) Elisa kiti (ELISA CSB-E05100r, 96 Wells kit,
CUSABIO Biotech CO., LTD, Whuan, Hubei, P.R.China) kullanilarak olciildii. Kitin
duyarligi 0,06-25,6 ng / ml idi.

Serum FSH Seviyeleri

Serum FSH diizeyi kit iiretici tarafindan verilen standart protokole gére ELISA yontemi
ile CUSABIO Sican Folikiil Uyarict Hormon (FSH) Elisa kiti (ELISA CSB-E06869r, 96
Wells kit, CUSABIO Biotech CO., LTD, Whuan, Hubei, P.R.China) kullanilarak ol¢iildii.
Kitin duyarligi 0.4mIU/ml-100mIU/ml idi.

Serum LH Seviyeleri

Serum LH diizeyi kit iiretici tarafindan verilen standart protokole gére ELISA yontemi
ile CUSABIO Si¢an Luteinizan Hormon (LH) Elisa kiti (ELISA CSB-E12654r, 96 Wells kit,
CUSABIO Biotech CO., LTD, Whuan, Hubei, P.R.China) kullanilarak ol¢iildii. Kitin
duyarligi 0.15mlU/ml-60mlU/ml idi.

Histopatolojik Degerlendirme

Testikiiler dokular bir histolog tarafindan standart 151k mikroskobunda rastgele secilerek
degerlendirildi. Ortalama seminifer tiibiil capt (MSTD) mikrometre ile Ol¢iildii (Analiz LS
Arastirma Programi). Testis dokusundaki hisopatolojik degerlendirme i¢in daha once Jhonsen
(14) tarafindan tanimlanmis olan ortalama testis biyopsi skoru (MTBS) kullanild1 (Tablo 1).
Testis basina 20 den fazla seminifer tiibiill degerlendirildi. Bu sistemdeki siniflandirmada

testikiiler dokunun seg¢ilen her boliimiindeki biitiin tiibiillerin her biri sistematik olarak 1 ila 10
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arasinda skorlanarak degerlendirilmektedir. Spermatogenez skorunun tamami ¢ok sayida
spermatozoa varken 10 olarak degerlendirilir.

Tablo 1: Johnsen Testikiiler Biyopsi Skorlamas1 (MTBS).

Skor Histolojik Bulgular Skor Histolojik Bulgular
1 Tiibiiler kesitte hicbir hiicre yoktur. 6 Az sayida (5/ tiibiil) spermatid mevcuttur.
Farklanma isareti olmaksizin fazla sayida
2 Sadece sertoli hiicreleri vardir. 7
spermatid vardir.
3 Germ  hiicreleri  olarak  sadece 3 Olgun  spermatozoa  olmaksizin  geg
spermatogonyumlar vardir. spermatidler mevcuttur.
4 Az sayida (5/ tiibiil) spermatosit vardir. | 9 Az sayida (5/ tiibiil) spermatozoa vardir.
Fazla sayida spermatozoanin goriildiigii tam
5 Fazla sayida spermatosit mevcuttur. 10
spermatogenez mevcuttur.
Immiinohistokimya

Ghrelin ekspresyonu testislerde tavsan polikolanal antikoru (sc.50297 Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA) kullanilarak streptavidin-biotin teknigiyle immiinohistokimyasal
olarak degerlendirildi. Prosediir biitiin kesitler i¢in ayni kosullar altinda uygulandi. Parafin
kesitler (5 um) ksilen ile deparafinize edildi. Kesitler deiyonize su ile rehidrate edildi ve
antijen kazanimi i¢in 95 °C’de 0.01 M sodyum sitrat buffer ile 5 dakika muamele edildikten
sonra hizli bir sekilde oda sicakligina alinarak 20 dakika boyunca sogutuldu. Sonra kesitler
fosfat tamponu (PBS) ile yikandi ve endojen peroksidaz aktivitesini engellemek icin 10
dakika boyunca metanol icinde 1% H,0O, inhibe edildi. Kesitler daha sonra %5’lik serum
blokaj1 ile nonspesifik boyanmay1 engellemek i¢cin muamele edildi. Histolojik kesitler 4 °C’de
gece boyunca %>5’lik serum blok ile diliie edilen Spg/ml poliklonal ghrelin antikoru ile inkiibe
edildi. Daha sonra kesitler PBS ile yikandi ve biyotinli sekonder antikor ile inkiibe edildi.

Sonra immiinrekasiyon streptavidin-avidin—biotin kompleksi ile giiclendirildi ve kesitler 3,3
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P-diaminobenzidin tetrahidroklorid (DAB) ile muamele edildi ve hematoksilenle zit boyama
yapildi. En az alti kesitin her birinin on farkli alan1 goriintiilendi. Pozitif ve negatif
kontrollerde incelendi.

Real Time PCR Reaksiyonu (RT-PCR)

Total RNA 20-30 mg testis dokusundan iireticinin protokolii izlenerek MO Bio kit (MO
Bio, Solana Beach, CA, USA cat.:15000-50) kullanilarak izole edildi. Ters transkripsiyon,
heksamer ve oligo-dT primerler ve Transkriptor High Fidelity Reverse Transcriptase (Roche,
REF: 05081955001; Version 6.0) iireticinin protokoliine gore kullanilarak gerceklestirildi
(reaksiyon bagina lug izole edildi). Elde edilen cDNA LightCycler® 480 Probes Master
(Roche, REF: 04707494001; Version 09) kullanilarak kantitatif RT-PCR reaksiyonuna tabi
tutuldu ve ghrelin, ghrelin reseptorii ve housekeeping genler Universal ProbeLibrary Probes
(Roche, Applied Sciences, Manheim, Germany) ile belirlendi (Tablo 2). URL problar 5’
ucundan flouresan (FAM) ile 3’ ucundan ise dark quencher boyasi ile etiketlendi. UPL testleri
flouresan (FAM) veya SYBR gren 1°i tespit edebilen tiim RT-PCR cihazlar ile uyumlu idi.
Ghrelin ve ghrelin reseptorii i¢in problar FAM boyasi ile isaretlendi. Sicanlarin gliseraldehid-
3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) cogaltilmasinda, incelenen RNA Orneklerinin endojen
normallestirmesi ve kalitesi i¢in housekeeping/ referans gen olarak kullanildi. GAPDH FAM
ile isaretlendi boylece ghrelin ve GHSR’nin aynmi reaksiyon i¢inde cogaltildigi kabul edildi.
Reaksiyon 45 siklusta LightCycler® 480 II (Roche) iizerinde yiiriitiildii ve reaksiyon sonuglari
Efficiency corrected Advanced Relative Quantification algorithm on LightCycler® 480 SW
1.5 software ile analiz edildi. Reaksiyon sartlar1 soyleydi: 5 dakika 95 C’de denatiirasyon, 50
C’de 15 dakika primerlerin baglanmasi, 72 C’de 10 dakika uzama. biitiin 6rnekler iki kez test

edildi.
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Tablo 2. Primer sekanslar1 ve qRT-PCR icin kullanilan UPL problarinin ID numarasi.

Organiz Gen ID Primer Sekans Reverse Primer L
Semb Gen Agiklamasi . .. . . Prob
ma . Testi  Yonlendirmesi Sekansi
olii No
R. Gapd
norvegi o P gliseraldehit-3- 5023 AAAGCTGTGGC TTCAGCTCTGGG
cus fosfat dehidrogenaz 03 GTGATGG ATGACCTT 26
Aclik diizenleyici
norveei  Ghl hormon Prekiirsorii
cus g (biiytime hormonu 5039 GGAGGAGCTGG GCTGGTACTGA
salgilatici) 35 AAATCAGGT GCTCCTGACA 148
R. Biiyime hormonu
norvegi Ghsr salgilatic1 reseptor 5038 CCAGAACCACA CGAAGGACTTG
cus Tip 1 (GHS-R) 31 AGCAGACAG GAAAAGAGGT 71
Istatistiksel Analiz

Tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve post hoc Tukey testi gruplar arasindaki farki
belirlemek icin kullanildi. Sonuglar + SE olarak sunulmustur. p<0.005 degerleri istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. SPSS / PC programi (Siiriim 15.0; SPSS, Chicago, IL) istatistiksel

analiz icin kullanildi.
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BULGULAR

STZ ile muamele edilmis 4, 8 ve 12 haftalik periyotlardaki sicanlarin nihai kan glikoz
diizeyleri kontrol grubuna gore oldukca yiiksek tespit edildi (Tablo 3; P<0.001).
Baslangigtaki viicut ve testis agirhigi tiim gruplarda benzerdi. Fakat iki ve ii¢ haftalik diyabetik
sicanlarda son viicut ve testis agirhiginda kontrol grubuna gore onemli derecede azalma
gozlendi (Tablo 3; P<0.05).

Tablo 3: Kontrol ve streptozotosin (STZ) ile indiiklenmis diyabetik sicanlarin kan

glukoz diizeyleri, viicut agirliklari, testis agirliklari.

Viicut Agirhg: (g) Testis Agirhgr  Serum Glikoz (mg/dl)

(mg)
Kontrol 286.1 + 13.6 1.34 +0.23 106.10 +2.51
Bir Aylik 269.9 + 8.6 1.18 £0.37 485.90 + 36.07*
iki Aylik 169.6 + 15.5* 0.85 +0.73* 509.10 + 32.86*
Uc¢ Aylik 203.2 £ 13.7* 0.98 +0.62* 453.71 +30.61*

Degerler ortalama olarak ifade edilir + SE. *P < 0.05 kontrol grubu ile
karsilastirlldiginda, **P < 0.001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda

Serum Hormon Bulgulari

Serum FSH, LH ve testesteron seviyelerindeki degisiklikler Sekil 1’de gosterilmistir.
Diabetik sicanlarin serum FSH seviyeleri kontrol sicanlara gére daha yiiksek bulundu. Iki
aylik diyabetik sicanlarin serum FSH seviyeleri kontrol grubuna gore énemli dlciide yiiksek
iken; bir ve {i¢ aylik diyabetik si¢anlarin serum FSH seviyeleri kontrol grubuna gore anlamh
derecede bir farklilik gostermedi. Serum LH diizeyleri iki ve ii¢ aylik diyabetik sicanlarda
kontrol grubuna gore 6nemli Olgiide azaldi. Serum testosteron seviyeleri de iki ve ii¢ aylik

diyabetik sicanlarda kontrol grubuna gore anlamli olarak azalma gosterdi.
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Sekil 1: Kontrol ve streptozozosin (STZ) indiiklenmis diyabetik sicanlarda serum
FSH, LH ve Testosteron seviyeleri. *P < 0.05 kontrol grubu ile karsilagtinldiginda, **P <
0.001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda.
Histopatolojik Bulgular
Kontrol grubu testis dokular1 normal testikiiler yapidaydi ve diizenli seminifer tiibiil
morfolojisi ile normal spermatogenezis ve primer ve sekonder spermatosit, spermatid ve

spermatozoa varlig1 gosterdi. Her grubun testisleri icin MSTD ve Johnsen’in MTBS degerleri
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Tablo 4’de gosterildi. STZ ile indiiklenmis diyabetik sicanlarin testis dokularinin MTBS ve
MStTD degerlerinin kontrol grubunun degerlerine gore istatistiksel olarak anlamli derece
disiik oldugu gozlendi. Sicanlar daha uzun siireli diyabet oldugunda MSTD ve MTBS
degerleri daha da diisiiktiir.

Tablo 4: Kontrol ve streptozotosin (STZ) ile indiiklenmis diyabetik sicanlarin seminifer

tiibiil ¢ap1 ortalamalar1 (MSTD) ve testikiiler biyopsi skoru ortalamalari.

MTBS MSTD (um)
Kontrol 9.4620.07 387.3646.25
Bir Aylik 8.2120.33% 323.7946.65%*
iki Aylik 6.8320.37%* 287.1249.84%x
Uc Aylik 5.5820.447% 268.20+11.67%*

Degerler ortalama olarak ifade edilir + SE. *P < 0.05 kontrol grubu ile
karsilastirlldiginda, **P < (0.001 kontrol grubu ile karsilastirildiginda

Imiinohistokimyasal Bulgular

Her grubun testis dokular1 icin ghrelin proteinin hiicresel ekspresyon ozellikleri
immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. Ghrelin immiin boyanmasi tiim gruplarda
Leydig hiicrelerinde tespit edildi (Sekil 2). Testislerde test edilen ghrelin i¢cin boyanma
yiizdesi Image-J software programi kullanilarak o6l¢iildii. Ghrelin ekspresyonunun boyanma

yiizdesi £SE) tiim gruplarda benzer bulundu (Sekil 3).
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Sekil 2. Diyabetin testisteki ghrelin ekspresyonuna etkileri (A) Kontrol (B) Bir aylik

diyabet (C) iki aylik diyabet; (D) Ug aylik diyabet (E) Negatif kontrol (Ug aylik diyabet) (F)
Pozitif kontrol: mide dokusundaki ghrelin immunopozitif hiicreler. Ghrelin ekspresyonunun

tiim gruplarda benzer oldugu gozlendi. Kesitler immiinperoksidazla boyandi.
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RT-PCR Bulgulan

Testislerde ghrelin ve ghrelin reseptorii mRNA ekspresyon seviyeleri RT-PCR
kullanilarak ol¢iildii. Bir aylik diyabetik sicanlarda GHS-R ve ghrelin yiiksek seviyelerde
gozlenirken bunu takiben iki ve ii¢ aylik diyabetik sicanlarda kontrol grubuna gore azalma

gozlenmistir. Farkli gruplarda bu genlerin ekpresyon seviyeleri farkli olmasina ragmen bu fark

anlamli bulunmadi (Sekil 3).
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Sekil 3: Kontrol grubu ve streptozotosin (STZ) ile indiiklenmis diyabetik sicanlarin
testis dokularinda ghrelin-immiinpozitif hiicrelerin histoskorlamasi ve ghrelin mRNA ve

ghrelin reseptoriiniin mRNA ekpresyon seviyeleri.
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TARTISMA VE SONUC

Giderek artan kanitlar tireme fonksiyonlar1 ve enerji kontrol mekanizmalar1 arasindak
yakin iligkiyi gostermektedir (15). Ghrelin ekspresyonu insan ve si¢anlarin olgun Leydig
hiicrelerinde gosterilebilmistir. Bu nedenle fonksiyonel ghrelin reseptoriiniin (GHS-R tip 1a)
ekspresyonu Sertoli ve Leydig hiicrelerinde ortaya konmustur (9,16) . Diger taraftan seminifer
tiibiillerde GHS-R1a ‘nin gii¢lii ekspresyonu, seminifer epitelin ghrelin etkinligi i¢in hedef
olabilecegini ve dogrudan seminifer tiibiil fonksiyonlar1 ile diizenlendigini diisiindiirmektedir
(16). Bununla beraber ghrelinin gonadal fizyolojiyi, beyin ve hipofizden salinan iireme
faktorlerinin sentezi ve salimmim etkileyerek iiremeyi diizenledigi diisiiniilmektedir (17).
Ghrelinin 10 giin boyunca giinliik subkutan enjeksiyonu germinal epitel kalinligi, seminifer
tiibiil cap1 ve spermatogonial olmayan hiicrelerde azalmaya neden olmustur (18). Bu ghrelinin
testiste inhibitor etkisi oldugunu diisiindiirmektedir. Ghrelin intratestikiiler enjeksiyonu
Leydig hiicrelerinin proliferatif etkinligini inhibe etmistir. Ayrica ghrelinin si¢anlarda in vivo
ve in vitro Leydig hiicre gelisimi ve spermatogenesizin 6énemli bir diizenleyicisi olan kok
hiicre faktoriiniin ekspresyonunun inhibe ettigi bildirilmistir (11). Bu sonuclara dayanarak agik
bir sekilde ghrelin iiremenin diizenlenmesinde gonadal steroidogenesis, gonodal morfoloji ve
gonadal faktorleri ayarlamaktadir (19). Bu calismada testislerde ghrelin ve ghrelin
reseptoriiniin - ekspresyonu belirlendi. Ghrelinin Leydig hiicrelerindeki orta derecede
ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak gozlendi. Ghrelin ekspresyonunun yalnizca Leydig
hiicrelerinde goriilmesi 6nceki ¢alismalarla uyumludur.

Diyabetik durumun deney hayvanlarinda erkek {ireme aktivitesini baskiladigi ve
infertilitenin erkek diyabetik sicanlarda sik goriillen bir komplikasyon oldugu kabul
edilmektedir. Diyabet testikiiler agirlikta, sperm sayisinda ve hareketliliginde, testosteron
seviyesinde azalmaya ve siklikla anormal spermatogenesize neden olmaktadir (20, 21).

Ghrelinin plazma seviyesi enerji dengesinin diizenlenmesinde rol alan beslenme durumundan
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etkilenir. Uremenin hormonal diizenlenmesi multifaktoriyeldir ve iireme basaris1 enerji
durumuna baghdir. Bir orexigen olan ghrelinin enerji kazancinda 6nemli bir pozitif rolii
oldugu kanitlanmistir. Enerji durumu iireme kapasitesinin belirlenmesinde kritik bir faktordiir.
Biz literatiir taramamizda testiste grelin ekspresyonuna diyabetin etkisine bakan herhangi bir
calisma bulamadik. Biz diyabetik ve kontrol grubu sicanlarda testiste ghrelinin ekpresyonunu
caligmaya karar verdik c¢iinkii diyabette enerji dengesi bozulmustur ve ghrelinin enerji
dengesine katildig1 ve lireme sistemlerine eksprese edildigi bulunmustur.

STZ ile indiiklenmis diyabetik si¢anlar hayvan ¢alismalarinda kullanilan klasik diyabet
modelidir. STZ ile muamele edilmis sicanlarda viicut agirligi ve serum insiilin diizeyleri
azalirken kan glikoz diizeyleri 6nemli derecede artmaktadir. Bu bulgular ¢calismamizda STZ
enjeksiyonuyla diabetes mellitus indiiklenmesinin basarili oldugunu gostermektedir.

Ghrelinin serum ve doku seviyeleri iizerine diyabetin etkisini aragtiran bircok c¢alisma
mevcuttur. STZ ile muamele edilmis sicanlarda serum ghrelin seviyeleri 6nemli derecede
yilksek bulunmustur. Bununla beraber diyabetik sicanlarda farkli dokulardaki ghrelin
seviyeleri farklidir. Masaoka ve arkadaslar1 diyabetik sicanlarin midelerindeki propoghrelin
mRNA seviyelerinde artis gozlemlerken duedonum ve kolonda bir farklilik tespit
etmemislerdir (13). Ishii ve arkadaslar1 diyabetik sicanlarin midelerindeki ghrelin seviyesinde
onemli bir artis olmadigini belirtmislerdir (22). Biz bu ¢alismada ghrelin ve GHS-R1a gen
ekspresyonunda ve immiinohistokimya skorlamasinda ilk once kisa siireli diyabetik sicanlarda
artis gozlerken uzun siireli diyabetik sicanlarda azalma gozlemledik ancak bu fark anlamhi
degildi. Bir¢ok calismada gosterildigi gibi ghrelin seviyeleri {izerine diyabetin etkisi ¢esitli
dokularda farklilik gostermektedir.

Cesitli calismalarda ghrelin fonksiyonunun hedefi olarak HPG eksenine dikkat
cekilmistir. Ancak ghrelin ve gonodotropin seviyeleri konusunda celigkili veriler

bulunmaktadir. Ornegin ghrelinin intracerebroventikiiler uygulanmasi disi sicanlarin
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sikluslarindaki LH sekresyonunun onemli derecede inhibe edilmesine yol acar (15). Benzer
sekilde ergenlik doneminde ghrelinin giinliik enjeksiyonu LH seviyelerinde diisiise neden
olmustur (23). Diger bir ¢calismada gida-kisithi erkek sicanlarda ghrelin enjeksiyonunun tekrari
plazma LH ve T konsantrasyonlarinda onemli derecede azlamaya ve testis agirliklarinda
diisiise neden olmustur (24). Duran ve arkadaslar idiopatik hipogonadotropik hipogonadizm
(IHH) hastalarinda serum LH ve testosteron seviyeleri diisiik olanlarda serum ghrelin
diizeylerinin azaldigim1 gostermislerdir ve IHH’li hastalardaki diisiik ghrelin seviyelerinin
gonodotropinlerin diisiik seviyesinden kaynaklanabilecegini 6nermislerdir (25). Ilhan ve
arkadaslar1 serum testosteron seviyeleri arttiginda serum ghrelin seviyelerinin de Onemli
derecede arttigin1 gostermislerdir (26). Ishikawa ve arkadaslar1 Leydig hiicrelerindeki ghrelin
ekspresyonuyla serum testosteron konsantrasyonlarinin ters orantili oldugunu belirtmislerdir.
Ayrica ghrelinin direkt spermatogenezle iliskili olmadigin1 6nermislerdir (27). Bu ¢alismada
ghrelin seviyelerinin diyabetik sicanlarin testis dokularinda 6nemli derecede degismedigi ve
diisiik testosteron ve LH seviyelerinin diyabetten kaynaklandigi bulundu.

Bizim calismamizda diyabet ve kontrol grubu sican testislerinde ghrelin ve GHS-R1a
gen ekspresyonunun oldugu gosterilmistir. Hem serum gonodotropin seviyesi hem de negatif
enerji dengesi, testisteki ghrelin seviyesinin etkisiyle muhtemelen diyabet yoluyla
etkilenmektedir. Bir aylik diyabetik si¢anlardaki yiiksek ghrelin seviyesi muhtemelen diyabet
nedeniyle ortaya ¢ikan negatif enerji dengesinden kaynaklanmaktadir, bununla birlikte iki ve
ic aylik diyabetik sicanlardaki ghrelin seviyesinin sonradan diisiisii muhtemelen testislerdeki
ghrelin ekspresyonu {izerinde, diisiik serum gonodotropin seviyelerinin giiclii diizenleyici

etkisi nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir.
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