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1.  ÖZET 

KRONİK STRESİN FARE KAN-TESTİS BARİYERİ PROTEİN YAPISI VE 

GEÇİRGENLİĞİ ÜZERİNE ETKİSİNİN ARAŞTIRILMASI 

Stres, dünya genelinde 21. yüzyılın salgın hastalığı olarak görülmektedir. Stres 

sonucunda oluşan depresyon, anksiyete ve intihara eğilim gibi semptomların teşhisi ve 

tedavisi özellikle Amerika Birleşik Devletleri gibi ülkelerde milyarlarca dolara mal 

olmaktadır. Akut stres vücudu belirli noktalarda tetikte tutmaya yardımcı olurken, 

kronik stres ciddi hastalıklara zemin hazırlamaktadır. Stresin üreme, gastrointestinal 

ve üriner sistem üzerine olan etkileri de ayrıca birer araştırma konusudur. Son yıllarda 

artan tüp bebek oranları ve normal sperm değerlerinin sürekli dramatik şekilde 

düşmesi, araştırmacıları bu düşüşe neden olan durumları saptamaya yöneltmiştir. Bu 

nedenler arasında stres ilk üçte yer almaktadır. Dölleme yeteneğine uygun sperm 

üretiminin testislerde başladığı ve Kan-Testis Bariyer (KTB) yapısının spermatogenez 

için vazgeçilmez bir yapı olduğu bilinmektedir. KTB yapısını oluşturan proteinlerin 

ekspresyon seviyesindeki değişimler bariyer yapısını değiştirir ve bunun sonucunda 

spermatogenez için yaratılan mikroçevre bozulur. Çalışmamızda C57BL/6 tür fare için 

spesifik olarak geliştirilen unpredictable kronik stres (UKS) modeli kullanılmıştır. 

Kontrol grubu hayvanlar hiçbir stresöre maruz bırakılmazken, stres grubundaki 

hayvanlara belirlenen stresörler 7 hafta boyunca rastgele uygulanmıştır. Davranış 

deneyleri sonucunda hayvanlarda depresyon, anksiyete ve keşif aktivitesinde azalma 

görülmüş ve modelin oluşturulduğu doğrulanmıştır. Stres grubunda, testisin 

histopatolojik değerlendirmesinde dejenerasyon, malondialdehit (MDA) ve 

kortikosteron seviyesinde artma ve testosteron seviyesinde ise azalma görülmüştür. 

Western blot analizleri ile KTB yapısını oluşturan proteinlerden ZO-1 ve Klaudin 11 

seviyesinde azalma, klatrin seviyesinde ise değişme olmadığı kantitatif olarak 

gösterilmiştir. Elektron mikroskobik incelemeler sonucunda bariyer yapısındaki hasar 

ultrastrüktürel düzeyde gösterilmiştir. Sperm parametrelerine bakıldığında, sperm 

motilitesi, konsantrasyonu ve akrozomal reaksiyon indeksinde azalma görülmüştür.  

Anahtar Kelimeler: Kan-Testis Bariyeri, Sperm, Testis, Unpredictable Kronik Stres, 

ZO-1 

Bu tez TÜBİTAK tarafından 118S734 numaralı proje ile desteklenmiştir. 
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2.  ABSTRACT 

INVESTIGATION OF CHRONIC STRESS ON MICE, BLOOD TESTIS 

BARRIER PROTEINS AND PERMEABILITY 

Stress has been classified as the ‘health epidemic of the 21st century’ all around the 

world. Diagnosis and treatment of stress-related symptoms such as depression, anxiety 

and suicide tend to cost billions of dollars, particularly in countries such as the United 

States. Acute stress helps keep the body alert at certain points, while chronic stress can 

lead to cause serious illness. The effects of stress on reproduction, gastrointestinal and 

urinary systems are also another subjects to research. In recent years, increasing IVF 

rates and continuous dramatic decrease in normal sperm values have led researchers 

to identify the causes of this decline. Among these reasons stress is in the top three. It 

is known that sperm production suitable for fertilization starts in the testes and the 

Blood-Testis Barrier (BTB) structure is an essential structure for spermatogenesis. 

Changes in the expression level of the proteins constituting the BTB structure change 

the barrier structure and as a result the microenvironment created for spermatogenesis 

is disrupted. In our study, we used a specific chronic unpredictable stress (CUS) model 

which is specifically developed for C57BL/6 mouse strain. While the control group 

animals were not exposed to any stressors, the stress group animals were exposed to 

determined stressors randomly for 7 weeks. As a result of stress protocol, depression, 

anxiety and exploratory activity were decreased in stress group animals which were 

tested by behavioral tests and so it is confirmed that the model was formed. 

Histopathological evaluation of testis showed degeneration in seminiferous tubules. In 

stress group malondialdehyde (MDA) and corticosterone levels were decreased. 

Western blot analysis showed that ZO-1 and claudin 11 levels were decreased and 

clathrin levels did not change. As a result of electron microscopic investigations, 

damage to the barrier structure has been demonstrated at ultrastructural level. When 

sperm parameters were examined, sperm motility, concentration and acrosomal 

reaction index decreased. 

Key Words: Blood-testis barrier, Sperm, Testis, Unpredictable Chronic Stress,  

ZO-1 

This thesis is supported by TUBITAK with project number 118S734. 
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3. GİRİŞ VE AMAÇ 
 
 Stres, Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ) tarafından 21. yüzyılın salgın hastalığı olarak 

nitelendirilmektedir. Amerika’da yapılan bir çalışmaya göre, çalışanların %50’si 

stresin negatif etkileriyle başa çıkmaya çalışmakta ve bu durum işteki üretkenliklerini 

düşürmektedir. Mali açıdan bakıldığında ise verimliliğin düşmesi Amerikan 

şirketlerine yılda ortalama 300 milyon dolara mal olmaktadır. En kritik verilerden bir 

diğeri Amerika Birleşik Devletleri’nde değişik gelir seviyelerine sahip bireyler 

arasında yapılan bir araştırmaya göre, stresin seviyesi 1983-2009 yılları arasında 

yaklaşık %30 oranında artmıştır (1). Stres sonucu oluşan duygu durum değişiklikleri 

ve görülen fiziksel etkilerin ölümcül sonuçlara neden olması, araştırmacıları stresin 

oluşma nedenleri ve stres sonucunda oluşan anomalileri araştırmaya yöneltmiştir. 

 Stres, genel olarak akut ve kronik olarak ikiye ayrılmaktadır. Akut stresin 

dışarıdan gelebilecek tehditlere karşı vücudu tetikte tuttuğu savunulmuş olup, hayvanı 

ya da bireyi savaşmaya hazır hale getirdiğinden dolayı genellikle stres sonucunda 

patolojik durumun oluşmadığı görülmüştür (2). Ancak kronik stres, hem psikolojik 

hem de fizyolojik olarak travmatik etkilere neden olmaktadır. Kronik stres sonucunda 

oluşan psikolojik bozuklukların tedavisinde genel olarak antidepresanlara 

başvurulmaktadır. Kullanılan ilaçların psikolojik bozuklukları kısmen tedavi ettiği 

ancak yan etkilerinin de olduğu bilinmektedir (3, 4). Stres fiziksel olarak ise nörolojik,  

kardiyovasküler, gastrointestinal ve üriner bozukluklara neden olmaktadır (5-7). 

 İnfertilite, çiftlerin 1 yıl korunmasız ilişki sonucunda çocuk sahibi olamaması 

olarak tanımlanmaktadır. Türkiye İstatistik Kurumu verilerine göre, 2018 yılında 

fertilite oranı 1.99’a düşmüştür (8). İnfertilitenin %30’u erkek kaynaklı, %30’u kadın 

kaynaklı, %20’si açıklanamayan nedenler, %5’i diğer ve %15’i ise hem erkek hem 

kadın kaynaklı nedenlerden kaynaklandığı bilinmektedir (9). Erkek kaynaklı 

nedenlere bakıldığında, genellikle üç başlık altında toplanmaktadır; 1. Erkek üreme 

sisteminde görülen primer patolojik hastalıklar (inmemiş testis, sperm iletim 

kanallarında tıkanıklık vb.), 2. Çevresel faktörler (stres, sigara, alkol kullanımı vb.) 

ve 3. Sistemik hastalıklar (diyabet, yüksek tansiyon vb.) (10). Stresin son yıllarda 

görülme hızının ciddi olarak artması, aynı zamanda infertilite oranının her geçen yıl 

yükselmesi araştırmacıları stres kaynaklı infertilite alanında çalışmalar yapmaya 
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yöneltmiştir. Günümüzde DSÖ kriterlerine göre normal bir erkekte 1 ml’de görülmesi 

gereken sperm sayısının ciddi düşüş göstermesi araştırmacıları bu kritik durumun 

altında yatan nedenleri aydınlatmaya yöneltmiştir. 

 Kronik stres sonucunda sperm sayısında ve testosteron seviyesinde azalma 

olduğu ayrıca testis histopatolojisinde anomalilere rastlandığı bildirilmiştir (11, 12). 

Ancak sperm sayısının azalmasının altında yatan mekanizma halen 

aydınlatılamamıştır. Testislerde gerçekleşen sperm üretimininde; kalite kriterinin 

Kan-Testis Bariyeri (KTB) olduğunun bilinmesi, araştırmacıları KTB mekanizmasını 

moleküler düzeyde anlayabilmek için, KTB’de olan değişiklikleri araştırmaya 

yöneltmiştir. 

 Bu tezde, farede Unpredictable Kronik Stres (UKS) modeli oluşturularak, stresin 

testisteki KTB yapısı üzerine olan etkilerini protein düzeyinde hem kantitatif hem de 

mikroskobik olarak incelemek, ayrıca sperm parametrelerindeki değişimleri kantitatif 

olarak analiz etmek amaçlanmıştır. 
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4. GENEL BİLGİLER 

 4.1. Stres 

Stres terimi, ilk defa Eski Romalılar tarafından, günümüzde kullanılan kelime 

anlamıyla değil, bir objenin üzerine uygulanan basınç anlamında kullanılmıştır (13). 

Latin kökenli olan ‘strictus’ kelimesinden türetilmiş olup, birleştirme ve beraber 

hareket ettirme anlamlarında da kullanılmış (14). Eski Fransızca’da ‘estresse’ olarak 

kullanıldı, bu kelime sıkışıklık ve baskı anlamlarına gelmekteydi (15). İngilizce’de 

ise ‘distress’ kelimesi kullanıldı ve ve zorluk anlamını taşımaktaydı. İngilizler ve 

Fransızlar ‘distress’ terimini zorlayıcı çevre koşulları için kullanmaya başlamışlardır 

(14).  

19. yüzyılın başlarında Claude Bernard, Sir William Osler ve Walter Cannon 

stres terimini kullanmasalar da değişen çevre koşullarına karşı verilen tepkiler üzerine 

deneysel çalışmalar yapmaya başladılar. Bernard, vücudun sürekli olarak iç dengesini 

korumaya çalıştığını (homeostat) ileri sürdü (16). Osler, çevresel koşullara karşı 

vücudun tepki verdiğini ve bunun uzun bir süre boyunca devam etmesi sonucunda 

sağlık üzerine olumsuz etkiler oluşturduğunu söylemiştir (17). Cannon ise I. Dünya 

Savaşı sırasında yaptığı araştırmalar sonucunda korkuya verilen tepkide hormonların 

rolünü araştırdı (18). Ancak bu çalışmaları süresince hiçbir zaman ‘akut stres’ terimini 

kullanmamıştır. Cannon’ın bu çalışmaları yürüttüğü yıllarda, stresin ‘babası’ olarak 

kabul edilen Hans Selye (1907-1982) kronik strese verilen cevaplarda akut strese 

verilen cevaplardan farklılıklar olduğunu gözlemledi (19). Hans Selye, 1907’de 

Viyana’da doğmuştur ve tıp doktoru olarak eğitim almıştır. Ancak mezun olduktan 

sonra klinik yönde ilerlemekten çok araştırma alanına yönelmeyi tercih etmiştir. Tıp 

literatürüne ‘stres’ kelimesini geçiren ilk kişidir (20). Selye stresi ‘vücudun her türlü 

değişime verdiği özel olmayan tepki’ olarak tanımlamıştır (21). Selye çalışmasında, 

strese verilen tepkiyi üç evreye ayırmıştır. 1. evreyi, ‘genel adaptasyon sendromu’ 

evresi olarak tanımlamıştır. Bu evrede adrenal bezlerde büyüme, lenfatik sistemde 

hasar, mide ülseri, kas tonusunu kaybetme, vücut ısısında düşme ve ödem oluşumu 

gözlemlemiştir. 2. evrede ki bu evre yapılan deneylerde, deney hayvanının 48 saatten 

fazla etken maddeye maruz bırakılmasını kastetmektedir; adrenal bezde aşırı büyüme, 

hipofizde aşırı bazofil hücre artışı ve gonadlarda atrofi gözlemlemiştir. Uygulanan 
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stresörün 1 aydan kısa bir sürede kesilmesi durumunda vücut fonksiyonlarının normal 

düzeyine döndüğünü, sürenin 1 ayı geçmesi durumunda ise 3. evreye geçildiğini 

belirtmiştir. 3. evrede tükenmişlik evresine geçildiğini ve strese karşı gösterilen 

direncin devam edemeyeceğini söylemiştir (22). İleriki çalışmalarında, 1. evrede söz 

edilen ‘genel adaptasyon sendromu’ terimi yerini ‘stresöre verilen cevap’ terimine 

bırakacaktır (19). Selye’nin çalışmalarının odak noktası Cannon’dan farklı olarak 

kronik stres olmuştur. 1943 yılında yaptığı bir araştırmada hipotalamo-hipofizer-

adrenal aks (HPA) alanında çalışmış ve vücudun strese verdiği cevapta önemli rol 

oynayan özellikle glukokortikoid salgılayan hücreleri izole edip tanımlamıştır (23). 

Selye’nin öncülüğü sayesinde birçok araştırmacı HPA aksının hiperaktivasyonu ve 

kronik stres arasındaki ilişkiyi araştırmaya yönelmiştir (24).  

1980’lerin başından itibaren stres araştırmaları psikoloji, tıp ve genetik gibi 

multidisipliner hale dönüştü. Birçok akıl hastalığının sınıflandırmasında, stresin 

varlığı teşhis kriterleri arasında yer almaya başladı (19). Psikologlar, günlük can 

sıkıntısı, işyeri stresi, ebeveyn stresi ve post travmatik stres gibi değişik stres tipleriyle 

ilgili deneysel çalışmalar yapmaya başladılar (25-28). Akut ve kronik stresin, fiziksel 

ve akıl sağlığı üzerine olan etkileri hakkında yeni yaklaşımlar üretilmeye başlandıkça, 

epidemiyologlar ve halk sağlığı araştırmacıları stresin toplum sağlığı üzerindeki 

etkilerini keşfetmeye devam ettiler (29). Son yıllarda yapılan en yeni çalışmalar ise 

stresin jenerasyonlar arasında nasıl geçiş gösterdiği ve epigenetik faktörler nedeniyle 

annenin bulunduğu çevrenin yeni doğan bireyin fenotipini nasıl etkilediği üzerine 

yoğunlaşmaktadır (30).  

Washington merkezli araştırma şirketi olan Gallup’ın 140’tan fazla ülkede 

151.000 kişiyle yaptığı anket sonucunda oluşan ve Şekil 4.1.1.’de gösterilen 2018 

raporuna göre dünyada her 3 kişiden birinin stres altında ve endişeli olduğu sonucu 

ortaya çıkmıştır. Ayrıca bu rapora göre Türkiye, 140 ülke arasından en stresli 11. ülke 

olmuş ve olumlu deneyimlerin en az yaşandığı ülkeler arasında yerini almıştır (31).  

Bu kritik tablo araştırmacıları stres kaynaklı olan patolojik durumları araştırmaya 

yöneltmiştir. 
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Şekil 4.1.1. Gallup Raporu 2018 verileri [31]. 

 

 4.2. Stresin Patofizyolojisi 

 Stresin Selye tarafından literatüre girmesinin ardından, birçok araştırmacı stresin 

etkilerini araştırmak amacıyla hayvan modelleri geliştirmeye başlamıştır. Stres 

protokolleri başta akut ve kronik stres olmak üzere ikiye ayrıldı. Kronik stres üzerine 

çalışan Katz ve ark., çeşitli stresörlere maruz bıraktıkları sıçanların, içme sularına 

sakkarin ya da sükroz eklenmesi durumunda içme isteklerinin düştüğünü 

gözlemlemişler ve stresin yarattığı depresyon sonucunda sıçanların anhedonik (haz 

kaybı) davranış sergilediklerini göstermişlerdir (32). Daha sonraki yıllarda yapılan 

çalışmalarda, etik nedenlerden dolayı stresörlerin ılımlaştırılması, günlük hayatta 

karşılaşılabilecek stresörler olması ve ekolojik olarak geçerli olan protokollerin 
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uygulanması için protokollerde bazı manipülasyonlar yapılmıştır. 2015 yılına 

gelindiğinde, bu modeli çalışan 180 laboratuvardan toplamda 230 yayın çıktığı 

görülmüştür. Bu çalışmalar  gruplandırıldığında  sinirbilim, antidepresan ajanlar ve 

geleneksel tıp olmak üzere 3 başlık altında toplanmaktadır. Yapılan çalışmalarda 

uygulanan stres modelinin ismine bakıldığında ‘kronik stres’ terimine 

“unpredictable= belirsiz” kelimesinin eklendiği görülmektedir. Bunun sebebi 

protokolde uygulanan mikro stresörlerin rastgele düzenlenmesidir. “Mild” 

kelimesinin eklenmesi ise protokolün ılımlaştırıldığı, diğer bir deyişle daha az şiddetli 

stresörlerin kullanıldığı anlamına gelmektedir. Bunun sonucunda kronik stres 

modelleri, Kronik Mild Stres (KMS) ve Unpredictable Kronik Stres (UKS) modelleri 

olmak üzere temelde ikiye ayrılmıştır (33). Kronik stres modeli ilk olarak 

antidepresanların etki mekanizmalarını çalışmak, yeni ilaçlar geliştirmek ve 

depresyonu her yönüyle araştırabilmek amacıyla kullanıldı (34). Stres protokolü 

uygulanan hayvanların kontrol grubuna göre haz duyusunda azalma, depresyon ve 

anksiyete belirtileri gösterdiği, ancak 5 farklı antidepresan kullanımı sonucunda stres 

grubundaki hayvanların kontrol grubundakilere benzer davranışlar sergilemeye 

başladıkları gösterilmiştir (35-37). Yapılan diğer nörolojik çalışmalarda kronik 

stresin, hipokampüste yeni nöron oluşumunu baskıladığı, bunun sonucunda dendritik 

spine yoğunluğunda ve sinaps sayısında azalma ve hafızada bozulmalar meydana 

getirdiği görülmüş (38). Preklinik çalışmalarda, stresin piramidal nöronların apikal 

dendritlerinde atrofiye ve yetişkin hipokampüsünde dentat girus bölgesinde görülen 

nörogenezde azalmaya neden olduğu gösterilmiş (39). Kronik stresin kardiyovasküler 

sistem üzerine etkileri araştırılırken HPA aksındaki aktivasyon sonucunda, renin-

anjiyotensin sisteminin aktive olduğu ve homosistein seviyesindeki artıştan dolayı 

endotel duvarında hasar oluştuğu ortaya çıktı. Atrium duvarındaki endotel hasarı 

sonucunda, duvara makrofaj infiltrasyonu olduğu ve aterosiklerotik plak oluştuğu 

bildirilmiştir (40). Üriner sistem üzerine yapılan çalışmalarda, kronik stresin mesane 

duvarında, hipertrofi de dahil olmak üzere, birçok ciddi morfolojik değişikliğe ve 

mesane/ vücut ağırlık oranında artışa neden olduğu da gösterildi (41). UKS modelinin 

dişi üreme sistemi üzerine olan etkileri araştırıldığında over rezervinde ve küçük 

folikül sayısında azalmaya, serum Anti-Müllerin Hormon (AMH), estradiol (E2), 
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Gonadotropin Salıcı Hormon (GnRH) seviyelerinde düşüşe ve östrus siklusunda 

uzamaya neden olduğu gösterildi (42).  

 4.3.Stresin Erkek Üreme Sistemi Üzerine Etkileri 

 Kronik stresin erkek üreme sistemi üzerine etkileriyle ilgili olan çalışmalara 

bakıldığında, hem testis ve hem de kanal sistemi üzerine etkileri araştırılmakta olup 

aynı zamanda sperm parametreleri de detaylı olarak incelenmektedir. Hou ve ark.’ın, 

morfolojik incelemeleri sonucunda kronik stresin seminifer tübül boyutlarında 

bozulmaya, vakuolizasyona ve spermatogenik seri hücrelerinin birbirinden ayırt 

edilmesinde zorlanmaya neden olduğu gösterildi (43). Yapılan başka bir çalışmada 

stresin, superoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon, testosteron, serotonin, 

steroidojenik akut- düzenleyici (StAR) genin protein ekspresyon seviyesinin ve sperm 

hareketliliğinin azalmasına, malondialdehit (MDA) ve kortikosteron seviyelerinin 

artmasına neden olduğu gösterilmiştir. Aynı çalışmada resveratrolün, antioksidan 

seviyelerinde, serotonin, StAR gen ekspresyon seviyesinde, sperm hareketliliği ve 

sayısında artış sağladığı, MDA ve kortikosteron seviyelerinde düşüş sağladığı 

gösterildi (12). Kronik stresin, arkuat hipotalamik çekirdekte bulunan kispeptin 

nöronlarının peptid seviyelerinde immünreaktif baskılanma sonucunda, seminifer 

tübüllerde ss-DNA pozitif hücre sayılarının ve çok nukleuslu dev hücre sayılarının 

arttığı ortaya konuldu (44). Nirupama ve ark.’ı kronik stresin tip A spermatogonya 

sayısında azalmaya, abnormal spermatozoa ve germ hücrelerinde görülen apopitozda 

artışa neden olduğunu ve uygulamanın kesilmesinin üzerinden 4 ay geçmesine 

rağmen azalan tip A spermatogonya sayısında geri kazanım olmadığını bildirdiler (7). 

Stres sonucunda testosteron seviyesinin düşmesine bağlı olarak, germ hücre sayısında 

azalma, prostat ve seminal bez epitelinde incelme görülmesi sonucunda fertilitenin 

etkilendiği ve doğan yavru sayısının azaldığı yapılan başka bir çalışmada gösterildi 

(45). Son yıllarda yapılan başka bir çalışmada kronik stresin seminifer tübül epitelinin 

bazalinde vakuolizasyona, seminifer epitelde dökülmelere ve seminifer tübül 

lümeninde dejeneratif germ hücrelerinin bulunmasına neden olduğu ortaya konuldu 

(46). 
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 4.4. Testis Histolojisi 

 Testis, spermatogenez ve steroidogenezin gerçekleştiği erkek üreme sistemine ait 

bir çift organdır. Testis, sıkı bağ dokusundan oluşan kalın tunica albuginea ile 

çevrilidir. Bu kapsül yapısından çıkan fibröz uzantılar testiküler kitleyi yaklaşık 250 

adet lobüle bölmektedir. Her bir lobül içerisinde 1-4 adet seminifer tübül bulunur. 

Seminifer tübül yapıları intersitisyel doku denen bir bağ dokusu ile sarılıdırlar. 

İnterstisyel doku içerisinde testosteron üretiminden sorumlu Leydig hücreleri 

(interstisyel hücreler), kan ve lenf damarları ve sinir sonlanmaları bulunmaktadır. 

Leydig hücreleri büyük, poligonal şekilli, eozinofilik hücrelerdir ve tipik lipid 

dropletleri içerirler. Testosteron salınımı hipofizin ön lobundan salınan Luteinizan 

Hormon (LH) kontrolü altındadır. Leydig hücreleri erken fötal dönemde farklılaşır ve 

embriyonik dönemde erkek üreme organlarının gelişiminde önem taşır. Pubertede ise 

sperm üretimin başlamasından, aksesuar cinsiyet bezlerinin salgılamasından ve 

sekonder cinsiyet karakterlerinin gelişiminden sorumludurlar. Yetişkinlerde 

testosteron salınımı spermatogenezin devamlılığı ve sekonder cinsiyet karakterlerinin 

korunması için gereklidir (47).   

 Her bir testiste bulunan seminifer tübül sayısı yaklaşık olarak 250-1000 

arasındadır ve herbiri yaklaşık 150-250 μm çapındadır. Seminifer tübüller kıvrımlıdır 

ve tübül sonlanırken lümendeki daralma nedeniyle tübüli rekti olarak adlandırılır. 

Tübüli rektiler, seminifer tübüllerin rete testis denilen labirente bağlanmasını 

sağlamaktadırlar. Bu yapılar aracılığıyla testislerde üretilen spermler ejakülasyon ile 

atılmak için kanal sistemine aktarılırlar (Şekil 4.4.1.) (48). 
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Şekil 4.4.1. Testis yapısı. Testis bölmeleri ve iletim kanalları (48). 

 Seminifer tübül duvarını döşeyen seminifer epitelde, somatik hücreler olan 

Sertoli hücreleri (destek hücreleri) ve spermatogenik seri hücreleri olmak üzere 2 tip 

hücre bulunmaktadır.  

 Sertoli hücrelerinin görevleri arasında gelişmekte olan spermatozoonların 

desteklenmesi, beslenmesi ve uygun mikro çevrenin yaratılması, spermiyogenez 

sırasında oluşan artık cisimlerin fagosite edilmesi, spermatogenez için gerekli olan 

testosteronun üretimi için Androjen-bağlayıcı protein üretimi, AMH üretimi ve KTB 

yapısının oluşturulması yer almaktadır (49). Sertoli hücreleri, seminifer tübüllerin 

bazal membranı üzerine oturur ve apikal yüzeyi tübül lümenine kadar uzanmaktadır. 

Sitoplazmik çıkıntılarından ve kompleks üç-boyutlu yapısından dolayı hücre sınırları 

ışık mikroskobik düzeyde ayırt edilememektedir (50). Rutin histolojik boyamalarda 

çok koyu boyanan ökromatik nukleus ve nukleoluslarından ayırt edilmektedirler (51). 

Elektron mikroskobik incelemelerde gelişmiş düz endoplazmik retikulum, iyi 

gelişmiş Golgi kompleksi, çok sayıda lizozom ve mitokondri içerdikleri görülmüştür.  
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 4.5. Kan-Testis Bariyeri  

 Kan-doku bariyeri konsepti 20 yy.’ın başlarında, beyin ve testisin vital boyalarla 

tamamen boyanmadığı gözlemlendiği zaman ortaya atılan bir kavramdır (52). Aynı 

zamanda araştırmacılar testiküler lenf ve kan plazmasından elde edilen sıvının içeriği 

ile rete testis ve seminifer tübüllerin lümeninden elde edilen sıvı içeriğinin birbirinden 

farklı olduğunu görmüşlerdir (53, 54). Vücuttaki Kan-Beyin Bariyeri (KBB) ve Kan-

Retina Bariyeri gibi diğer bariyer yapıları kapillerlerin endotel hücreleri arasındaki sıkı 

bağlantılar ve destekleyici olarak perisit ve perivasküler makrofajlardan oluşurken, 

Kan-Testis Bariyeri (KTB) sadece seminifer tübüllerde bazal membrana oturan Sertoli 

hücreleri arasındaki özelleşmiş bağlantılardan oluşmaktadır. KTB, vücuttaki en sıkı 

bariyer yapılarından biri olarak kabul edilmektedir (55, 56). KTB seminifer tübül 

epitelini bazal ve adluminal olmak üzere 2 kompartmana ayırmaktadır. KTB’nin 

birincil fonksiyonu Sertoli hücrelerinin arasından apikale doğru su, elektrolitler, 

iyonlar, hormonlar, parakrin faktörler ve biyolojik moleküller gibi bazı maddelerin 

geçişini kısıtlamaktır. İkincil görevi ise, savunma görevidir. Preleptoten evresinden 

itibaren adluminal kompartmana geçmiş olan spermatositlerin izole bir mikro çevrede 

spermatogenezi tamamlamasını sağlamaktadır (50). Bu fonksiyonlarının yanında, 

spermiyogenezis sırasında oluşabilecek anti-sperm antikorlarının (ASA) bu izole 

edilmiş ortama girmeleri engellenerek erkek infertilitesine neden olabilecek bir ortam 

ortadan kaldırılır (57). Yapılan çalışmalarda ASA oluşmasının temel nedeninin KTB 

yapısındaki geçirgenlikler olduğu ortaya konmuştur (58). Ancak bunun yanında 

konjenital anomaliler, vazektomi ya da tramvalar sonucu oluşabilecek mekanik 

tıkanıklıklarında ASA oluşumuna neden olduğu gösterilmiştir (59, 60). KTB 

geçirgenliğinin artması sonucunda ASA’lar seminifer tübül lümenine girer ve kanallar 

aracılığıyla epididimis ve vas deferense iletilirler. Bu antikorlar sperm hücrelerine 

bağlanırlar ve aglütinasyona neden olurlar (61). ASA, semende sperm aglütinasyonuna 

(62), sperm göçünün engellenmesine (63) ve lökositoza (64) neden olur. Ayrıca sperm 

başları antikor ile kaplandığından, zona pellusidaya bağlanamaz ve penetre olamazlar 

(65, 66).  
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Şekil 4.5.1. KTB yapısında Sertoli hücresi ve bağlantı yapılarının şematize gösterimi. a.) 
KTB’yi oluşturan bağlantı yapıları, b.) Bağlantıların yapımı, c.) Bağlantıların yıkımı. 
Spermatogonyum (sg), mayotik (m), post-mayotik (p.m.), leptoten spermatosit (l.), preleptoten 
spermatosit (pl.) (67). 

 KTB sıkı bağlantılar, ektoplazmik özelleşmeler, desmozomlar ve gap junctionlar 

(oluklu bağlantı) olmak üzere 4 tip bağlantı tipi içermektedir (50) (Şekil 4.5.1. ve Şekil 

4.5.2.).  Desmozomlar, hücre-hücre ara filamentleri birbirine bağlayan bağlantı tipidir. 

İntegral membran proteinlerinden desmoglein-2 ve desmokollin-2’yi içermektedir. 

Yapılan son çalışmalarda, KTB yapısında yer alan desmozomların hücre-hücre ara 

filamentleri birbirine bağlamanın yanında N-kadherin ve okludin gibi diğer bağlantı 

proteinlerinin sıkı bağlantı ve bazal ektoplazmik özelleşmelerin görüldüğü bölgelerde 

fonksiyonlarını düzenlediği ortaya konmuştur (68, 69). Gap junctionlar, aktin tabanlı 

bir bağlantı tipidir ve hücrelerin birbiriyle iletişiminde görevlidir. Konneksinlerin 

biraraya gelmesiyle oluşmuşlardır. Testiste özellikle bazal ve apikal ektoplazmik 
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özelleşmelerinin görüldüğü alanlarda görülmektedir. Konneksin-43 ve konneksin-46 

testiste en çok çalışılan geçişli bağlantı tipidir (70, 71). Bu bağlantılar glikoz, 

polipeptid ve inorganik iyonlar gibi küçük molekülerin bir hücreden diğerine geçişi 

için yol oluşturmaktadır (72). Ektoplazmik özelleşmeler, endoplazmik retikulumun 

sisternası ile plazma membranı arasında hekzagonal olarak düzenlenmiş filamentöz 

aktin mikrofilamentlerden oluşmuş testise spesifik adhezyon bağlantılarıdır. Sertoli-

Sertoli arasında özelleşmelere bazal ektoplazmik özelleşmeler, Sertoli-uzayan/uzamış 

spermatid arasındakilere ise apikal ektoplazmik özelleşmeler denmektedir (71). 

Kadherin-katenin komplekslerinden oluşmaktadır. Genellikle ZO-1 proteinleriyle 

bağlantılı şekilde bulunurlar. Spermatogenez sırasında preleptoten spermatositlerin 

adluminal kompartmana geçişi sırasında bariyerin yıkılıp yeniden yapılma sürecinde 

görev alırlar (73, 74).  

 KTB yapısında bulunan sıkı bağlantılar integral membran proteinleri sınıfında yer 

almaktadır ve okludinler, klaudinler ve hücre adezyon molekülleri olmak üzere üç 

başlık altında toplanmaktadırlar (75). Okludinler, hücre polarizasyonu için gerekli olan 

proteinlerin lokalizasyonunu kontrol etmede, hücre polarizasyonunun kurulmasında 

ve hücre yönelmesinin kontrolünde görev almaktadırlar. Sahip olduğu bu görevlerden 

dolayı testislerde okludinin preleptoten/leptoten spermatositlerin KTB boyunca 

hareketinin düzenlenmesinde rol aldığı düşünülmektedir (76). KTB yapısında eksprese 

edilen klaudinler (klaudin 3,5,11) okludinlerle birlikte KTB yapısının bütünlüğünün 

korunmasına katkıda bulunurlar (77). Klaudin-11 knock out farelerde seminifer tübül 

lümeninin Sertoli hücre agregatlarıyla dolu olduğu görülmüştür. Ayrıca seminifer 

tübüllerde en gelişmiş olarak yuvarlak spermatidlerin bulunması ve apoptotik hücre 

sayısında artış görülmesi, klaudin-11’in spermatogenez için oluşturulması gereken 

mikro çevre açısından vazgeçilmez bir eleman olduğunu ortaya koymuştur (78). 

Zonula okludens-1 (ZO-1) periferal membran proteinidir ve sıkı bağlantı proteinlerinin 

sitoplazmik yüzleriyle bağlantılıdır. Okludin ve klaudinleri, aktin iskeletine bağlar. 

Konneksin-43 ile kolokalizedir ve gap junctionlar arasındaki iletişimi düzenler (79). 

Sıkı bağlantıların kurulması için gerekli olan klaudin polimerizasyonunu 

düzenlemektedir. ZO-1 ayrıca apikal ektoplazmik özelleşme bölgesinde, uzamış 

spermatidlerin etrafında bulunur ve seminifer tübüllerin IV. ve V. evrelerinde uzamış 

spermatidlerin baş kısmının konveks tarafında bulunur (76). 
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Şekil 4.5.2. KTB’de sıkı bağlantı, ektoplazmik özelleşmeler, gap junction ve desmozomların 
içerdiği ana proteinlerin şematize gösterimi (76). 
 

 Spermatogenez sürecinde preleptoten/leptoten spermatositlerin adluminal 

kompartmana geçişi esnasında, sıkı bağlantıların bir yandan yıkılırken bir yandan 

bazal kompartman tarafında yapımı söz konusudur. Bu süreçte yapısal, bağlayıcı ve 

sinyal proteinlerinin ekspresyon seviyelerinde değişim, lokalizasyon değişimi ve 

proteinlerin birbiriyle iletişiminde modifikasyonlar olmaktadır (76). Bu değişimler 

altında temelde iki mekanizma yer almaktadır; fosforilasyon ve endositoz. Testislerde 

fosforilasyondan sorumlu olan ve en çok çalışılan kinazlar SRY, YES ve FYN 

ailelerine ait kinazlardır. Sertoli hücrelerinde bağlantı komplekslerine yakın lokalize 

olurlar ve integral membran proteinlerinin uygun fosforilasyon düzeyinde 

kalmasından ve hücrenin iç ve dış ortam arasındaki iletişiminden sorumludurlar (80). 
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Endositoz, hücre membranından geçemeyecek büyüklükteki moleküllerin, hücre 

parçalarının ya da tüm hücrenin enerji harcanarak hücre içine alındığı bir aktif 

transport tipidir. Endositoz, fagositoz, pinositoz ve reseptör aracılı endositoz olmak 

üzere 3’e ayrılmaktadır. Reseptör aracılı endositoz, klatrin ve kaveolin bağımlı olmak 

üzere 2’ye ayrılmaktadır. Klatrin bir ağır, bir hafif zincir olmak üzere üç kollu 

triskelien yapısında bir proteindir. Klatrin bağımlı endositozda plazma membranında 

spesifik yerlerde reseptörler bulunmaktadır (Şekil 4.5.3.). Klatrin, içeri alınacak olan 

moleküle özgü reseptörün bulunduğu bölgede adaptin proteini aracılığıyla plazma 

membranına bağlanır. Ligandın bağlanmasının ardından plazma membranı hücre içine 

doğru bir çukur oluşturur. Guanozin trifofataz (GTPaz) enzim ailesine ait olan dinamin 

proteini hücre içine doğru olan bu çukuru keserek klatrin kaplı çukuru plazma 

membranından ayırır (81). KTB yapısında bulunda proteinlerin hücre içine alınması 

klatrin-bağımlı endositoz mekanizmasıyla gerçekleşmektedir. Sıkı bağlantı yapılarının 

kapı ve savunma görevleri, diğer bir değişle sıkı bağlantı proteinlerinin yapım ve yıkım 

mekanizması endositoz olayı aracılığıyla gerçekleşmektedir. Sertoli hücrelerinde 

okludin veziküllerinin hücre membranına taşınması testosteronun kontrolü altındadır. 

Su ve ark.’nın yaptığı bir çalışmada, kutuplaşma görülen Sertoli hücresinde 

preleptoten/leptoten evresindeki spermatositlerin KTB’ni geçmesi esnasında, 

transitozun ve kargo proteinlerinin transportunun kontrolünü testosteronun 

düzenlediğini göstermişlerdir (82). Yapılan çalışmalar testosteronun ve klatrin-

bağımlı endositozun KTB sıkı bağlantı proteinlerinin yapım ve yıkım aşamasında ne 

kadar önemli bir role sahip olduklarını ortaya koymaktadır.  
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Şekil 4.5.3. Klatrin-bağımlı endositozda, vezikülün hücre içerisine alınmasının şematize 
gösterimi. 
 

 4.6. Spermatogenez  

 Spermatogenez, testislerde bulunun seminifer tübüllerde gerçekleşen kompleks 

ve iyi organize edilmiş bir süreçtir. İnsanda spermatogenez yaklaşık 72-74 gün 

sürerken, farede bu süre yaklaşık 35 gündür. 3 önemli evreye ayrılmaktadır; 1) 

spermatogonyal kök hücrelerin kendini yenilemesi, 2) mayoz bölünme ile diploid 

kromozom sayısının haploide indirgenmesi ve 3) spermiyogenezis’tir. Farede 

farklılaşmamış olan kök hücreler tip A, insanda ise tip Akoyu spermatogonya olarak 

adlandırılmaktadır. Farklılaşma evresine giren spermatogonyalar insanda Aaçık, farede 

ise A1 olarak isimlendirilir. Farede farklılaşan spermatogonya 5 mitotik bölünme 

geçirdikten sonra preleptoten spermatosite dönüşmektedir. Bu bölünmelerin 

ardından, spermatositler mayoz bölünmeye girerler (Şekil 4.6.1.). Bu aşamadan 

itibaren olan bölünmeler ve spermiyogenezis aşaması hem farede hem de insanda aynı 

yolla devam etmektedir (83). Apr ve Aal spermatogonial kök hücre progenetörü olan 

çok küçük embriyonik benzeri kök hücrelerin (VSEL'ler) insanda ve farede 

bulundukları bilinmektedir (84, 85).Çok küçük embriyonik benzeri kök hücreler 

(VSEL'ler), soy işaretleyicileri için negatif olan ve farelerde Sca-1'i ve insanlarda 

CD133'ü eksprese eden oldukça küçük hematopoetik olmayan pluripotent hücrelerin 

bir popülasyonunu temsil eder. Embriyonik benzeri özellikleri, pluripotensin 

markörlerinin ekspresyonunu; her üç germ-katmanının hücresel türevlerine yol açma 
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kabiliyeti; ve embriyoid benzeri cisimler oluşturma yetenekleridir. Aslında, sakin 

VSEL'ler, yetişkin organlarında epiblast türevli hücre kalıntılarını temsil edebilir (86).   

 

Şekil 4.6.1. Kemirgen, maymun ve insanda spermatogenez aşamalarının karşılaştırılması 
(87). 

 Kemirgen ve insan spermi arasında morfolojik olarak da farklılıklar 

bulunmaktadır. İnsan sperminde baş kısmındaki akrozom çekirdeğin üzerinde ve 

konik şekildeyken, kemirgenlerde akrozom çekirdeğin yan ve üstünde çentik 

şeklindedir (Şekil 4.6.2.).  

 

Şekil 4.6.2. İnsan (sol) ve kemirgen (sağ) sperminin taramalı elektron mikroskop görüntüsü 
(88). 
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 5. MATERYAL VE METOT 

 5.1. Deney Hayvanları 

 Bu çalışmanın yapılabilmesi için İstanbul Medipol Üniversitesi Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulu Başkanlığı’ndan onay alındı (38828770-604.01.01-

E.42875). Çalışmamızda Medipol Üniversitesi Deney Hayvanları Araştırma ve 

Uygulama Merkezi MEDİTAM’da üretilen 3 aylık, ağırlıkları 25-30 gr arasında 

değişen 34 adet C57BL/6 cinsi erkek fare kullanıldı. Erkek fareler deney süresi 

boyunca, günlük su ile beraber %21 oranında protein içeren standart pelet yemlerle  

(Purina) ad libitum beslendi. 

 5.1.1. Deney Grupları 

 Kontrol Grubu (n=10): Fareler hiçbir stresöre maruz bırakılmadı. Deney süresi 

boyunca optimum laboratuvar koşulları altında, 22±1°C sıcaklıkta, standart 12 saat 

aydınlık/karanlık döngüsünde tutuldu. 

 Stres Grubu (n=14): Farelere, Monteiro ve ark.’nın geliştirdiği unpredictable 

kronik stres protokolünün modifikasyonu 7 hafta boyunca uygulandı (89). Deney 

planı Şekil 5.1.1.1.’de özetlenmiştir. 

Şekil 5.1.1.1. Deney planı 
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 5.1.1.1. Unpredictable Kronik Stres (UKS) Modeli 

 Unpredictable Kronik Stres (UKS) modeline başlamadan 2 hafta önce deney 

hayvanlarının kiloları dikkate alınarak kontrol ve stres olmak üzere 2 gruba ayrıldı ve 

2 hafta boyunca haftada 2 defa deney sahibine alışması için elle tutuldu. UKS modeli 

Monterio ve ark.’nın geliştirdiği model modifiye edilerek uygulandı (89). Kullanılan 

stresörler;  

Hareketsizlik; 10 adet delik açılan 50 ml’lik falkon tüpüne yerleştirilen farelerin 1 

saat boyunca hareket yeteneğinin kısıtlanması,  

Sallama; farelerin 5’li gruplar halinde plastik kaba konup 150 rpm’de 1 saat boyunca 

sallanması,  

Eğik kafes; kafeslerin 8 saat boyunca 45 derecelik açı ile eğik konumda tutulması, 

Işık değişimi; 1 gün süreyle ışığın gündüz kapatılıp gece açılması,  

24 saat aydınlık; ışık gece kapatılmadan 24 saat boyunca ışığa maruz bırakılması, 

Sosyal yenilgi; deney hayvanının, plastik bölme ile ayrılmış bir kafese CD1 türü 

agresif fare ile beraber bırakılması,  

Isı; farelerin 30 cm mesafeden 10 dakika boyunca sıcak ayarda çalışır saç kurutma 

makinasına maruz bırakılmasıdır.  

 Deney hayvanları merkezinde CD1 tür fare bulunmamasından dolayı, bu stresör 

nemli talaş stresörü ile değiştirildi. Yapılan pilot çalışma ve literatürde kullanılan 

süreler göz önüne alınarak hareketsizliğin süresi 4 saate çıkartıldı. 200 mg talaşa 100 

ml su konularak hazırlanan kafeslerde hayvanlar 8 saat bekletildi (90). Tüm stresörler 

Şekil 5.1.1.1.1.’de gösterildiği gibi randomize bir şekilde uygulandı. Stresörlerin 

uygulanma biçimi Resim 5.1.1.1.1.’de ve Resim 5.1.1.1.2.’de gösterilmiştir. 

 

 

 



21 
 

  Gün 

 

Hafta 

Pazartesi Salı Çarşamba Perşembe Cuma Cumartesi Pazar 

1 ISI SALLAMA HAREKETSİZLİK NEMLİ TALAŞ HAREKETSİZLİK HAREKETSİZLİK EĞİK KAFES 

2 HAREKETSİZLİK SALLAMA NEMLİ TALAŞ HAREKETSİZLİK SALLAMA NEMLİ TALAŞ HAREKETSİZLİK 

3 HAREKETSİZLİK NEMLİ TALAŞ HAREKETSİZLİK EĞİK KAFES NEMLİ TALAŞ HAREKETSİZLİK SALLAMA 

4 NEMLİ TALAŞ HAREKETSİZLİK NEMLİ TALAŞ SALLAMA HAREKETSİZLİK SALLAMA ISI 

5 HAREKETSİZLİK EĞİK KAFES ISI HAREKETSİZLİK NEMLİ TALAŞ IŞIK DEĞİŞİMİ IŞIK DEĞİŞİMİ 

6 ISI SALLAMA HAREKETSİZLİK IŞIK DEĞİŞİMİ 24 SAAT 
AYDINLIK 

HAREKETSİZLİK ISI 

  7 HAREKETSİZLİK NEMLİ TALAŞ HAREKETSİZLİK ISI SALLAMA HAREKETSİZLİK 24 SAAT 
AYDINLIK 

Şekil 5.1.1.1.1. Kronik stres modeli uygulanma protokolü. 
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Resim 5.1.1.1.1. UKS modeli oluşturmak için kullanılan stresörler. A) Isı, B) Sallama, C) 
Hareketsizlik, D) 24 saat aydınlık. 
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Resim 5.1.1.1.2. UKS modeli oluşturmak için kullanılan stresörler. A) Gündüz karanlık (Işık 
Değişimi), B) Nemli talaş, C) Eğik kafes, D) Gece aydınlık (Işık Değişimi). 
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 5.2. Davranış Deneyleri 

 Referans değeri (baseline) oluşturmak için stres protokolüne başlamadan 1 gün 

önce her iki gruba da açık alan, yükseltilmiş-o-labirent ve kuyruktan asma testleri 

uygulandı. Stres protokolünün başlatılmasından sonra 4. haftada ve 7. haftanın 

sonunda davranış testleri tekrarlandı. 

 5.2.1. Açık Alan Testi 

 Farelerin keşif aktivitelerini test etmek için açık alan testi uygulandı. Bu test 

alanı, çapı 150 cm olan beyaz plastik zemin ile yüksekliği 35 cm olan beyaz 

polipropilen duvarla çevrelenmiş açık bir alandır. Bu alan 3 kısma ayrılmaktadır; en 

dış kenar zonu (çapın duvara yakın %17,7’lik kısmı), orta geçiş zonu (çapın 

%32,3’lük kısmı) ve en iç merkez zonudur (çapın %50’lik parçasını içeren merkez 

kısmı). Fareler davranış testine başlamadan önce testin yapılacağı odada 30 dakika 

tutularak alışmaları sağlandı ve daha sonra merkeze bırakılarak 600 saniye boyunca 

kamera ile gözlemlendi. Deney hayvanının adımları kamera ile kaydedildi ve Any-

maze (Stoelting Co., Wood Dale, IL) yazılımı ile analiz edildi. Spontan lokomotor 

aktiviteyi belirlemek için total mesafe ölçüldü. Keşif aktivitesini değerlendirmek için 

“rearing aktivitesi” olarak adlandırılan, iki arka ayak üzerine kalkma hareketi sayıldı 

(90) (Resim 5.2.1.1.). 

Resim 5.2.1.1 Açık alan testi deney düzeneği. A) Açık alan kazanı. B) Any-maze yazılımı. 
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 5.2.2. Yükseltilmiş-O-Labirent Testi 

 Labirent testi anksiyeteyi analiz etmek amacıyla kullanılmaktadır. 5,5 cm 

çapında yuvarlak platform tabandan 40 cm yukarıya yerleştirildi. Daire şeklindeki 

yürüyüş alanı aydınlık açık ve karanlık kapalı alan içermektedir. Bu alanlarda 

geçirilen toplam süreler kamera ile kayıt edildi. Açık alandan düzeneğe bırakılan 

fareler 600 saniye boyunca gözlemlendi ve sonuçlar Any-maze (Stoelting Co., Wood 

Dale, IL) yazılımı ile analiz edildi (91, 92) (Resim 5.2.2.1.).      

   
Resim 5.2.2.1 Yükseltilmiş-O-labirent testi deney düzeneği.  

 5.2.3. Kuyruktan Asma 

 Kuyruktan asma testi hayvanların depresyon seviyelerini ölçmek için uygulanan 

bir davranış testidir. Davranış kutularına teker teker yerleştirilen fareler yerden 60 cm 

yüksekliğindeki borulara kuyruklarından tıbbi bant ile asılarak 300 saniye boyunca 

asılı bırakıldı. İlk 1 dakika alışma süreci olarak kabul edildi ve geri kalan süre boyunca 

hareketli ve haraketsiz oldukları zamanlar zamanlayıcı tutularak kaydedildi. Pasif ve 

tepkisiz olarak kaldıkları zamanlar hareketsiz olarak kabul edildi (93) (Resim 

5.2.3.1.). 
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Resim 5.2.3.1 Kuyruktan asma testi deney düzeneği.  

 
 5.3. Işık Mikroskobik Preparasyon ve Histolojik Skorlama  
 
 Dekapitasonun ardından her iki deney grubuna ait tüm hayvanlardan alınan sağ 

testislerin yarısı ışık mikroskobik incelemeler için hazırlandı. Dokular Bouin 

Fiksatifi’nde 20 saat fikse edildi. Lityum karbonat ile doyurulmuş %70 alkol içeren 

solüsyonda sarı renk gidene kadar yaklaşık 2 gün boyunca bekletildikten sonra 

yükselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100) geçirilerek dehidrate edildi ve 

ksilen ile şeffaflaştırıldı. 60 °C’lik etüvde parafin içinde 1 gece boyunca bekletildikten 
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sonra oda ısısında parafin içine gömülerek bloklandı. Parafin bloklardan mikrotom 

(Thermo Scientific, HM340E) ile yaklaşık 5 μm kalınlığında alınan kesitler 

Hematoksilen-Eozin (H&E) (Empire Genomics, BPK 4088-2) ile boyandı. Her kesitte, 

preparat saat yönünde kaydırılarak rastgele seçilen 10 benzer alanda bulunan 50 

seminifer tübül 20X büyütmede Johnsen Skorlaması’na göre değerlendirildi (94). 

Kesitler Nikon Eclipse (Nikon® Instruments Inc., Amerika Birleşik Devletleri) ile 

görüntülendi. Johnsen skorlaması aşağıda Tablo 5.3.1.’de belirtilen kriterlere göre 

yapılmıştır (94).  

Tablo 5.3.1. Johnsen skorlama kriterleri 

 
 5.4. Biyokimyasal Analizler 

 5.4.1. Malondialdehit (MDA) Tayini 

 Dekapitasyon esnasında tüplere alınan kan, 10 dakika 3000 rpm’de santrifüj 

edildikten sonra serumları başka tüplere konuldu. Çalışmada elde edilen serumlardan 

MDA tayini Lipid peroksidasyon ürünü olan malondialdehit (MDA) ile tiyobarbitürik 

asit (TBA) arasındaki reaksiyon sonucu oluşan pembemsi rengin absorbansının 
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spektrofotometrik olarak değerlendirilmesi ile ölçüldü. Numune ve kör tüpü olmak 

üzere iki adet tüp hazırlandı. Numune tüpünün içerisine 50 µl serum ve 0,25 ml 1,22M 

trikloroasetik asit (TCA) ilave edilerek vorteks ile karıştırıldı ve 15 dakika oda ısısında 

bekletildi. 15 dakika sonunda 0,047 M 0,15 ml tiobarbitürik asit (TBA) eklendi, 

vorteks ile karıştırıldı ve 30 dakika su banyosu içinde inkübasyona bırakıldı. 

İnkübasyon sonunda 0,40 mL n-bütanol ilave edildi ve vorteks ile karıştırıldı. Elde 

edilen numune karışımı 3000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildi ve 0,2 ml bütanol fazı 

96 well plateki kuyucuk içine koyuldu. Kör olarak ise yine 0,2 ml n-bütanol kullanıldı. 

Örnek tüpünden alınan 0,2 ml bütanol fazının absorbansı 532 nm’de köre karşı okundu 

ve değerler kaydedildi. MDA için saptanmış ekstinksiyon kat sayısı (1.56.105 M-1cm-

1) kullanılarak sonuçlar hesaplandı (95). 

 5.4.2. Hormon Ölçümleri 

 Testosteron ve kortikosteron seviyesi Medipol Mega Hastaneler Kompleksi 

Biyokimya Laboratuvarı’nda Elektrokemilüminesans İmmünolojik Testi (ACLIA) 

Yöntemi ile cobas e 411 otoanalizörü kullanılarak ölçüldü. Yarışma prensibine göre 

işleyen yöntemde numune testosterona ve kortikosterona özgü biotinlenmiş 

monoklonal antikor ile inkübe edildi. Streptavidin kaplı mikropartiküller ve rutenyum 

kompleksi ile işaretlenmiş testosteron türevi eklendikten sonra bu kompleks biotin ile 

streptavidin etkileşimi aracılığı ile katı fazı bağlanmış oldu. Bağlanmamış maddeler 

ProCell/ProCell M ile uzaklaştırıldı. Elektrot üzerine voltaj uygulanması 

kemilüminesans emisyonunu indüklendi ve foto çoğaltıcı ile ölçüldü. Sonuçlar, 2 

noktalı kalibrasyonla cihaza özgü bir şekilde oluşturulan kalibrasyon eğrisi ve reaktif 

barkodu veya bir ana eğri ile belirlendi. 

 

 5.5. Sperm Fonksiyon Testleri 

 Skrotuma kesi atılarak epididimis çıkartıldı. Diseke edilen her iki epididimis 

önceden ısıtılıp 37°C’ye getirilmiş 200 µl G- Gamete Solüsyonu (Vitrolife, İsveç) 

içerisine konuldu. Medium içerisinde ısıtıcı tablada muhafaza edilen epididimisler 

insulin enjektörü ile mekanik olarak parçalandı ve spermlerin medium içerisinde 

serbest olarak yüzmeleri için 10 dakika inkübe edildi.  
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 5.5.1. Sperm Konsantrasyonu 

 Makler sperm sayma kamarasına 10 µl semen örneği koyuldu. Işık 

mikroskobunda 20X objektif altında 100 kare sayıldı ve sonuç milyon/ml olarak 

verildi. 

 5.5.2. Toplam Motilite ve Progresif Motilite 

 Elde edilen örneklerden 10 µl alınarak önceden ısıtılmış Makler sperm sayma 

kamarasına yerleştirildi. Işık mikroskobunda, 40X objektif altında 100 kare sayılarak 

spermlerin motiliteleri skorlandı. Motilite değerlendirilirken spermler aşağıda 

ayrıntıları belirtilen 4 gruba (A, B, C, D) ayrıldı:  

 A motilite; progresif motil (ileri hızlı hareketli) spermler, 

 B motilite; yavaş hareketli spermler,  

 C motilite; yerinde hareketli spermler ve  

 D motilite; hareketsiz spermleri skorlamak için kullanıldı.  

Sonuçlar yüzde (%) olarak hesaplandı. Toplam motilite A, B ve C motilite oranları 

(%) toplanarak elde edilirken, progresif motil sperm oranı A motilite oranı (%) olarak 

belirtildi. 

 5.5.3. Sperm Morfoloji Analizi  

 10 µl semen örneği smear yapacak şekilde lama yayıldı ve kurutulduktan sonra 

Diff-Quick ile boyandı. Sperm yayma preparatları, metanol içeren tri-metan boyası 

içerisinde 15 saniye boyunca fikse edildi. 10 saniye ksantin mavisi içinde 

bekletildikten sonra 15 saniye boyunca Azine A ve metil mavisi içerisinde bekletildi. 

Ardından Nikon Eclipse (Nikon® Instruments Inc., Amerika Birleşik Devletleri) 100X 

objektif ile immersiyon yağı kullanılarak skorlandı. En az 100 sperm hücresi 

morfolojik olarak normal spermler ile anormal spermler belirlenerek sayıldı. Spermler 

anormal morfoloji kriterlerine göre bükülmüş boyun, kuyruk ve boyun kısmında 

sitoplazmik droplet birikimi, başsız kuyruk ve akrozom morfoloji bozukluğuna göre 

değerlendirildi (96). Sonuç % normal morfoloji oranı olarak verildi (Resim 5.3.3.1.). 
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Resim 5.3.3.1. Diff-Quick boyaması ile normal sperm ve sperm morfoloji anomalileri. A) 
Normal sperm. B) Akrozom anomalisi. C) Baş anomalisi. D) Kuyrukta sitoplazmik droplet. 
E) Çift kuyruk. (A-E:100X).    

 

 5.5.4. Kromatin Bütünlüğü Analizi  

 Sperm kromatin bütünlüğü analizi için toluidin mavisi boyaması yapıldı. Toluidin 

mavisi metakromazi gösteren bazik bir boyadır. Bazik özelliğinden dolayı çekirdekte 

bulunan fosfat gruplarına bağlanma eğilimi yüksektir. DNA’da hasar olması 

durumunda toluidin mavisi bu fosfat gruplarına bağlanarak çekirdeği koyu mavi 

boyamaktadır. Bu boyanma özelliğinden dolayı kromatin bütünlüğü olmayan spermler 

koyu mavi boyanırken, normal kromatin bütünlüğü sergileyen spermler açık mavi 

boyanmaktadır (97).  Her 2 gruptan hazırlanan sperm yayma preparatları aseton: %96 

alkol (1:1) solüsyonu içerisinde 1 saat boyunca bekletildi. Preparatlar 0.1 N HCl ile 

hidrolize edildi. Sonrasında %0.05 toluidine mavisi ile oda ısısında 5 dakika boyandı. 

Biomount (Bio-Optica, 1611) ile kapatıldı ve Nikon Eclipse (Nikon® Instruments Inc., 

Amerika Birleşik Devletleri) 100X yağlı objektif ile incelenerek skorlandı. En az 100 

sperm hücresi sayıldı, koyu ve açık renkli sperm çekirdekleri sayılarak sonuç % 

normal kromatin bütünlüğü oranı olarak verildi. 
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 5.5.5. Akrozomal Reaksiyon Analizleri 

 Her 2 gruba ait tüm sperm örnekleri önceden ısıtılmış kalsiyum iyonofor A23187 

(C7522, Sigma Aldrich) içeren medium içerisinde akrozomal reaksiyona girmeleri için 

tetiklendi. 1 saat inkübasyonun ardından 500 g’de 5 dakika santrifüj edildi, süpernatant 

atıldıktan sonra PBS eklendi. Bu işlem 2 defa tekrar edildikten sonra, 10 µl’si lama 

yayıldı. FITC-PNA (Vector Lab, FL-1071) boyaması uygulandı ve akrozomal 

reaksiyona giren ve girmeyen spermler konfokal mikroskopta (LSM 780, Carl Zeiss, 

Almanya) 40X yağlı objektif ile görüntülendi. FITC- PNA boyaması için sperm yayma 

preparatları +4 °C’de PFA içerisinde 15 dakika boyunca fikse edildi. PBS ile 

yıkandıktan sonra %0.1 Triton X-100 ile 10 dakika boyunca permeabilize edildi. %5 

BSA ile bloklanan yaymalar 2 saat boyunca oda sıcaklığında FITC-PNA’de (10µg/ml) 

inkübasyona bırakıldı. PBS ile yıkandıktan sonra DAPI ile çekirdek boyaması yapıldı 

ve mikroskop ile görüntülendi. Akrozomal reaksiyona girmeyen sperm başında bütün 

bir şekilde yeşil floresan görülürken, reaksiyona giren spermlerin baş kısımlarında 

yeşil floresan “yok”, “parçalanmış” ya da “ekvatoryal kısımda” olarak değerlendirildi 

(98). 

 5.5.6. Akrozomal Bozukluk Analizi 

 Diff-Quick boyaması ile boyanan sperm yaymalar aynı zamanda akrozom 

bozukluk oranı için de değerlendirildi. Sperm yaymalar ilk öce metanol içeren tri-

metan boyası içerisinde 15 saniye boyunca fikse edildi. 10 saniye ksantin mavisi içinde 

bekletildikten sonra, 15 saniye Azine A ve metil mavisi içerisinde bekletildi. Ardından 

immersiyon yağı kullanılarak Nikon Eclipse (Nikon® Instruments Inc., Amerika 

Birleşik Devletleri) 100X objektif ile skorlandı. En az 100 sperm hücresi sayıldı ve 

morfolojik olarak normal akrozomlar ile anormal akrozomlar ayrıldı. Sonuç % 

anormal akrozomal indeks oranı olarak verildi. 

 5.6. Western- Blot Protein Analizleri 

 Testis dokusunun yarısından alınan taze doku örnekleri -80°C’de saklandı. Alınan 

dokular RIPA lizis tampon sistemi (sc-24948, Santa Cruz Biotechnology) ile 

homojenize edildi. Homojenat 4 °C’de 15 dakika 10.000 g’de santrifüj edilerek 

süpernatant toplandı. Protein miktar tayini Qubit 3.0 Fluorometer cihazı (Invitrogen 
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Life Technologies Corporation, Amerika Birleşik Devletleri) kullanılarak hesaplandı. 

%1,25 2-merkaptoetanol, 4X laemmli tampon solüsyonu (161-0747, Biorad 

LifeSciences Research) ve ddH2O ilave edilmiş örnekler 90 °C’de 5 dakika denatüre 

edildi. İnkübasyon sonrasında örnekler jel elektroforez yapılıncaya kadar +4 °C’de buz 

üzerinde bekletildi. Dikey jel elektroforez tankı (1658004, Biorad LifeSciences 

Research) içerisine mini-Protean TGX Precast protein jeli (4569033, Biorad 

LifeSciences Research) yerleştirildi ve elektroforez için gerekli olan tampon çözelti 

(1610732, Biorad Life Sciences Research) eklendi. Jele ilk önce protein belirteci olan 

Precision Plus Protein-All blue standards (163-0393, Biorad LifeSciences) yüklendi. 

Her kuyucuğa 30 µg protein içerecek şekilde hesaplanan örnekler yüklendi. Jel 200 

volt’ta yaklaşık 1 saat yürütüldü. Proteinler jelden PVDF membrana Trans-blot turbo 

transfer sistemi (1704155, Biorad Life Sciences Research) kullanılarak aktarıldı. 

Özgün olmayan bağlanmaları bloklamak için membranlar Tris-Buffered Saline (TBS-

T) ile hazırlanan %5 yağsız süt tozu (sc-2325, Santa CruzBiotechnology) ile oda 

ısısında 1 saat inkübe edildi. Bloklanan membranlar 1 gece boyunca +4 ° C’de, anti-

klatrin X22 monoklonal (1:300) (MA1-065, Thermo Scientific), anti-ZO-1 poliklonal 

(1:200) (61-7300, Thermo Scientific) ve anti-Klaudin 11 poliklonal (1:300) (36-4500, 

Thermo Scientific) ile inkübe edildi. Membranlar TBS-T ile 3 kez 5’er dakika 

yıkandıktan sonra sekonder antikor (1:1000) (Goat anti Rabbit sc-2004 ve Goat anti 

Mouse sc-2005, Santa Cruz) ile 1 saat oda sıcaklığında inkübe edildi. Membranlar 

TBS-T ile 3 kez 5’er dakika yıkandıktan sonra ECL Western görüntüleme solüsyonu 

(1705060, BioRad Life Sciences Research) ile 5 dakika inkübe edildi. Ardından 

Chemidoc MP görüntüleme sistemi (1708280, BioRad Life Sciences Researc) ile 

görüntülendi. Protein miktarı kontrolü β-Aktin (sc-47778, Santa Cruz) kullanılarak 

yapıldı ve alınan görüntüler Image J programı ile analiz edildi.  
 5.7. İmmünfloresan Analizleri 

 Kriyomikrotom (CM1950, Leica, Almanya) ile pozitif şarjlı lamlar üzerine 7 µm 

kalınlığında alınan kesitler 15 dakika boyunca %4 ’lük PFA içerisinde fikse edildi. 

PBS ve distile su ile yıkanmalarının ardından, PAP pen ile etrafı çizilen kesitlerin 

üzerine bloklama solüsyonu (%3 BSA, %0,1 Sodyum azid, %1 goat serum, %1 

Tween-20) damlatıldı ve çalkalayıcı üzerinde 80 RPM’de 1 saat oda sıcaklığında 

inkübe edildi. Yıkama yapılmadan +4 ºC’de buzdolabında 1 gece boyunca anti-klatrin 
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X22 monoklonal (1:1000) (MA1-065, Thermo Scientific), anti-ZO-1 poliklonal 

(1:100) (61-7300, Thermo Scientific) ve anti-Klaudin 11 poliklonal (1:100) (36-4500, 

Thermo Scientific) ile inkübe edildi. Kesitler PBS ile yıkandıktan sonra sekonder 

antikor goat anti rabbit IgG H&L; (1:400) (ab150077) ve goat anti Mouse IgG H&L; 

(1:400) (ab175473) ile 1 saat boyunca oda sıcaklığında inkübe edildi. Tekrar PBS ile 

yıkanmasının ardından DAPI ile 5 dakika boyunca çekirdek boyaması yapılan kesitler 

aqueous flouro mount (Sigma, F4680) ile kapatıldıktan sonra konfokal mikroskop 

(LSM780, Carl Zeiss, Almanya) ile görüntülendi. 

 5.8. Elektron Mikroskop Analizleri 

 Elektron mikroskobik (EM) incelemeler için Hua ve ark.’larının geliştirdiği en-

bloc boyama metodu kullanıldı (99). Bu protokolde PBS kullanılmamaktadır, tüm 

solüsyonlar kakodilat tampon içerisinde hazırlanmıştır. Her aşama arasında distile su 

ile yıkandı. Kullanılacak olan yaklaşık 1mm3’lük testis dokusu, %25 gluteraldehit, 

%25 PFA, 2,2 mg kalsiyum klorür ve 1X kakodilat tampon içeren solüsyon 37 ºC ‘ye 

ısıtıldıktan sonra dokular bu fiksatif içerisinde oda sıcaklığında 20 dakika boyunca 

fikse edildi. Distile su yıkanan dokular %2’lik osmiyum ile post fikse edildi. %2.5 

ferrosiyanid solüsyonunda 15 dakika bekletildikten sonra %1’lik tiyokarbohidrazidde 

40 ºC’de 10 dakika bekletildi. %2’lik osmiyum tetroksitte 15 dakika bekletildikten 

sonra %1’lik uranil asetatta 40 ºC’de 20 dakika bekletildi. Ardından kurşun aspartat’ta 

50 ºC’de 20 dakika bekletildi. Yükselen aseton serilerinden (%30, %50, %70, %90, 

%100x2) geçirildikten sonra Epon 812 kit (Sigma Aldrich 45359) ile gömme işlemi 

uygulanarak bloklar hazırlandı. Bloklardan 1 µm kalınlığında yarı ince kesitler alındı 

(Leica EM UC7), toluidin mavisi ile boyandı. Belirlenen bölgeler için bloklardan 60 

nm kalınlığında ince kesitler alınıp, bu kesitler elektron mikroskobunda (GeminiSEM 

500, Carl Zeiss, Almanya) incelendi.  

 5.9. İstatistiksel Analizler 

 İstatistiksel analizler Graphpad Prism 7.0 (Graphpad Software, San Diego, CA, 

USA) programı kullanılarak yapıldı. Gruplar arasındaki verilerin karşılaştırılması için 

Student’s t-test ve One Way Anova testleri kullanıldı. Anlamlı olan değerlere post-hoc 

Benferroni Testi uygulandı. Sperm analizleri için Graphpad Prism yazılımında Mann-
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Whitney U testi uygulandı ve p değerleri elde edildi. Microsoft Office Excel 2016’da 

yüzde değerler kullanılarak grafik oluşturuldu. Veriler ortalama±SEM olarak verildi. 
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 6. BULGULAR 

 6.1. Davranış Testleri 

 6.1.1. Açık Alan Testi 

 Farelere stres modelini uygulamaya başlamadan önce baseline (taban değer) 

alınması için sıfırıncı haftada açık alan testi uygulandı. Ayrıca aynı test 4. ve 7. haftada 

da uygulandı. Bu test için uygun platforma yerleştirilen fareler 600 saniye boyunca 

kamera ile izlendi. Katettikleri toplam mesafe ve rearing (n) aktiviteleri 

değerlendirildi. Haftalar karşılaştırıldığında, kontrol grubunda haftalar arasında 

istatistiki olarak bir fark görülmezken stres grubunda katedilen toplam mesafenin (m) 

0. haftada 64.5±2.9 ve 7. haftada 45.9±4.1 olduğu görüldü (Şekil 6.1.1.1.). Rearing 

aktivitesinin (n) ise stres grubunda 0.  haftada 21.7±1.4 iken 7. haftada 8.1±0.8 olduğu 

görüldü (Şekil 6.1.1.2.).  

 

Şekil 6.1.1.1. Açık alan testinde hayvanların katettikleri toplam mesafenin (m) 
karşılaştırılması (* p<0.05). 



36 
 

 

Şekil 6.1.1.2. Açık alan testinde rearing (n) aktivitesinin karşılaştırılması (***p<0.001). 

 
 

 6.1.2. Yükseltilmiş-O-Labirent Testi    

 Kontrol grubundaki hayvanların açık alanda geçirdikleri zamanda (sn) bir 

farklılık görülmedi. Stres grubunda 0. haftada açık alanda geçirilen zaman 239.2±22.7 

iken 7. haftada bu süre 87±20.7 olduğundan anlamlı bir düşüş görüldü (Şekil 6.1.2.1.) 

(** p<0.01). 

 

Şekil 6.1.2.1 Yükseltilmiş-O-Labirent Testinde açık alanda geçirilen zamanın   
karşılaştırılması (sn) (** p<0.01). 
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 6.1.3. Kuyruktan Asma 

      Kuyruktan asma testi analizleri sonucunda, kontrol grubunda haftalar 

karşılaştırıldığında hareketsiz kaldıkları zamanlar arasında bir fark görülmedi. Ancak 

stres grubunda hareketsiz kaldıkları süre (sn) 0. haftada 133.1±6.9 iken, 7. haftada bu 

sürenin 221.6±9.2 olup arttığı gözlemlendi (Şekil 6.1.3.1.) (*** p<0.001). 

 

Şekil 6.1.3.1. Kuyruktan asma testinde hareketsiz kalma sürelerinin (sn) 
karşılaştırılması (*** p<0.001). 

 

 6.2. Histopatolojik Skorlama 

 Histopatolojik skorlama için ışık mikroskobik doku takibi yapıldı ve morfolojik 

değerlendirme için hematoksilen-eozin boyaması uygulandı. Histopatolojik olarak 

anlamlı bir fark olup olmadığının belirlenmesi için yapılan Johnsen Skorlaması 

sonucunda kontrol grubunda testis yapısında normal morfoloji gözlenirken, stres 

grubuna ait seminifer tübüllerde seminifer epitelde germ hücre dizisinin azalmasından 

dolayı, yapılan semikantitatif analiz sonucunda iki grup arasında istatistiksel olarak 

anlamlı farklılık bulundu (*p<0.05) (Tablo 6.2.1.).  
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Tablo 6.2.1. Kontrol ve stres gruplarının Johnsen Skorlaması’na göre 
karşılaştırılması.  Veri ortalama±SEM olarak verilmiştir (*p<0.05). 

 

      Morfolojik olarak yapılan histopatolojik değerlendirme sonucunda kontrol 

grubunda normal seminifer tübül yapısı gözlemlendi (Resim 6.2.1.). Stres grubunda 

ise seminifer tübül epitelinde açılmalar görüldü (Resim 6.2.2.). Ayrıca seminifer 

tübüllerdeki germ tabakasını oluşturan hücre tabakası sayısında azalma görüldü. 

Tübüllerin dejeneratif tübül morfolojisi sergilediği saptandı (Resim 6.2.3.). Stres 

grubunda belirli bölgelerde atrofik tübül yoğunluğunun arttığı görüldü (Resim 6.2.4.). 
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Resim 6.2.1. A) Kontrol grubunda normal seminifer tübül yapısı. A’) A’daki görüntüde 
kesikli çizgilerle belirtilen alanın büyütülmüş hali. (A:20X, A’: 40X) 
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Resim 6.2.2. A) Stres grubunda seminifer tübül epitelinde açılmalar. A’) A’daki görüntüde 
kesikli çizgilerle belirtilen alanın büyütülmüş hali. (→) ile seminifer tübül epitelindeki 
açılmalar gösterildi. (A: 20X, A’: 40X) 
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Resim 6.2.3. Stres grubunda seminifer tübül epitelinde germ hücre tabakası sayısında azalma     
görüldü (              ) (40X).  

Resim 6.2.4. Stres grubunda (*) atrofik tübüller (20X). 
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 6.3. Biyokimyasal Analizler 

 6.3.1. MDA Tayini 

 Serumda ölçülen MDA miktarının kontrol grubunda 1.178±0.11 μmol/L, stres 

gubunda 2.194±0.13 μmol/L olduğu görüldü (Tablo 6.3.1.1.). 

Tablo 6.3.1.1. Kontrol ve stres grupları arasında MDA miktarının karşılaştırılması. 
Veriler ortalama±SEM olarak verilmiştir. (**p<0.01) 

 

 6.3.2. Serum Hormon Ölçümleri 

 Serumda kortikosteron miktarı kontrol grubunda 0.29±0.03 ug/dl, stres grubunda 

ise 0.64±0.08 ug/dl olarak ölçüldü. Testosteron analizi sonuçlarına göre, kontrol 

grubunda testosteron miktarı 3.56±0.75 ng/ml iken, stres grubunda 1.17±0.18  ng/ml 

olduğu görüldü (Tablo 6.3.2.1.).  

Tablo 6.3.2.1. Kontrol ve stres gruplarının kortikosteron ve testosteron seviyelerinin 
karşılaştırılması. Veriler ortalama±SEM olarak verilmiştir. (**p<0.01) 

 

 6.4. Sperm Fonksyion Testleri 

 Stres ve kontrol gruplarının sperm parametreleri (sperm konsantrasyon, progresif 

motilite, motilite, morfoloji, kromatin yapı analizi, akrozomal indeks ve akrozomal 

reaksiyon) değerlendirilip sonuçlar istatistiksel olarak karşılaştırıldı. Sonuçlar Tablo 

6.4.1.’de ve Şekil 6.4.1.’de gösterilmiştir.   
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Tablo 6.4.1. Kontrol ve stres grupları arasında sperm parametrelerinin 
karşılaştırılması.  Veriler ortalama±SEM olarak verildi. (*p<0.05, **p<0.001). 

 

 

 

Şekil 6.4.1. Kontrol ve stres gruplarında sperm parametrelerinin karşılaştırılması. (*p<0.05, 
**p<0.001) 
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     6.4.1. Sperm Konsantrasyonu 

 Sperm konsantrasyonu incelendiğinde, kontrol ve stres grupları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunamadı (p=0.08). Kontrol grubunda sperm 

konsantrasyonu 52.5±5.33 mil/ml iken, stres grubunda bu değerin 56.6±7.03 mil/ml 
olduğu görüldü. 

 6.4.2. Toplam Motilite ve Progresif Motilite 

 Motilite parametreleri incelendiğinde, toplam motilite parametresi açısından 

gruplar arasında anlamlı bir fark bulunmazken (p=0.07), progresif motilite 

parametresi açısından stres grubunda kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı 

bir azalma belirlendi. (p=0.03).  Toplam motilite oranının kontrol grubunda 

%52.9±6.39, stres grubunda ise %67.2±4.65 olduğu, progresif motilitenin ise kontrol 

grubunda %16.3±2.98 iken stres grubunda 9.31±1.34 olduğu görüldü.   

 6.4.3. Sperm Morfoloji Analizi  

 Normal morfoloji oranı incelendiğinde, stres grubunda kontrol grubuna göre 

istatistiksel olarak anlamlı azalma belirlendi. Kontrol grubunda normal morfoloji 

oranı %48.8±2.88 iken stres grubunda bu değerin %37.7±3.99 olduğu görüldü 

(p=0.04).  

 6.4.4. Kromatin Bütünlüğü Analizi 

 Sperm kromatin bütünlüğü incelendiğinde, kontrol grubuna göre stres grubunda 

kromatin bütünlüğünü kaybeden hücre sayısında artış olduğu görüldü. Kontrol 

grubunda oran %60.2± 5.10 iken, stress grubunda bu oranın %24 ± 4.17’ye düştüğü 

görüldü (p= 0.002) (Resim 6.4.4.1.). 
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Resim 6.4.4.1. Toluidin mavisi boyaması. A) Kontrol grubunda soluk renkli (kromatin 
bütünlüğü bozulmamış) boyanan sperm çekirdekleri (kırmızı ok başı. B) Stres grubunda koyu 
renkli (kromatin bütünlüğü bozulmuş) boyanan sperm çekirdekleri (siyah ok başı). (A-B: 
100X) 

 

 6.4.5. Akrozomal Reaksiyon Analizi 

 Akrozomal reaksiyon oranı incelendiğinde oranın stres grubunda kontrol grubuna 

göre anlamlı olarak azaldığı görüldü. Akrozom reaksiyon oranı kontrol grubunda 

%44.5±2.35 iken, stres grubunda bu oranın %19.1±2.02 olduğu görüldü (p= 0.002) 

(Resim 6.4.5.1.). 
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Resim 6.4.5.1. FITC-PNA boyaması. A) Pozitif kontrol (Testis dokusu). B) Kontrol grubunda 
parçalanmış (beyaz ok başı), ve tamamen kaybolmuş (kırmızı ok başı) spermler. C) Stres 
grubunda intakt kalmış olan spermler (kırmızı ok). (A:20X, B-C:40X) 
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 6.4.6. Akrozomal Bozukluk Analizi 

 Akrozomal bozukluk oranı incelendiğinde, stres grubunda anormal akrozoma 

sahip sperm sayısında istatistiksel olarak anlamlı bir artış olduğu belirlendi. Kontrol 

grubunda bu oran %16.7± 2.72 iken, stres grubunda oranın %40.8± 6.44’e yükseldiği 

görüldü (p=0.04). 

 6.4.7. Diğer Sperm Parametreleri 

 Stres grubunda bulunan 14 örnekten 6’sında yoğun aglütinasyon göze çarpmıştır. 

Kontrol grubunda bulunan 10 örnekten hiç birinde aglütinasyona rastlanmamıştır 

(Resim 6.4.7.1).  

  

Resim 6.4.7.1. Makler kamerası incelemesinde stress grubunda görülen aglütinasyon alanları 
(Kırmızı ok başı).   
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 6.5. Western Blot Analizi 

 6.5.1. ZO-1, Klaudin-11 ve Klatrin Proteinleri Analizi 

 Kontrol ve stres grupları arasında molekül ağırlığı 210 kDa olan ZO-1 proteinin 

seviyesi kantitatif olarak western blot yöntemiyle belirlendi ve protein miktarı 

kontrolü için β-aktin protein kullanıldı. Oluşan bantlar Image J yazılımı ile 

dansitometrik olarak belirlendi. Kontrol ve stres grubu karşılaştırıldığında ZO-1 

immünreaktivitesinin stres grubunda azaldığı görüldü (**p<0.001). Klaudin 11 

immünreaktivitesin de stres grubunda azaldığı görüldü (*p<0.05). Kontrol ve stres 

grubu klatrin açısından karşılaştırıldığında ise iki grup arasında anlamlı bir farklılık 

bulunamadı (Şekil 6.5.1.1.). 

  

Şekil 6.5.1.1. A) Kontrol ve stres gruplarında ZO-1, Klaudin 11 ve Klatrin protein 

seviyelerinin western blot analiziyle ölçülmesi. B) Verilerin dansitometrik grafik analizi (** 

p<0.001, * p<0.05). 
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 6.6. İmmünfloresan Analizler 

 İmmünfloresan analizler sonucunda kontrol grubunda seminifer tübüllerin bazal 

kompartmanında ZO-1 ve Klaudin 11 ekspresyonunun devamlı bir şekilde olduğu ve 

KTB yapısının bütünlüğünü koruduğu konfokal mikroskop (LSM780, Carl Zeiss, 

Almanya) görüntüleriyle gösterildi. Klatrin ekspresyonunun ise hem kontrol hem de 

stres grubunda Sertoli hücrelerinin sitoplazmasında lokalize olduğu görüldü. Stres 

grubunda ise ZO-1 ve Klaudin 11 ekspresyonun bazal kompartmanda görülmesine 

rağmen azaldığı ve KTB bütünlüğünün bozulduğu görüldü (Resim 6.6.1.).  

 

 



50 
 

 

     

Resim 6.6.1. A) Kontrol grubunda ZO-1 ekspresyonu. A’) A’daki görüntüde kesikli oklarla 
gösterilen alanın büyütülmüş şekli. Bazal kompartmanda ZO-1 ekspresyonu kırmızı oklarla 
gösterildi (      ). B) Stres grubunda bazal kompartmanda görülen ZO-1 ekspresyonunda 
azalma. B’) B’deki görüntüde kesikli oklarla gösterilen alanın büyütülmüş şekli. Kırmızı ok 
ile ZO-1 ekspresyonunda azalma olan bölgeler gösterildi (        ). Çift taraflı ok ile seminifer 
epitel dökülmesi gösterildi. C) Klatrin ve ZO-1 ekspresyonun ko-lokalize görüntüsü. C’) 
C’deki görüntüde kesikli çizgiler ile belirtilen alanın büyütülmüş hali.  

 

 6.7. Elektron Mikroskop Analizleri 

 Ultrastrüktürel analiz sonucunda kontrol grubunda düzgün seminifer tübül 

morfolojisi görüldü. Sertoli hücrelerinin bazal membran üzerinde lokalize olduğu, 

germ hücre dizisinin lümene kadar ulaştığı gözlemlendi. Sertoli hücreleri arasındaki 

KTB yapısında bağlantılarda açılma olmadığı görüldü. 

 Stres grubunda seminifer tübül epitelinde dökülmeler olduğu ve bazal 

kompartmanda klaudin 11 ve ZO-1 proteinlerinin oluşturduğu sıkı bağlantı 

bölgelerinde açılmalar olduğu görüldü (Şekil 6.7.1.).  
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Resim 6.7.1. A) Stres grubunda seminifer tübül epitelinde açılmalar (*) ve germ hücre 
dizisinde dökülmeler (              ). B) Stres grubunda bazal membranda KTB yapısında 
açılmalar. B’) B’deki şekilde kesikli çizgilerle belirlenen alanın büyütülmüş hali. Kesikli 
çizgilerle belirlenen alanda seminifer tübül epitelinde bazal kompartmanda açılmalar. (A: 
5.13K X, B: 21.52 K X, B’: 51.02 K X). 
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 7. TARTIŞMA VE SONUÇ 

 Stres, 21. yüzyılın salgın hastalığı olarak nitelendirilmektedir ve stresin duygusal 

ve fiziksel sağlığımız üzerindeki etkisi yıkıcı olabilmektedir. Çok sayıda 

epidemiyolojik çalışma sosyal yaşam, iş stresi ve yaşam tarzının, stres, sağlık ve refah 

düzeyi üzerindeki etkilerini tanımlamaya çalışmıştır. Bu araştırmalar iş stresinin 

Amerikalı yetişkinler arasında en büyük stres kaynağı olduğunu ortaya koymuştur (1).  

 Evrimsel sürece bakıldığında akut stres vücudu tetikte tutmaya yararken, 

kronikleşmiş ve sürekli devam eden stres fizyolojik olaylar üzerinde olumsuz etkilere 

sahiptir. Literatüre bakıldığında, stres çalışmaları akut ve kronik stres olarak iki başlık 

altında toplanmaktadır. Akut stres trafik sıkışıklığı, eşle kavga etme, işveren ile 

tartışma ya da evinizin soyulduğunu farketmeniz anında yaşadığınız kısa süreli stresi 

ifade etmektedir. Akut stresin metabolizmayı tetikte tutmak ve anlık olaylara 

verilebilecek tepkileri zinde tutmak için yararlı olduğu söylenmektedir. Ancak 

kronikleşmiş olan stresten doğan negatif durumlar insan ruhsal ve fiziksel sağlığı 

üzerinde olumsuz etkilere sahiptir. Bu yüzden çalışmalar kronik stres üzerine 

yoğunlaşmıştır. Hans Selye ile deney hayvanlarında başlayan çalışmalar günümüze 

gelindiğinde insanın günlük maruz kaldığı stresörlere yoğunlaştığından, protokollerde 

‘mild’ kelimesi kullanılmaya başlanmıştır. ‘Mild’ kelimesi kullanılmadan önce 

protokoller su ve yemek yoksunluğunu içermekteydi. Ancak insanların daha sık 

karşılaşılabileceği stresörlerin protokollere eklenmesinin insanın günlük yaşamını 

daha yakın şekilde taklit edebileceğinden bu stresörler protokollerden çıkartılmaya 

başlanmıştır. Kullanılan protokole ‘unpredictable’ kelimesinin eklenmesi deney 

hayvanının stresöre alışmaması ve depresif belirtileri göstermesi için kurgulanmıştır. 

Bu şekilde insanların günlük karşılaştığı stresörler taklit edilmiş ve stres sonucunda 

oluşan depresif, anhedonik ve anksiyete gibi semptomların ortaya çıkması için 

oluşturulmuştur (33). Stres sonucunda oluşan bu semptomların tayini davranış testleri 

ile yapılmaktadır.  

 İnfertilite çağımızın en büyük sorunlarından biridir. Değişen çevre koşulları, 

yaşam şartlarının zorlaşması, dengesiz ve sağlıksız beslenme son 50 yıl içerisinde 

infertilite problemi yaşayan çiftlerin oranını artırmıştır (100). DSÖ verilerine göre 

erkeklerde sperm sayısının dramatik düşüşü araştırmacıları düşüş altında yatan 
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mekanizmaları araştırmaya yöneltmiştir. Genetik ve fizyolojik faktörlerin yanında, 

çevresel faktörler de bu dramatik düşüşte önemli rol oynamaktadır. Çevresel 

faktörlerden biri olan stres ise bu nedenler arasında en önemlilerindendir (101). 

 Stresin başta sinir sistemi olmak üzere kardiyovasküler sistem, üriner sistem ve 

endokrin sistem üzerine olan etkileri çalışılmaktadır. Bu çalışmaların yanında stresin 

erkek ve kadın üreme sistemi üzerine etkileri de son zamanlarda çok çalışılan alanlar 

içerisinde yer almaktadır. Yapılan çalışmalarda stresin kadınlarda over rezervinde 

azalmaya, küçük foliküllerin sayısında düşüşe ve hormon seviyelerinde değişikliğe 

neden olduğu gösterilmiştir (42).  

 Spermatogenez testislerde gerçekleşen uzun, kompleks ve çok iyi organize 

edilmesi gereken bir süreçtir (76, 102). Fertilizayona uygun sperm üretimi için 

seminifer tübüllerde bulunan KTB vazgeçilmez bir yapıdır. KTB yapısındaki 

proteinlerin ekspresyon seviyesindeki değişimler spermatogenez için oluşturulan 

mikroçevreyi bozmaktadır (76).  

 Yapılan çalışmalarda stresin serum serotonin ve testosteron seviyesini, sperm 

sayısını ve motilitesini, testiküler süperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon 

seviyesini, stereoidojenik akut-düzenleyici (StAR) proteinin gen ekspresyon 

seviyesini düşürdüğü, MDA ve kortikosteron seviyesini artırdığı gösterilmiştir (12). 

Başka bir çalışmada, stresin seminifer tübül boyutlarında azalmaya, bazal 

membranında incelmeye ve spermatogenik seri hücrelerini birbirinden ayırt etmede 

zorlanmaya neden olduğu ortaya konmuştur (43). Yapılan diğer çalışmalarda stresin, 

ss-DNA pozitif hücre sayısında artışa, seminifer tübül epitelinde incelme ve 

vakuolizasyona, çok nukleuslu büyük hücre sayısında artışa ve germ hücre sayısında 

azalmaya neden olduğu gösterilmiştir (11, 45). 

 Bu tez çalışmasında, stresin KTB yapısındaki proteinlerin ekspresyon 

seviyelerinde meydana getirdiği değişimin hem kantitatif hem de mikroskobik 

seviyede araştırılması, ayrıca sperm parametreleri üzerindeki etkisinin ortaya 

konulması amaçlanmıştır.  

 C57BL/J türüne özgü geliştirilen stres protokolünde stresörler 7 hafta boyunca 

randomize bir şekilde uygulanmıştır. Stres modelinin oluştuğunu kanıtlamak için 
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uygulanan davranış deneyleri ile 7. haftanın sonunda stres grubunda keşif 

aktivitesinde ve anksiyete belirteci olarak açık alanda geçirilen zamanda azalma 

olduğu görülmüştür. Hareketsiz geçirilen zamanın artması hayvanların depresyona 

girdiğini ortaya koymuştur. Bu protokolün geliştirildiği makaledeki davranış 

deneyleri sonuçlarına bakıldığında bu çalışmadaki verilere paralel sonuçlar elde 

edilmiştir (89). 

 Vücudun strese verdiği cevapta birçok fizyolojik ve davranışsal tepki 

bulunmaktadır. Bu tepkilerden en çok çalışılanlardan biri HPA aksının 

aktivasyonudur. Hipotalamusta, paraventriküler nukleusta (PVN) bulunan 

nöronlardan hipofizer portal sisteme kortikotropin salgılatıcı faktör (KSF) ve arjinin 

vazopresin (AVP) olmak üzere iki nörohormon salgılanır. Her iki hormon da hipofizin 

anterior lobundan adrenokortikotropik hormon (ACTH) üretimi ve salınımını stimüle 

etmektedir. ACTH ise adrenal bezlerden glukokortikoid sentezini indüklemektedir 

(103). İnsanlardaki temel glukokortikoid kortizol iken kemirgenlerde 

kortikosterondur. Kortizol, vücudun temel stres hormonudur. Kortizolün, 

kortikosterondan farkı kortizolün bir fazla –OH (hidroksil) grubu içermesidir. 

Kortizol sirkadiyen ritmin düzenlenmesinde, kan basıncının ayarlanmasında, 

karbonhidrat, yağ ve protein metabolizmasının düzenlenmesinde rol almaktadır. 

Sağlıklı stres cevabı, stres anında kortizol seviyesinin artması ve stres durumu 

sonlandığı anda hızla düşüşüyle olmaktadır. Ancak organizma kronik strese maruz 

kaldığında kortizol birikimi artmaktadır. Bu durum sonucunda glukokortikoid, stres 

peptidleri ve proinflamatuar sitokinlerin katabolik özelliklerinden dolayı 

organizmada anomaliler oluşmaktadır. Bu yüklenme sonucunda ayrıca 

nöropsikiyatrik ve metabolik bozulmalara da neden olmaktadır. Kanda yüksek 

miktarda kortizol aynı zamanda yüksek kan basıncına, kas zayıflığına, susuzluğa, 

ruhsal mod değişimlerine, osteoporoza, tip 2 diyabete ve beyin fonksiyonlarında 

hasara neden olmaktadır (104). Bizim çalışmamızda, kronik stres çalışmalarında elde 

edilen verilere paralel sonuçlar bulunmuş olup, 7. haftada stres grubundaki 

hayvanların kortikosteron miktarında kontrol grubuna göre artış olduğu saptanmıştır. 

Bu sonuç ile stres protokolünün oluşturulduğu bir kez daha desteklenmiştir (89).  
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 Oksidatif stres, vücutta serbest radikaller ile antioksidanların oranlarının 

bozulması sonucu oluşan, hücre ve doku hasarına yol açan bir olaydır. Kronik stres 

sonucunda oksidatif stres indüklenmekte ve hücrede serbest oksijen radikallerinin 

miktarı artmaktadır (105). Serbest oksijen radikallerinin hücre membranındaki 

doymamış yağ asitlerine bağlanması sonucunda yağ asitleri yükseltgenir ve bu olay 

lipid peroksidasyonu olarak adlandırılmaktadır. Lipid peroksidasyonu hücre 

membranının H ve diğer iyonlara geçirgenliğinin artmasına, hücre membran ve 

organel bütünlüğünün bozulmasına neden olmaktadır (106). Lipid peroksidasyon 

seviyesinin in vivo ortamdaki belirteçlerinden biri olan MDA, oksidatif stres seviyesi 

ölçümü için kullanılan markırlardan bir tanesidir. UKS modeli uygulanan bazı 

çalışmalarda MDA seviyesinin stres uygulanan grupta arttığı gösterilmiş ve bazı 

antioksidan maddelerin MDA seviyesini normale düşürdüğü ortaya konmuştur (107-

109). Bizim çalışmamızda da kronik stres uygulanan grupta, 7. haftada MDA 

seviyesinin kontrol grubuna kıyasla arttığı görülmüştür.   

 Literatürde stresin testis üzerindeki etkilerine bakıldığında stresin sperm sayısını 

azalttığı, testis morfolojisinde bozukluklar meydana getirdiği ve testosteron 

seviyesinde azalmaya neden olduğu önceki çalışmalarda gösterilmiştir (12, 45). 

Bizim çalışmamızda da benzer olarak stres grubunda testosteron seviyesinde anlamlı 

bir düşüş görülmüştür. Ayrıca Johnsen skorlamasına göre yapılan analizde, stres 

grubunda seminifer tübül epitelinde germ hücre sayısında azalma görülmüştür. 

Yapılan histopatolojik analiz sonucunda stres grubunda seminifer tübül epitelinde 

vakuolizasyona, atrofik ve dejeneratif tübüllere rastlanmıştır. 

 Literatürde, stres ve erkek infertilitesi arasındaki ilişkiyi inceleyen az sayıda 

çalışma bulunmaktadır. Bu çalışmalardan birinde günlük stres ile semen kalitesi 

arasında ilişki olmadığı bildirilmiş olsa da (110), yapılan başka bir çalışmada aile 

üyesini kaybeden erkeklerin semen kalitesinde düşüş olduğu ortaya konmuştur (111).  

 Sperm konsantrasyonu ile kronik stres arasındaki ilişkiyi inceleyen çalışmalar 

mevcuttur. 2019’da yapılan bir çalışmada Zou ve ark.’ları Sprague Dawley türü 

sıçanlara UKS modelini uygulamış ve uygulanan stres sonucunda sperm 

konsantrasyonunda azalma olduğunu bildirmişlerdir (112). Başka bir çalışmada ise 

yine Sprague Dawley türü sıçanlara hareketsizlik ve soğuk suda yüzdürme 
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stresörlerinden oluşan kronik stres modeli uygulanmış ve sperm konsantrasyonunun 

azaldığı görülmüştür (113). Biz ise çalışmamızda sperm konsantrasyonunun gruplar 

arasında değişmediğini gözlemledik. Diğer çalışmalar ile bizim çalışmamızın 

sonuçlarının paralellik göstermemesi, yapılan diğer çalışmalarda farklı tür hayvan 

kullanılması ve uygulanan kronik stres modelinin bizim protokolümüzden farklı 

olmasından kaynaklanabileceğini düşündürmektedir. 

 Sperm motilitesi ve progresif motilite oranları kıyaslandığında toplam motilitede 

gruplar arasında bir farklılık bulunmazken, progresif motilitenin stres grubunda 

kontrol grubuna göre azaldığı görüldü. Soğuk stresi ve kronik stres uygulanan bir 

çalışmada stresin progresif motilite oranını düşürdüğü gösterilmiştir (114). Başka bir 

çalışmada ise, kronik unpredictable mild stres modeli uygulanan sıçanlarda sperm 

motilitesinin azaldığı gösterilmiştir (12).  

 Bu çalışmada stres grubunda kontrol grubuna göre normal morfolojiye sahip 

sperm sayısında düşüş görüldü. Başka bir çalışmada, sıçanlarda oluşturulan kronik 

stres modelinde stres grubunda normal morfolojiye sahip sperm sayısında azalma 

olduğu ve özellikle baş anomalisi görülen spermlerin sayısında artış görüldüğü 

bildirilmiştir (113). İnfertilite hastası olmayan bireylerde yapılan bir çalışmada son 3 

ay içerisinde stres olan hastalarda anormal morfolojiye sahip sperm sayısında artış 

görülmüş olup, stresin özellikle sitoplazmik droplet görülen sperm sayısında artışa 

neden olduğunu bildirmişlerdir (115). 

 Bu çalışmada, stres grubunda kontrol grubuna göre kromatin bütünlüğüne sahip 

sperm sayısında azalma görüldü. Kromatin bütünlüğü ve kronik stresi araştıran bir 

çalışma bulunmamaktadır.  

 Akrozomal reaksiyon oranına bakıldığında stres grubunda akrozomal reaksiyona 

giren spermlerinin sayısının stres grubunda kontrol grubuna göre azaldığı görüldü. 

Sıçanlarda yapılan kronik stres çalışmasında 42 gün boyunca hareketsizlik stresi 

uygunlanmış ve Coomassie mavisi ile boyanarak akrozomal reaksiyon analizi 

yapılmıştır. Bu analiz sonucunda stres grubunda akrozomal reaksiyona giren hücre 

sayısında artış olduğu görülmüştür. Bunun stresin akrozom fonksiyonunda görev alan 

proteinlerden Golgi-associated PDZ ve coiled-coil motif containing (GOPC)’in 

ekspresyonunu etkilemesinden kaynaklanmış olabileceğini öne sürmüşlerdir. Ayrıca 
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başka bir neden olarak protein fosforilasyonun hücre çoğalması, bölünmesi, büyümesi 

ve farklılaşması aşamalarında önemli olduğunu ve bu aşamaların Sertoli hücrelerinde, 

yuvarlak spermatidlerde ve akrozomal reaksiyon sürecinde de görüldüğünü 

söylemişlerdir (116). 

 Bu çalışmada, stres grubunda kontrol grubuna göre akrozomal bozukluğa sahip 

sperm sayısında artış görülmüştür. İnfertilite hastası olmayan 1001 erkek ile yapılan 

bir çalışmada bireylerin medikal durumları, hayat tarzları ve meslekleri göz önüne 

alındığında özellikle çalışma saati fazla olan bireylerde akrozomal bozukluk görülen 

sperm sayısında artış görülmüştür (115).  

 Antisperm antikorlar (ASA), immünolojik infertilite etmenleri olarak rol alırlar. 

Erkeklerde ASA oluşumu nedenleri arasında lokal inflamasyondan kaynaklanan KTB 

hasarı (117), tümörler (118), toksik maddeler (119, 120), testiküler sperm 

ekstraksiyon prosedürleri (121), seminal plazmadaki hücresel ve humoral bağışıklığı 

regüle eden immün modülatör faktörlerde azalma (122) ve mikroorganizmalar ile 

spermatozoa (123) arasındaki antijenik reaksiyon yer almaktadır. 

 ASA oluşumu ayrıca erkek genital sistemdeki kanalların enflamasyon ve 

infeksiyöz ajanlardan dolayı tıkanmasından (124), varikoselden (125, 126), genital 

sistem yaralanmalarından (127), vas deferensin tıkanmasından (128) ve epididimis 

enflamasyonundan da (129) kaynaklanabilmektedir. 

 Semende ASA varlığının temel bulgusu sperm hücreleri arasında aglütinasyon 

gözlenmesidir. Çalışmamızda stres grubunda yoğun olarak gözlemlediğimiz 

aglütinasyon bize KTB’nin yıkılması nedeniyle immün hücrelerin bölgeye geçtiğini 

ve antisperm antikor oluştuğunu düşündürmektedir. 

 Sonuçların IgM ve IgG düzeyinde konfirmasyonu gerekmesine rağmen, durumun 

KTB’nin bozulmasına kanıt teşkil ettiği düşünülebilir. Konunun ileri araştırılmasının 

immünolojik infertilite vakalarının çözülmesine önemli katkı sağlayabileceği 

düşünülmektedir. 

 Spermatogenez, memeli testislerinde bulunan seminifer tübül epitelinde germ 

hücrelerinin birçok hücre bölünmesi ve morfololojik değişiklik geçirmesi ve 

spermiyasyon sonucunda tübül lümeninden salınması olayıdır (130). Spermatogenez 
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süreci boyunca germ hücreleri Sertoli hücreleri tarafından desteklenmektedir. Sertoli 

hücrelerinin en önemli görevlerinden bir tanesi KTB yapısını oluşturmaktır. KTB 

yapısı sıkı bağlantılar, bazal ektoplazmik özelleşmeler, desmozomlar ve gap 

junctionları içermektedir. (50, 131). KTB post-mayotik germ hücrelerini sistemik 

dolaşımdan korurken, aynı zamanda periyodik olarak yıkılıp, yapılarak 

preleptoten/leptoten spermatositlerin adluminal kompartmana geçişine izin verir 

(132). Sıkı bağlantı protein ailesinden en çok bilinenler bağlantı adhezyon molekülleri 

klaudinler ve okludinlerdir. Klaudin protein ailesine bakıldığında klaudin-3, -4, -5, -

7, -8 ekprese edilmesinin yanında daha çok klaudin-1 ve klaudin-11 eksprese 

edilmektedir (133). Klaudin-11 upregülasyonu androjenler ile sağlanırken, down 

regülasyonu TGF-β3 ile sağlanmaktadır (134). Flutamid gibi anti-androjenlerin sıçan 

prepubertal testisinde klaudin-11 ekspresyonunu inhibe ettiği gösterilmiştir (135). 

Bütünlüğün korunmasında önemli olan diğer bir olay ise testosteron hormon 

seviyesidir. Okludinler epitelde bilinen ilk sıkı bağlantı integral membran protein 

yapısıdırlar (136). Okludinlerin düzenlenmesinde sitokinler (TGF-β2, TGFβ3) rol 

almaktadır (137). Okludin ve klaudinlerin aktine bağlanmasında rol alan en önemli 

adaptör proteinler ZO-1, ZO-2 ve ZO-3 proteinleridir. ZO-1 proteini konneksin-43 ile 

ko-lokalizedir ve gap junction proteinlerinin iletişiminden sorumludur (79). Bu 

çalışmada western blot analizleri sonucunda sıkı bağlantı proteinlerinden klaudin-11 

ve ZO-1 proteinin stres grubunda ekspresyonunda azalma görülmüştür. Bunun 

nedeninin testosteron seviyesindeki azalma olabileceği öngörülmektedir. Yapılan 

benzer kronik stres çalışmalarında testis histopatolojisinde hasarlar ve sperm 

konsantrasyonunda azalma görülmüş olup, bu anomalilerin altında yatan mekanizma 

halen aydınlatılamamıştır. Bu çalışma kronik stres modelinin testis üzerindeki etkisini 

KTB protein düzeyinde incelemesiyle diğer çalışmalardan ayrılmaktadır. Endositoz, 

KTB protein yapılarının yapım yıkım aşamalarında görev alan önemli bir 

mekanizmadır. Testosteron sertoli hücrelerinde okludinin plazma membranına geri 

dönüşünü düzenlemektedir. Ayrıca endositozu androjenlerin düzenlediği dikkate 

alınarak ve testosteron miktarının artmasının klatrin ve kaveolin-1 miktarını da 

arttırdığı düşünülmektedir (74, 82). Günümüze kadar kronik stres modelinde testisteki 

klatrin miktarının değişimini inceleyen bir çalışma bulunmamaktadır. Bu çalışmada 

western blot analizleri sonucunda klatrin proteinin seviyesinde kontrol ve stres 
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grupları arasında bir farklılık bulunamamıştır. Klatrin seviyesindeki değişme 

olmamasının nedeni, ZO-1 ve klaudin-11 gibi sıkı bağlantı proteinlerindeki 

ekspresyon seviyesinin azalması ya da artmasındaki tek mekanizmanın endositoz 

mekanizması olmaması, testosteron miktarı, sitokinler ve p38/MAPK yolağı başta 

olmak üzere birçok yolak ve mekanizmayı içeren kompleks bir olay olmasından 

kaynaklanabilir. Yapılacak diğer çalışmalarda, sitokinlerin ve p38/MAPK 

yolağındaki proteinlerin ekspresyon seviyelerinde değişim olup olmadığı kantitatif 

olarak araştırılmalıdır.  

 İmmünfloresan analizler sonucunda kontrol grubunda klaudin-11 ve ZO-1 

ekspresyonun bazal kompartmanda devamlılığını koruduğu ve Sertoli hücrelerinden 

eksprese edilen klatrin ile ko-lokalize olduğu görüldü. Stres grubunda ZO-1 ve 

klaudin-11 ekspresyonun western blot yöntemi ile gösterilen analizlerine paralel 

olarak ekpresyonda azalma ve bağlantı yapısında kesintiler olduğu konfokal 

mikroskop analizleri ile gösterildi. Hareketsizlik stresinin KBB üzerine etkisinin 

araştırıldığı bir çalışmada, stresin ZO-1 eskpresyon seviyesinde azalmaya neden 

olduğu ve bunun sonucu olarak beyindeki mikrovasküler damarların endotel hücreleri 

arasındaki bağlantının zayıfladığı ve KBB geçirgenliğinin arttığını söylemektedirler 

(138). 

 Ultrastrüktürel incelemer sonucunda kontrol grubunda seminifer tübül epitelinde 

ve Sertoli hücreleri arasındaki KTB yapısında bir bozulma görülmezken, stres 

grubunda seminifer tübül epitelinde dökülmeler ve KTB yapısında açılmalar olduğu 

görülmüştür. Hou ve ark.’ları tarafından yapılan bir çalışmada kronik stresin 

seminifer tübül bazal membranında incelmeye neden olduğunu ortaya koymuşlardır 

(43).  

 Sonuç olarak, stres hayatımızın her döneminde baş etmeye çalıştığımız bir 

durumdur. Akut stres vücudu zinde tutmaya yararken, kronikleşmiş stres mental, 

fiziksel ve ruhsal birçok anomaliye neden olmaktadır. Buna paralel olarak her geçen 

yıl artan infertilite oranları araştırmacıları ikisi arasındaki ilişkiyi araştırmaya 

yöneltmiştir. Kronik stresin sperm sayısını ve testosteron seviyesini azalttığı 

bilinmektedir. Ancak bunun altında yatan mekanizma halen aydınlatılamamıştır. 

Düzgün morfolojiye sahip sperm üretimi için seminifer tübüllerde KTB yapısı 
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tarafından oluşturulan mikroçevre vazgeçilmezdir. KTB yapısındaki bozulmalar, 

yaratılan mikro çevrenin bozulmasına neden olmaktadır. Günümüze kadar testis 

histopatolojisi, testosteron seviyesi ve sperm konsantrasyonu üzerine yapılan birçok 

çalışma bulunmaktadır. Bu çalışma, UKS’in etkilediği KTB yapısındaki proteinleri 

kantitatif olarak ve ultrastrüktürel düzeyde incelemesi, aynı zamanda sperm 

parametrelerini detaylı olarak incelemesiyle diğer çalışmalardan ayrılmaktadır.  

 İnfertilitenin ve stresin çağımızın büyük sorunları olmasından dolayı sperm 

sayısının azalmasında stresin rolü moleküler düzeyde araştırılmaya devam edilmeli 

ve uygun tedavilerin geliştirilebilmesi için bu sisteme dahil olan tüm mekanizma ve 

yolaklar detaylı olarak incelenmelidir. Farelerde yapılan bir çalışmada, kronik 

unpredictable mild stres protokolü ile hayvanlarda stres modeli oluşturulmuş ve 

antidepresan ilaçların etkisine sahip olan sodyum bütiratın etkisi araştırılmıştır. Bu 

çalışma sonucunda, stresin hipokampüste KBB’de ZO-1 ve okludin ekspresyonunu 

azalttığı, sodyum bütiratın ise azalan ekspresyon seviyesini normale döndürdüğü 

gösterilmiştir (139). İleriki çalışmalarda stres sonucunda oluşan depresyon ve 

anksiyete belirtilerinin ortadan kaldırılması ve KTB yapısının normal morfolojisine 

sahip olabilmesi için antidepresan ilaçların etkilerinin çalışılması stres kaynaklı 

infertilite vakalarının azalmasına yardımcı olabileceğini düşündürmektedir.  
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