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1. OZET

KRONIK STRESIN FARE KAN-TESTIiS BARIYERI PROTEIN YAPISI VE
GECIiRGENLIiGIi UZERINE ETKiSiNiN ARASTIRILMASI

Stres, diinya genelinde 21. yiizyilin salgin hastalifi olarak goriilmektedir. Stres
sonucunda olusan depresyon, anksiyete ve intihara egilim gibi semptomlarin teshisi ve
tedavisi 6zellikle Amerika Birlesik Devletleri gibi iilkelerde milyarlarca dolara mal
olmaktadir. Akut stres viicudu belirli noktalarda tetikte tutmaya yardimct olurken,
kronik stres ciddi hastaliklara zemin hazirlamaktadir. Stresin lireme, gastrointestinal
ve iiriner sistem tizerine olan etkileri de ayrica birer arastirma konusudur. Son yillarda
artan tiip bebek oranlart ve normal sperm degerlerinin siirekli dramatik sekilde
diismesi, arastirmacilari bu diislise neden olan durumlar1 saptamaya yoneltmistir. Bu
nedenler arasinda stres ilk tigte yer almaktadir. Dolleme yetenegine uygun sperm
uretiminin testislerde basladigi ve Kan-Testis Bariyer (KTB) yapisinin spermatogenez
icin vazgecilmez bir yap1 oldugu bilinmektedir. KTB yapisini olusturan proteinlerin
ekspresyon seviyesindeki degisimler bariyer yapisini degistirir ve bunun sonucunda
spermatogenez icin yaratilan mikrogevre bozulur. Calismamizda C57BL/6 tiir fare i¢in
spesifik olarak gelistirilen unpredictable kronik stres (UKS) modeli kullanilmustir.
Kontrol grubu hayvanlar higbir stresére maruz birakilmazken, stres grubundaki
hayvanlara belirlenen stresérler 7 hafta boyunca rastgele uygulanmistir. Davranis
deneyleri sonucunda hayvanlarda depresyon, anksiyete ve kesif aktivitesinde azalma
gorilmiis ve modelin olusturuldugu dogrulanmistir. Stres grubunda, testisin
histopatolojik  degerlendirmesinde dejenerasyon, malondialdehit (MDA) ve
kortikosteron seviyesinde artma ve testosteron seviyesinde ise azalma goriilmiistiir.
Western blot analizleri ile KTB yapisini olusturan proteinlerden ZO-1 ve Klaudin 11
seviyesinde azalma, klatrin seviyesinde ise degisme olmadigi kantitatif olarak
gosterilmistir. Elektron mikroskobik incelemeler sonucunda bariyer yapisindaki hasar
ultrastriiktiirel diizeyde gosterilmistir. Sperm parametrelerine bakildiginda, sperm

motilitesi, konsantrasyonu ve akrozomal reaksiyon indeksinde azalma gorilmiustir.
Anahtar Kelimeler: Kan-Testis Bariyeri, Sperm, Testis, Unpredictable Kronik Stres,
Z0-1

Bu tez TUBITAK tarafindan 118S734 numarali proje ile desteklenmistir.



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,
Z0-1

This thesis is supported by TUBITAK with project number 1185734,



3. GIRIS VE AMAC

Stres, Diinya Saglik Orgiitii (DSO) tarafindan 21. yiizyilin salgin hastalig olarak
nitelendirilmektedir. Amerika’da yapilan bir ¢aligmaya gore, calisanlarin %50’si
stresin negatif etkileriyle basa ¢ikmaya calismakta ve bu durum isteki iiretkenliklerini
distirmektedir. Mali acidan bakildiginda ise verimliligin diismesi Amerikan
sirketlerine yilda ortalama 300 milyon dolara mal olmaktadir. En kritik verilerden bir
digeri Amerika Birlesik Devletleri’'nde degisik gelir seviyelerine sahip bireyler
arasinda yapilan bir aragtirmaya gore, stresin seviyesi 1983-2009 yillar1 arasinda
yaklagik %30 oraninda artmustir (1). Stres sonucu olusan duygu durum degisiklikleri
ve goriilen fiziksel etkilerin 6liimciil sonuglara neden olmasi, arastirmacilar stresin

olugma nedenleri ve stres sonucunda olusan anomalileri aragtirmaya yoneltmistir.

Stres, genel olarak akut ve kronik olarak ikiye ayrilmaktadir. Akut stresin
disaridan gelebilecek tehditlere karsi viicudu tetikte tuttugu savunulmus olup, hayvani
ya da bireyi savagsmaya hazir hale getirdiginden dolay1 genellikle stres sonucunda
patolojik durumun olusmadigi goriilmiistiir (2). Ancak kronik stres, hem psikolojik
hem de fizyolojik olarak travmatik etkilere neden olmaktadir. Kronik stres sonucunda
olusan psikolojik bozukluklarin tedavisinde genel olarak antidepresanlara
bagvurulmaktadir. Kullanilan ilaglarin psikolojik bozukluklari kismen tedavi ettigi
ancak yan etkilerinin de oldugu bilinmektedir (3, 4). Stres fiziksel olarak ise ndrolojik,

kardiyovaskiler, gastrointestinal ve Uriner bozukluklara neden olmaktadir (5-7).

Infertilite, ciftlerin 1 y1l korunmasiz iliski sonucunda ¢ocuk sahibi olamamasi
olarak tanimlanmaktadir. Tiirkiye Istatistik Kurumu verilerine gore, 2018 yilinda
fertilite oran1 1.99’a diismiistiir (8). Infertilitenin %30°u erkek kaynakli, %30’u kadin
kaynakli, %20’si aciklanamayan nedenler, %5°1 diger ve %15°1 ise hem erkek hem
kadin kaynakli nedenlerden kaynaklandigi bilinmektedir (9). Erkek kaynakli
nedenlere bakildiginda, genellikle {i¢ baslik altinda toplanmaktadir; 1. Erkek iireme
sisteminde goriilen primer patolojik hastaliklar (inmemis testis, sperm iletim
kanallarinda tikaniklik vb.), 2. Cevresel faktorler (stres, sigara, alkol kullanim1 vb.)
ve 3. Sistemik hastaliklar (diyabet, yiiksek tansiyon vb.) (10). Stresin son yillarda
goriilme hizinin ciddi olarak artmasi, ayn1 zamanda infertilite oraninin her gegen yil

yiikselmesi arastirmacilart stres kaynakli infertilite alaninda c¢alismalar yapmaya



yoneltmistir. Gliniimiizde DSO kriterlerine gére normal bir erkekte 1 ml’de gériillmesi
gereken sperm sayisinin ciddi diisiis gostermesi arastirmacilart bu kritik durumun

altinda yatan nedenleri aydinlatmaya yoneltmistir.

Kronik stres sonucunda sperm sayisinda ve testosteron seviyesinde azalma
oldugu ayrica testis histopatolojisinde anomalilere rastlandigi bildirilmistir (11, 12).
Ancak sperm sayisinin  azalmasinin  altinda yatan mekanizma halen
aydinlatilamamustir. Testislerde gergeklesen sperm tiretimininde; kalite kriterinin
Kan-Testis Bariyeri (KTB) oldugunun bilinmesi, aragtirmacilart KTB mekanizmasini
molekiiler diizeyde anlayabilmek i¢in, KTB’de olan degisiklikleri arastirmaya

yoneltmistir.

Bu tezde, farede Unpredictable Kronik Stres (UKS) modeli olusturularak, stresin
testisteki KTB yapisi iizerine olan etkilerini protein duzeyinde hem kantitatif hem de
mikroskobik olarak incelemek, ayrica sperm parametrelerindeki degisimleri kantitatif

olarak analiz etmek amac¢lanmistir.



4. GENEL BILGILER
4.1. Stres

Stres terimi, ilk defa Eski Romalilar tarafindan, giiniimiizde kullanilan kelime
anlamryla degil, bir objenin iizerine uygulanan basing anlaminda kullanilmistir (13).
Latin kokenli olan ‘strictus’ kelimesinden tiiretilmis olup, birlestirme ve beraber
hareket ettirme anlamlarinda da kullanilmis (14). Eski Fransizca’da “estresse’ olarak
kullanildi, bu kelime sikisiklik ve baski anlamlarma gelmekteydi (15). ingilizce’de
ise ‘distress’ kelimesi kullanildi ve ve zorluk anlamimi tagimaktaydi. ingilizler ve
Fransizlar ‘distress’ terimini zorlayici ¢evre kosullari i¢in kullanmaya baglamiglardir

(14).

19. ylizyilin baslarinda Claude Bernard, Sir William Osler ve Walter Cannon
stres terimini kullanmasalar da degisen ¢evre kosullarina karsi verilen tepkiler tizerine
deneysel caligmalar yapmaya bagladilar. Bernard, viicudun stirekli olarak i¢ dengesini
korumaya calistigin1 (homeostat) ileri stirdii (16). Osler, g¢evresel kosullara karsi
viicudun tepki verdigini ve bunun uzun bir siire boyunca devam etmesi sonucunda
saglik tizerine olumsuz etkiler olusturdugunu sdylemistir (17). Cannon ise I. Dinya
Savas1 sirasinda yaptig1 arastirmalar sonucunda korkuya verilen tepkide hormonlarin
roliinii arastirdi (18). Ancak bu ¢alismalari siiresince higbir zaman ‘akut stres’ terimini
kullanmamigtir. Cannon’in bu ¢alismalar yiiriittiigii yillarda, stresin ‘babasi’ olarak
kabul edilen Hans Selye (1907-1982) kronik strese verilen cevaplarda akut strese
verilen cevaplardan farkliliklar oldugunu goézlemledi (19). Hans Selye, 1907’de
Viyana’da dogmustur ve tip doktoru olarak egitim almistir. Ancak mezun olduktan
sonra klinik yonde ilerlemekten ¢ok arastirma alanina yonelmeyi tercih etmistir. Tip
literatiiriine ‘stres’ kelimesini gegiren ilk kisidir (20). Selye stresi “viicudun her tarli
degisime verdigi 6zel olmayan tepki’ olarak tanimlamistir (21). Selye galismasinda,
strese verilen tepkiyi li¢ evreye ayirmistir. 1. evreyi, ‘genel adaptasyon sendromu’
evresi olarak tanimlamistir. Bu evrede adrenal bezlerde biiyiime, lenfatik sistemde
hasar, mide iilseri, kas tonusunu kaybetme, viicut 1sisinda diisme ve 6dem olusumu
gozlemlemistir. 2. evrede ki bu evre yapilan deneylerde, deney hayvaninin 48 saatten
fazla etken maddeye maruz birakilmasini kastetmektedir; adrenal bezde asir1 blyime,

hipofizde asir1 bazofil hiicre artis1 ve gonadlarda atrofi gozlemlemistir. Uygulanan



stresoriin 1 aydan kisa bir siirede kesilmesi durumunda viicut fonksiyonlarinin normal
diizeyine dondiigiinii, siirenin 1 ay1 ge¢cmesi durumunda ise 3. evreye gecildigini
belirtmistir. 3. evrede tiikenmislik evresine gecildigini ve strese karsi gosterilen
direncin devam edemeyecegini sdylemistir (22). Ileriki ¢calismalarinda, 1. evrede soz
edilen ‘genel adaptasyon sendromu’ terimi yerini ‘stresore verilen cevap’ terimine
birakacaktir (19). Selye’nin ¢aligmalarinin odak noktasi Cannon’dan farkli olarak
kronik stres olmustur. 1943 yilinda yaptigi bir arastirmada hipotalamo-hipofizer-
adrenal aks (HPA) alaninda c¢alismis ve viicudun strese verdigi cevapta onemli rol
oynayan Ozellikle glukokortikoid salgilayan hiicreleri izole edip tanimlamistir (23).
Selye’nin Onciiliigii sayesinde bir¢ok arastirmact HPA aksinin hiperaktivasyonu ve

kronik stres arasindaki iliskiyi arastirmaya yonelmistir (24).

1980’lerin bagindan itibaren stres arastirmalart psikoloji, tip ve genetik gibi
multidisipliner hale doniisti. Birgok akil hastaliginin siiflandirmasinda, stresin
varlig1 teshis kriterleri arasinda yer almaya basladi (19). Psikologlar, glnlik can
sikintisi, igyeri stresi, ebeveyn stresi ve post travmatik stres gibi degisik stres tipleriyle
ilgili deneysel ¢alismalar yapmaya basladilar (25-28). Akut ve kronik stresin, fiziksel
ve akil sagligi iizerine olan etkileri hakkinda yeni yaklagimlar iiretilmeye baslandikga,
epidemiyologlar ve halk sagligi arastirmacilart stresin toplum sagligi tizerindeki
etkilerini kesfetmeye devam ettiler (29). Son yillarda yapilan en yeni ¢alismalar ise
stresin jenerasyonlar arasinda nasil gegis gosterdigi ve epigenetik faktorler nedeniyle
annenin bulundugu cevrenin yeni dogan bireyin fenotipini nasil etkiledigi iizerine

yogunlagmaktadir (30).

Washington merkezli arastirma sirketi olan Gallup’in 140’tan fazla iilkede
151.000 kisiyle yaptig1 anket sonucunda olusan ve Sekil 4.1.1.’de gosterilen 2018
raporuna gore diinyada her 3 kisiden birinin stres altinda ve endiseli oldugu sonucu
ortaya ¢cikmistir. Ayrica bu rapora gore Tiirkiye, 140 tilke arasindan en stresli 11. iilke
olmus ve olumlu deneyimlerin en az yasandigi iilkeler arasinda yerini almistir (31).
Bu kritik tablo arastirmacilari stres kaynakli olan patolojik durumlart arastirmaya

yoneltmistir.



Diinya Capmnda Olumlu Deneyimlerin En Az Yasandig1 Ulkeler

Olumlu Deneyim

indeksi
Belarus 56
Misir 56
Karadag 56
Sirbistan 56
Irak 55
Makedonya 55
Tiirkmenistan 55
Etiyopya 54
Nepal 54
Tiirkiye 53
Tunus 50
Yemen 49
Afganistan 48

Based on Gallup World Polls, 2017

Sekil 4.1.1. Gallup Raporu 2018 verileri [31].

4.2. Stresin Patofizyolojisi

Stresin Selye tarafindan literatiire girmesinin ardindan, birgok arastirmaci stresin
etkilerini arastirmak amaciyla hayvan modelleri gelistirmeye baslamistir. Stres
protokolleri basta akut ve kronik stres olmak iizere ikiye ayrildi. Kronik stres {izerine
calisan Katz ve ark., cesitli stresorlere maruz biraktiklari siganlarin, igme sularina
sakkarin ya da siikroz eklenmesi durumunda i¢gme isteklerinin diistiiglinii
gbzlemlemisler ve stresin yarattigi depresyon sonucunda siganlarin anhedonik (haz
kaybi) davranig sergilediklerini gostermislerdir (32). Daha sonraki yillarda yapilan
caligmalarda, etik nedenlerden dolay: stresorlerin ilimlastirilmasi, gilinlik hayatta

karsilasilabilecek stresorler olmasi ve ekolojik olarak gecerli olan protokollerin



uygulanmas1 igin protokollerde bazi manipiilasyonlar yapilmigtir. 2015 yilina
gelindiginde, bu modeli ¢alisan 180 laboratuvardan toplamda 230 yayin ¢iktigt
gorilmistiir. Bu calismalar gruplandirildiginda sinirbilim, antidepresan ajanlar ve
geleneksel tip olmak iizere 3 baslik altinda toplanmaktadir. Yapilan c¢alismalarda
uygulanan stres modelinin ismine bakildiginda ‘kronik stres’ terimine
“unpredictable= belirsiz” kelimesinin eklendigi goriilmektedir. Bunun sebebi
protokolde uygulanan mikro stresorlerin rastgele dizenlenmesidir. “Mild”
kelimesinin eklenmesi ise protokoliin ilimlastirildigi, diger bir deyisle daha az siddetli
stresorlerin  kullanildigi anlamima gelmektedir. Bunun sonucunda kronik stres
modelleri, Kronik Mild Stres (KMS) ve Unpredictable Kronik Stres (UKS) modelleri
olmak {izere temelde ikiye ayrilmistir (33). Kronik stres modeli ilk olarak
antidepresanlarin etki mekanizmalarin1 c¢alismak, yeni ilaglar gelistirmek ve
depresyonu her yoniiyle arastirabilmek amaciyla kullanildi (34). Stres protokoli
uygulanan hayvanlarin kontrol grubuna gore haz duyusunda azalma, depresyon ve
anksiyete belirtileri gosterdigi, ancak 5 farkli antidepresan kullanimi sonucunda stres
grubundaki hayvanlarin kontrol grubundakilere benzer davraniglar sergilemeye
basladiklar1 gosterilmistir (35-37). Yapilan diger norolojik g¢alismalarda kronik
stresin, hipokampiiste yeni ndron olusumunu baskiladigi, bunun sonucunda dendritik
spine yogunlugunda ve sinaps sayisinda azalma ve hafizada bozulmalar meydana
getirdigi goriilmiis (38). Preklinik ¢alismalarda, stresin piramidal néronlarin apikal
dendritlerinde atrofiye ve yetiskin hipokampiisiinde dentat girus bolgesinde goriilen
nérogenezde azalmaya neden oldugu gosterilmis (39). Kronik stresin kardiyovaskiiler
sistem tizerine etkileri arastirilirken HPA aksindaki aktivasyon sonucunda, renin-
anjiyotensin sisteminin aktive oldugu ve homosistein seviyesindeki artistan dolay1
endotel duvarinda hasar olustugu ortaya ¢ikti. Atrium duvarindaki endotel hasari
sonucunda, duvara makrofaj infiltrasyonu oldugu ve aterosiklerotik plak olustugu
bildirilmistir (40). Uriner sistem iizerine yapilan ¢alismalarda, kronik stresin mesane
duvarinda, hipertrofi de dahil olmak (zere, bir¢cok ciddi morfolojik degisiklige ve
mesane/ vicut agirlik oraninda artisa neden oldugu da gosterildi (41). UKS modelinin
disi lireme sistemi iizerine olan etkileri arastirildiginda over rezervinde ve kiiglik

folikiil sayisinda azalmaya, serum Anti-Mdullerin Hormon (AMH), estradiol (E2),



Gonadotropin Salict Hormon (GnRH) seviyelerinde diislise ve Ostrus siklusunda

uzamaya neden oldugu gosterildi (42).
4.3.Stresin Erkek Ureme Sistemi Uzerine Etkileri

Kronik stresin erkek lireme sistemi iizerine etkileriyle ilgili olan c¢alismalara
bakildiginda, hem testis ve hem de kanal sistemi {izerine etkileri arastirilmakta olup
ayni zamanda sperm parametreleri de detayli olarak incelenmektedir. Hou ve ark.’1n,
morfolojik incelemeleri sonucunda kronik stresin seminifer tiibiil boyutlarinda
bozulmaya, vakuolizasyona ve spermatogenik seri hiicrelerinin birbirinden ayirt
edilmesinde zorlanmaya neden oldugu gosterildi (43). Yapilan baska bir ¢alismada
stresin, superoksit dismutaz (SOD), katalaz, glutatyon, testosteron, serotonin,
steroidojenik akut- diizenleyici (StAR) genin protein ekspresyon seviyesinin ve sperm
hareketliliginin azalmasina, malondialdehit (MDA) ve kortikosteron seviyelerinin
artmasina neden oldugu gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada resveratroliin, antioksidan
seviyelerinde, serotonin, StAR gen ekspresyon seviyesinde, sperm hareketliligi ve
sayisinda artis sagladigi, MDA ve kortikosteron seviyelerinde diisiis sagladigi
gosterildi (12). Kronik stresin, arkuat hipotalamik cekirdekte bulunan kispeptin
noronlarmin peptid seviyelerinde imminreaktif baskilanma sonucunda, seminifer
tiblllerde ss-DNA pozitif hiicre sayilarinin ve ¢ok nukleuslu dev hiicre sayilarinin
arttig1 ortaya konuldu (44). Nirupama ve ark.’1 kronik stresin tip A spermatogonya
sayisinda azalmaya, abnormal spermatozoa ve germ hiicrelerinde goriilen apopitozda
artisa neden oldugunu ve uygulamanin kesilmesinin iizerinden 4 ay geg¢mesine
ragmen azalan tip A spermatogonya sayisinda geri kazanim olmadigini bildirdiler (7).
Stres sonucunda testosteron seviyesinin diismesine bagli olarak, germ hiicre sayisinda
azalma, prostat ve seminal bez epitelinde incelme gorulmesi sonucunda fertilitenin
etkilendigi ve dogan yavru sayisinin azaldigi yapilan baska bir calismada gosterildi
(45). Son yillarda yapilan baska bir ¢alismada kronik stresin seminifer tiibiil epitelinin
bazalinde vakuolizasyona, seminifer epitelde dokulmelere ve seminifer tubul
limeninde dejeneratif germ hdcrelerinin bulunmasina neden oldugu ortaya konuldu
(46).



4.4, Testis Histolojisi

Testis, spermatogenez ve steroidogenezin gerceklestigi erkek lireme sistemine ait
bir cift organdir. Testis, siki bag dokusundan olusan kalin tunica albuginea ile
cevrilidir. Bu kapsiil yapisindan ¢ikan fibroz uzantilar testikiiler kitleyi yaklasik 250
adet lobule bolmektedir. Her bir lobul igerisinde 1-4 adet seminifer tubtl bulunur.
Seminifer tiibiil yapilarn intersitisyel doku denen bir bag dokusu ile sarilidirlar.
Interstisyel doku igerisinde testosteron iiretiminden sorumlu Leydig hiicreleri
(interstisyel hiicreler), kan ve lenf damarlari ve sinir sonlanmalar1 bulunmaktadir.
Leydig hiicreleri biiyiik, poligonal sekilli, eozinofilik hiicrelerdir ve tipik lipid
dropletleri igerirler. Testosteron salinimi hipofizin 6n lobundan salinan Luteinizan
Hormon (LH) kontrolu altindadir. Leydig hiicreleri erken fotal donemde farklilasir ve
embriyonik donemde erkek tireme organlarinin gelisiminde dnem tagir. Pubertede ise
sperm {retimin baglamasindan, aksesuar cinsiyet bezlerinin salgilamasindan ve
sekonder cinsiyet karakterlerinin  gelisiminden sorumludurlar. Yetiskinlerde
testosteron salinimi spermatogenezin devamliligi ve sekonder cinsiyet karakterlerinin

korunmasi igin gereklidir (47).

Her bir testiste bulunan seminifer tiibiil sayis1 yaklasik olarak 250-1000
arasindadir ve herbiri yaklasik 150-250 pm ¢apindadir. Seminifer tiibiiller kivrimlidir
ve tiiblil sonlanirken liimendeki daralma nedeniyle tiibiili rekti olarak adlandirilir.
Tiibiili rektiler, seminifer tiibiillerin rete testis denilen labirente baglanmasini
saglamaktadirlar. Bu yapilar araciligiyla testislerde iiretilen spermler ejakiilasyon ile

atilmak i¢in kanal sistemine aktarilirlar (Sekil 4.4.1.) (48).
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Sekil 4.4.1. Testis yapisi. Testis bolmeleri ve iletim kanallari (48).

Seminifer tiibiil duvarim déseyen seminifer epitelde, somatik hiicreler olan
Sertoli hiicreleri (destek hticreleri) ve spermatogenik seri hiicreleri olmak Uzere 2 tip

hiicre bulunmaktadir.

Sertoli hiicrelerinin gorevleri arasinda gelismekte olan spermatozoonlarin
desteklenmesi, beslenmesi ve uygun mikro g¢evrenin yaratilmasi, spermiyogenez
sirasinda olugan artik cisimlerin fagosite edilmesi, spermatogenez i¢in gerekli olan
testosteronun Gretimi i¢in Androjen-baglayici protein tiretimi, AMH {iretimi ve KTB
yapisiin olusturulmasi yer almaktadir (49). Sertoli hiicreleri, seminifer tiballerin
bazal membrani {izerine oturur ve apikal ylizeyi tiibiil liimenine kadar uzanmaktadir.
Sitoplazmik ¢ikintilarindan ve kompleks {ig-boyutlu yapisindan dolay1 hiicre sinirlari
151k mikroskobik diizeyde ayirt edilememektedir (50). Rutin histolojik boyamalarda
¢cok koyu boyanan 6kromatik nukleus ve nukleoluslarindan ayirt edilmektedirler (51).
Elektron mikroskobik incelemelerde gelismis diiz endoplazmik retikulum, iyi

geligsmis Golgi kompleksi, ¢cok sayida lizozom ve mitokondri igcerdikleri goriilmistiir.
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4.5. Kan-Testis Bariyeri

Kan-doku bariyeri konsepti 20 yy.’in baslarinda, beyin ve testisin vital boyalarla
tamamen boyanmadig1 gbézlemlendigi zaman ortaya atilan bir kavramdir (52). Ayni
zamanda arastirmacilar testikiiler lenf ve kan plazmasindan elde edilen sivinin icerigi
ile rete testis ve seminifer tibullerin limeninden elde edilen sivi igeriginin birbirinden
farkli oldugunu gormiislerdir (53, 54). Vicuttaki Kan-Beyin Bariyeri (KBB) ve Kan-
Retina Bariyeri gibi diger bariyer yapilar kapillerlerin endotel hiicreleri arasindaki siki
baglantilar ve destekleyici olarak perisit ve perivaskiiler makrofajlardan olusurken,
Kan-Testis Bariyeri (KTB) sadece seminifer tiibullerde bazal membrana oturan Sertoli
hiicreleri arasindaki 6zellesmis baglantilardan olusmaktadir. KTB, viicuttaki en siki
bariyer yapilarindan biri olarak kabul edilmektedir (55, 56). KTB seminifer tbul
epitelini bazal ve adluminal olmak iizere 2 kompartmana ayirmaktadir. KTB’nin
birincil fonksiyonu Sertoli hiicrelerinin arasindan apikale dogru su, elektrolitler,
iyonlar, hormonlar, parakrin faktorler ve biyolojik molekiiller gibi baz1 maddelerin
gecisini kisitlamaktir. Ikincil gdrevi ise, savunma gorevidir. Preleptoten evresinden
itibaren adluminal kompartmana ge¢mis olan spermatositlerin izole bir mikro ¢evrede
spermatogenezi tamamlamasini saglamaktadir (50). Bu fonksiyonlarinin yaninda,
spermiyogenezis sirasinda olusabilecek anti-sperm antikorlarinin (ASA) bu izole
edilmis ortama girmeleri engellenerek erkek infertilitesine neden olabilecek bir ortam
ortadan kaldirilir (57). Yapilan ¢alismalarda ASA olusmasinin temel nedeninin KTB
yapisindaki gegirgenlikler oldugu ortaya konmustur (58). Ancak bunun yaninda
konjenital anomaliler, vazektomi ya da tramvalar sonucu olusabilecek mekanik
tikanikliklarinda ASA olusumuna neden oldugu gosterilmistir (59, 60). KTB
gecirgenliginin artmasi sonucunda ASA’lar seminifer tlbdl lGmenine girer ve kanallar
aracilifiyla epididimis ve vas deferense iletilirler. Bu antikorlar sperm hiicrelerine
baglanirlar ve agliitinasyona neden olurlar (61). ASA, semende sperm aglitinasyonuna
(62), sperm gocunun engellenmesine (63) ve I6kositoza (64) neden olur. Ayrica sperm
baslar1 antikor ile kaplandigindan, zona pellusidaya baglanamaz ve penetre olamazlar
(65, 66).
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Sekil 4.5.1. KTB yapisinda Sertoli hiicresi ve baglanti yapilarinin sematize gosterimi. a.)
KTB’yi olusturan baglanti yapilari, b.) Baglantilarin yapimi, c.) Baglantilarin yikimi.
Spermatogonyum (sg), mayotik (m), post-mayotik (p.m.), leptoten spermatosit (1.), preleptoten
spermatosit (pl.) (67).

KTB siki baglantilar, ektoplazmik 6zellesmeler, desmozomlar ve gap junctionlar
(oluklu baglant1) olmak tizere 4 tip baglant1 tipi igermektedir (50) (Sekil 4.5.1. ve Sekil
4.5.2.). Desmozomlar, hiicre-hiicre ara filamentleri birbirine baglayan baglant tipidir.
Integral membran proteinlerinden desmoglein-2 ve desmokollin-2"yi icermektedir.
Yapilan son ¢alismalarda, KTB yapisinda yer alan desmozomlarin hiicre-hiicre ara
filamentleri birbirine baglamanin yaninda N-kadherin ve okludin gibi diger baglanti
proteinlerinin sik1 baglant1 ve bazal ektoplazmik 6zellesmelerin goriildiigli bolgelerde
fonksiyonlarini diizenledigi ortaya konmustur (68, 69). Gap junctionlar, aktin tabanli
bir baglant1 tipidir ve hiicrelerin birbiriyle iletisiminde gorevlidir. Konneksinlerin

biraraya gelmesiyle olusmuslardir. Testiste 6zellikle bazal ve apikal ektoplazmik
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Ozellesmelerinin goriildiigl alanlarda goriilmektedir. Konneksin-43 ve konneksin-46
testiste en cok calisilan gecisli baglanti tipidir (70, 71). Bu baglantilar glikoz,
polipeptid ve inorganik iyonlar gibi kii¢iik molekiilerin bir hiicreden digerine ge¢isi
igin yol olusturmaktadir (72). Ektoplazmik 6zellesmeler, endoplazmik retikulumun
sisternasi ile plazma membrani arasinda hekzagonal olarak diizenlenmis filamento6z
aktin mikrofilamentlerden olusmus testise spesifik adhezyon baglantilaridir. Sertoli-
Sertoli arasinda 6zellesmelere bazal ektoplazmik 6zellesmeler, Sertoli-uzayan/uzamis
spermatid arasindakilere ise apikal ektoplazmik ozellesmeler denmektedir (71).
Kadherin-katenin komplekslerinden olusmaktadir. Genellikle ZO-1 proteinleriyle
baglantili sekilde bulunurlar. Spermatogenez sirasinda preleptoten spermatositlerin
adluminal kompartmana gegisi sirasinda bariyerin yikilip yeniden yapilma siirecinde
gorev alirlar (73, 74).

KTB yapisinda bulunan siki baglantilar integral membran proteinleri sinifinda yer
almaktadir ve okludinler, klaudinler ve hiicre adezyon molekulleri olmak Uzere (¢
baslik altinda toplanmaktadirlar (75). Okludinler, hiicre polarizasyonu i¢in gerekli olan
proteinlerin lokalizasyonunu kontrol etmede, hiicre polarizasyonunun kurulmasinda
ve hiicre yonelmesinin kontroliinde gérev almaktadirlar. Sahip oldugu bu gorevlerden
dolay1 testislerde okludinin preleptoten/leptoten spermatositlerin KTB boyunca
hareketinin diizenlenmesinde rol aldig1 diisiiniilmektedir (76). KTB yapisinda eksprese
edilen klaudinler (klaudin 3,5,11) okludinlerle birlikte KTB yapisinin biitlinliigliniin
korunmasina katkida bulunurlar (77). Klaudin-11 knock out farelerde seminifer tibul
liimeninin Sertoli hiicre agregatlariyla dolu oldugu gorilmiistiir. Ayrica seminifer
tiibiillerde en gelismis olarak yuvarlak spermatidlerin bulunmasi ve apoptotik hiicre
sayisinda artis goriilmesi, klaudin-11’in spermatogenez igin olusturulmasi gereken
mikro ¢evre agisindan vazgecilmez bir eleman oldugunu ortaya koymustur (78).
Zonula okludens-1 (ZO-1) periferal membran proteinidir ve sik1 baglanti proteinlerinin
sitoplazmik yiizleriyle baglantilidir. Okludin ve klaudinleri, aktin iskeletine baglar.
Konneksin-43 ile kolokalizedir ve gap junctionlar arasindaki iletisimi diizenler (79).
Siki  baglantilarin  kurulmast i¢in gerekli olan klaudin polimerizasyonunu
dizenlemektedir. ZO-1 ayrica apikal ektoplazmik ozellesme bdolgesinde, uzamis
spermatidlerin etrafinda bulunur ve seminifer tiibiillerin IV. ve V. evrelerinde uzamis

spermatidlerin bas kisminin konveks tarafinda bulunur (76).
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Sekil 4.5.2. KTB’de siki baglanti, ektoplazmik 6zellesmeler, gap junction ve desmozomlarin
igerdigi ana proteinlerin sematize gésterimi (76).

Spermatogenez slrecinde preleptoten/leptoten spermatositlerin  adluminal
kompartmana gecisi esnasinda, siki baglantilarin bir yandan yikilirken bir yandan
bazal kompartman tarafinda yapimi s6z konusudur. Bu siirecte yapisal, baglayici ve
sinyal proteinlerinin ekspresyon seviyelerinde degisim, lokalizasyon degisimi ve
proteinlerin birbiriyle iletisiminde modifikasyonlar olmaktadir (76). Bu degisimler
altinda temelde iki mekanizma yer almaktadir; fosforilasyon ve endositoz. Testislerde
fosforilasyondan sorumlu olan ve en ¢ok calisilan kinazlar SRY, YES ve FYN
ailelerine ait kinazlardir. Sertoli hiicrelerinde baglanti komplekslerine yakin lokalize
olurlar ve integral membran proteinlerinin uygun fosforilasyon duzeyinde

kalmasindan ve hiicrenin i¢ ve dis ortam arasindaki iletisiminden sorumludurlar (80).
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Endositoz, hiicre membranindan gegemeyecek biiyliklikteki molekiillerin, hiicre
pargalarinin ya da tiim hiicrenin enerji harcanarak hiicre igine alindigi bir aktif
transport tipidir. Endositoz, fagositoz, pinositoz ve reseptor aracili endositoz olmak
tizere 3’e ayrilmaktadir. Reseptor aracili endositoz, klatrin ve kaveolin bagimli olmak
tizere 2’ye ayrilmaktadir. Klatrin bir agir, bir hafif zincir olmak iizere ii¢ kollu
triskelien yapisinda bir proteindir. Klatrin bagimli endositozda plazma membraninda
spesifik yerlerde reseptorler bulunmaktadir (Sekil 4.5.3.). Klatrin, i¢eri alinacak olan
molekiile 6zgii reseptoriin bulundugu bolgede adaptin proteini araciligiyla plazma
membranina baglanir. Ligandin baglanmasinin ardindan plazma membrani hiicre i¢ine
dogru bir ¢ukur olusturur. Guanozin trifofataz (GTPaz) enzim ailesine ait olan dinamin
proteini hiicre icine dogru olan bu cukuru keserek klatrin kapli ¢ukuru plazma
membranindan ayirir (81). KTB yapisinda bulunda proteinlerin hiicre igine alinmasi
Klatrin-bagimli endositoz mekanizmasiyla gergeklesmektedir. Siki baglanti yapilarinin
kap1 ve savunma gorevleri, diger bir degisle sik1 baglanti proteinlerinin yapim ve yikim
mekanizmas1 endositoz olay1 araciligiyla gerceklesmektedir. Sertoli hiicrelerinde
okludin vezikiillerinin hiicre membranina taginmasi testosteronun kontrolii altindadir.
Su ve ark.’min yaptigi bir calismada, kutuplagsma goriilen Sertoli hiicresinde
preleptoten/leptoten evresindeki spermatositlerin  KTB’ni ge¢mesi esnasinda,
transitozun ve Kkargo proteinlerinin transportunun kontrolinu testosteronun
diizenledigini gostermislerdir (82). Yapilan c¢alismalar testosteronun ve Klatrin-
bagimli endositozun KTB siki baglant1 proteinlerinin yapim ve yikim asamasinda ne

kadar 6nemli bir role sahip olduklarini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.5.3. Klatrin-bagimli endositozda, vezikiiliin hiicre igerisine alinmasinin sematize
gosterimi.

4.6. Spermatogenez

Spermatogenez, testislerde bulunun seminifer tiibiillerde gerceklesen kompleks
ve iyi organize edilmis bir siirectir. Insanda spermatogenez yaklasik 72-74 giin
siirerken, farede bu siire yaklasik 35 gilindiir. 3 onemli evreye ayrilmaktadir; 1)
spermatogonyal kok hicrelerin kendini yenilemesi, 2) mayoz boélinme ile diploid
kromozom sayisinin haploide indirgenmesi ve 3) spermiyogenezis’tir. Farede
farklilasmamuis olan kok hiicreler tip A, insanda ise tip Akoyu Spermatogonya olarak
adlandirilmaktadir. Farklilagsma evresine giren spermatogonyalar insanda A, farede
ise Al olarak isimlendirilir. Farede farklilasan spermatogonya 5 mitotik bdliinme
gecirdikten sonra preleptoten spermatosite donlismektedir. Bu bdliinmelerin
ardindan, spermatositler mayoz boliinmeye girerler (Sekil 4.6.1.). Bu asamadan
itibaren olan boliinmeler ve spermiyogenezis agsamasit hem farede hem de insanda ayni1
yolla devam etmektedir (83). Apr ve Aa spermatogonial kok hiicre progenetori olan
cok kuguk embriyonik benzeri kok hucrelerin (VSEL'ler) insanda ve farede
bulunduklar1 bilinmektedir (84, 85).Cok kiiclik embriyonik benzeri kék hicreler
(VSEL'ler), soy isaretleyicileri igin negatif olan ve fareclerde Sca-1'i ve insanlarda
CD133'0 eksprese eden oldukga kiicuk hematopoetik olmayan pluripotent hiicrelerin
bir popllasyonunu temsil eder. Embriyonik benzeri 6zellikleri, pluripotensin

markarlerinin ekspresyonunu; her i¢ germ-katmaninin hiicresel tiirevlerine yol agma

17



kabiliyeti; ve embriyoid benzeri cisimler olusturma yetenekleridir. Aslinda, sakin

VSEL'ler, yetiskin organlarinda epiblast tiirevli hiicre kalintilarini temsil edebilir (86).
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Sekil 4.6.1. Kemirgen, maymun ve insanda spermatogenez agamalarinin karsilastirilmasi
(87).

Kemirgen ve insan spermi arasinda morfolojik olarak da farkliliklar
bulunmaktadir. Insan sperminde bas kismindaki akrozom ¢ekirdegin iizerinde ve

konik sekildeyken, kemirgenlerde akrozom ¢ekirdegin yan ve istiinde centik

seklindedir (Sekil 4.6.2.).

Sekil 4.6.2. insan (sol) ve kemirgen (sag) sperminin taramal1 elektron mikroskop goriintiisii
(88).
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5. MATERYAL VE METOT
5.1. Deney Hayvanlari

Bu calismanin yapilabilmesi icin Istanbul Medipol Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanligi’'ndan onay alind1 (38828770-604.01.01-
E.42875). Calismamizda Medipol Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve
Uygulama Merkezi MEDITAM’da iiretilen 3 aylik, agirliklar1 25-30 gr arasinda
degisen 34 adet C57BL/6 cinsi erkek fare kullanildi. Erkek fareler deney suresi
boyunca, giinliik su ile beraber %21 oraninda protein igeren standart pelet yemlerle

(Purina) ad libitum beslendi.
5.1.1. Deney Gruplar

Kontrol Grubu (n=10): Fareler hicbir stresére maruz birakilmadi. Deney siresi
boyunca optimum laboratuvar kosullar1 altinda, 22+1°C sicaklikta, standart 12 saat

aydinlik/karanlik dongiistinde tutuldu.

Stres Grubu (n=14): Farelere, Monteiro ve ark.’nin gelistirdigi unpredictable
kronik stres protokolliniin modifikasyonu 7 hafta boyunca uygulandi (89). Deney
plani Sekil 5.1.1.1.°de 6zetlenmistir.

I alisma ] [ Unpredictable Kronik Stres Modelinin Uygulanmasi ]
|
| |
e : : : : : : : f—s hafta
e 1 3 1 2 3 4 5 6 g
2 g : [ Davranig testi I [ Davranig testi ]
[ alisma ] [ Protokol Uygulanmadan Kafeste Tutulma ] ﬁ
! H H
! H H
: : ,_|_.
Kontrol | | i
Grubu | f f f f f } t f f hafta
| 1 i 1 2 3 4 5 6 7 8
| ]
i
2 0

!
!
!
Davranig testi | Davranis testi | Davranig testi

Sekil 5.1.1.1. Deney plan1
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5.1.1.1. Unpredictable Kronik Stres (UKS) Modeli

Unpredictable Kronik Stres (UKS) modeline baglamadan 2 hafta 6nce deney
hayvanlarinin kilolar1 dikkate alinarak kontrol ve stres olmak {izere 2 gruba ayrildi ve
2 hafta boyunca haftada 2 defa deney sahibine aligmast i¢in elle tutuldu. UKS modeli
Monterio ve ark.’nin gelistirdigi model modifiye edilerek uygulandi (89). Kullanilan

stresorler;

Hareketsizlik; 10 adet delik agilan 50 mI’lik falkon tiipiine yerlestirilen farelerin 1

saat boyunca hareket yeteneginin kisitlanmas,

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

sallanmasi,

Egik kafes; kafeslerin 8 saat boyunca 45 derecelik ag1 ile egik konumda tutulmasi,
Isik degisimi; 1 gun slreyle 15181n giindiiz kapatilip gece agilmasi,

24 saat aydinlik; 151k gece kapatilmadan 24 saat boyunca 1s1ga maruz birakilmasi,

Sosyal yenilgi; deney hayvaninin, plastik bolme ile ayrilmis bir kafese CDI1 tiirii

agresif fare ile beraber birakilmasi,

Is1; farelerin 30 cm mesafeden 10 dakika boyunca sicak ayarda galisir sag kurutma

makinasina maruz birakilmasidir.

Deney hayvanlart merkezinde CD1 tiir fare bulunmamasindan dolay1, bu stresor
nemli talas stresorii ile degistirildi. Yapilan pilot ¢alisma ve literatiirde kullanilan
siireler goz Oniine alinarak hareketsizligin siiresi 4 saate ¢ikartildi. 200 mg talaga 100
ml su konularak hazirlanan kafeslerde hayvanlar 8 saat bekletildi (90). TUm stresorler
Sekil 5.1.1.1.1.°de gosterildigi gibi randomize bir sekilde uygulandi. Stresorlerin

uygulanma bigimi Resim 5.1.1.1.1.’de ve Resim 5.1.1.1.2.’de gosterilmistir.
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Pazartesi Sali Carsamba Persembe Cuma Cumartesi Pazar
Hafta

1 1S SALLAMA HAREKETSIZLIK NEMLI TALAS HAREKETSIZLIK ~ HAREKETSIZLIK EGIiK KAFES

2 HAREKETSIZLIK SALLAMA NEMLI TALAS HAREKETSIZLIK SALLAMA NEMLI TALAS  HAREKETSIZLIK

3 HAREKETSIZLIK NEMLI TALAS HAREKETSIZLIK EGIK KAFES NEMLI TALAS HAREKETSIZLIK SALLAMA

4 NEMLI TALAS HAREKETSIZLIK NEMLI TALAS SALLAMA HAREKETSIZLIK SALLAMA N

5 HAREKETSIZLIK EGIiK KAFES 1S HAREKETSIZLIK NEMLI TALAS ISIK DEGISiMI ISIK DEGiSiMI

6 1S SALLAMA HAREKETSIZLIK ISIK DEGiSiMI 24 SAAT HAREKETSIZLIK ISl

AYDINLIK

7 HAREKETSIZLIK NEMLI TALAS HAREKETSIZLIK ISI SALLAMA HAREKETSIZLIK 24 SAAT

AYDINLIK

Sekil 5.1.1.1.1. Kronik stres modeli uygulanma protokol.
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Resim 5.1.1.1.1. UKS modeli olusturmak i¢in kullanilan stresorler. A) Is1, B) Sallama, C)
Hareketsizlik, D) 24 saat aydinlik.
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Resim 5.1.1.1.2. UKS modeli olusturmak i¢in kullanilan stresorler. A) Giindiiz karanlik (Isik
Degisimi), B) Nemli talas, C) Egik kafes, D) Gece aydinlik (Isik Degigimi).
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5.2. Davrams Deneyleri

Referans degeri (baseline) olusturmak i¢in stres protokoliine baslamadan 1 giin
once her iki gruba da agik alan, yiikseltilmis-0-labirent ve kuyruktan asma testleri
uygulandi. Stres protokoliiniin baslatilmasindan sonra 4. haftada ve 7. haftanin

sonunda davranis testleri tekrarlandi.
5.2.1. Acik Alan Testi

Farelerin kesif aktivitelerini test etmek i¢in agik alan testi uygulandi. Bu test
alani, ¢ap1 150 cm olan beyaz plastik zemin ile yiiksekligi 35 ¢cm olan beyaz
polipropilen duvarla ¢evrelenmis agik bir alandir. Bu alan 3 kisma ayrilmaktadir; en
dis kenar zonu (¢apin duvara yakin %17,7°lik kismi), orta gecis zonu (capin
%32,3’liik kismi) ve en i¢ merkez zonudur (¢apin %50°lik pargasini igeren merkez
kismi). Fareler davranis testine baslamadan Once testin yapilacagi odada 30 dakika
tutularak aligsmalar1 saglandi1 ve daha sonra merkeze birakilarak 600 saniye boyunca
kamera ile gozlemlendi. Deney hayvaninin adimlart kamera ile kaydedildi ve Any-
maze (Stoelting Co., Wood Dale, IL) yazilimi ile analiz edildi. Spontan lokomotor
aktiviteyi belirlemek i¢in total mesafe 6l¢iildii. Kesif aktivitesini degerlendirmek i¢in
“rearing aktivitesi” olarak adlandirilan, iki arka ayak iizerine kalkma hareketi sayildi

(90) (Resim 5.2.1.1.).

Resim 5.2.1.1 Agik alan testi deney diizenegi. A) Agik alan kazani. B) Any-maze yazilimu.
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5.2.2. Yiikseltilmis-O-Labirent Testi

Labirent testi anksiyeteyi analiz etmek amaciyla kullanilmaktadir. 5,5 cm
capinda yuvarlak platform tabandan 40 cm yukariya yerlestirildi. Daire seklindeki
yiirliylis alam1 aydinlik acik ve karanlik kapali alan igermektedir. Bu alanlarda
gecirilen toplam siireler kamera ile kayit edildi. Ac¢ik alandan diizenege birakilan
fareler 600 saniye boyunca gozlemlendi ve sonuclar Any-maze (Stoelting Co., Wood
Dale, IL) yazilimi ile analiz edildi (91, 92) (Resim 5.2.2.1.).

Resim 5.2.2.1 Yiikseltilmis-O-labirent testi deney diizenegi.
5.2.3. Kuyruktan Asma

Kuyruktan asma testi hayvanlarin depresyon seviyelerini 6l¢gmek i¢in uygulanan
bir davranis testidir. Davranis kutularina teker teker yerlestirilen fareler yerden 60 cm
yiiksekligindeki borulara kuyruklarindan tibbi bant ile asilarak 300 saniye boyunca
asil birakilds. Tlk 1 dakika alisma siireci olarak kabul edildi ve geri kalan siire boyunca
hareketli ve haraketsiz olduklar1 zamanlar zamanlayici tutularak kaydedildi. Pasif ve
tepkisiz olarak kaldiklar1 zamanlar hareketsiz olarak kabul edildi (93) (Resim
5.2.3.1).
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Resim 5.2.3.1 Kuyruktan asma testi deney diizenegi.

5.3. Isik Mikroskobik Preparasyon ve Histolojik Skorlama

Dekapitasonun ardindan her iki deney grubuna ait tiim hayvanlardan alinan sag
testislerin yarist 151k mikroskobik incelemeler igin hazirlandi. Dokular Bouin
Fiksatifi’nde 20 saat fikse edildi. Lityum karbonat ile doyurulmus %70 alkol igeren
soliisyonda sar1 renk gidene kadar yaklasik 2 giin boyunca bekletildikten sonra
yukselen alkol serilerinden (%70, %90, %96, %100) gecirilerek dehidrate edildi ve
ksilen ile seffaflastirildi. 60 °C’lik etiivde parafin iginde 1 gece boyunca bekletildikten
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sonra oda 1sisinda parafin igine gomiilerek bloklandi. Parafin bloklardan mikrotom
(Thermo Scientific, HM340E) ile yaklagitk 5 pm kalinliginda alinan kesitler
Hematoksilen-Eozin (H&E) (Empire Genomics, BPK 4088-2) ile boyandi. Her kesitte,
preparat saat yoniinde kaydirilarak rastgele segilen 10 benzer alanda bulunan 50
seminifer tibil 20X blyutmede Johnsen Skorlamasi’na gore degerlendirildi (94).
Kesitler Nikon Eclipse (Nikon® Instruments Inc., Amerika Birlesik Devletleri) ile
goriintiilendi. Johnsen skorlamasi asagida Tablo 5.3.1.’de belirtilen kriterlere goére
yapilmustir (94).

Tablo 5.3.1. Johnsen skorlama kriterleri

Johnsen Skorlamasi

10 Tamamlanmis spermatogenezis: Cok sayida olgun spermatid
ve spermiyasyon zonlari

Spermatogenezde disorganizasyon: Olgun spermatid
sayisinda ve spermiyasyon zon sayisinda azalma

Az miktarda spermatozoa mevcut

Spermatozoa yok, bol spermatid var

Az miktarda spermatid var

Spermatozoa ve spermatid yok, bol miktarda spermatosit var

Az miktarda spermatosit var

Sadece spermatogonyum var

Hig germ hiicresi yok, sadece Sertoli hiicresi var

Tibiillerde hig hiicre yok

RN W B0 OO N0 O

5.4. Biyokimyasal Analizler

5.4.1. Malondialdehit (MDA) Tayini

Dekapitasyon esnasinda tiiplere alinan kan, 10 dakika 3000 rpm’de santrifij
edildikten sonra serumlar1 baska tliplere konuldu. Calismada elde edilen serumlardan
MDA tayini Lipid peroksidasyon urinu olan malondialdehit (MDA) ile tiyobarbittrik

asit (TBA) arasindaki reaksiyon sonucu olugan pembemsi rengin absorbansinin
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spektrofotometrik olarak degerlendirilmesi ile 6lgiildii. Numune ve kor tlplu olmak
tizere iki adet tiip hazirlandi. Numune tupuntn igerisine 50 pl serum ve 0,25 ml 1,22M
trikloroasetik asit (TCA) ilave edilerek vorteks ile karistirildi ve 15 dakika oda 1sisinda
bekletildi. 15 dakika sonunda 0,047 M 0,15 ml tiobarbitirik asit (TBA) eklendi,
vorteks ile karigtirildi ve 30 dakika su banyosu icinde inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda 0,40 mL n-biitanol ilave edildi ve vorteks ile karigtirildi. Elde
edilen numune karigimi 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve 0,2 ml biitanol fazi
96 well plateki kuyucuk icine koyuldu. Kor olarak ise yine 0,2 ml n-biitanol kullanildi.
Ornek tiipiinden alian 0,2 ml biitanol fazinin absorbansi 532 nm’de kére kars1 okundu
ve degerler kaydedildi. MDA i¢in saptanmis ekstinksiyon kat sayis1 (1.56.10° Mcm"
1y kullanilarak sonuglar hesaplandi (95).

5.4.2. Hormon Olcgumleri

Testosteron ve kortikosteron seviyesi Medipol Mega Hastaneler Kompleksi
Biyokimya Laboratuvari’nda Elektrokemiliiminesans Immiinolojik Testi (ACLIA)
Yontemi ile cobas e 411 otoanalizorii kullanilarak 6lgiildii. Yarigma prensibine gore
isleyen yontemde numune testosterona Ve kortikosterona o6zgii biotinlenmis
monoklonal antikor ile inkiibe edildi. Streptavidin kapli mikropartikiiller ve rutenyum
kompleksi ile isaretlenmis testosteron tiirevi eklendikten sonra bu kompleks biotin ile
streptavidin etkilesimi araciligi ile kat1 faz1 baglanmis oldu. Baglanmamis maddeler
ProCell/ProCell M ile uzaklastirildi. FElektrot {izerine voltaj uygulanmasi
kemiliminesans emisyonunu indiklendi ve foto g¢ogaltici ile 6l¢iildii. Sonuclar, 2
noktali kalibrasyonla cihaza 6zgii bir sekilde olusturulan kalibrasyon egrisi ve reaktif

barkodu veya bir ana egri ile belirlendi.

5.5. Sperm Fonksiyon Testleri

Skrotuma kesi atilarak epididimis g¢ikartildi. Diseke edilen her iki epididimis
onceden 1sitilip 37°C’ye getirilmis 200 pl G- Gamete Soliisyonu (Vitrolife, Isvec)
igerisine konuldu. Medium igerisinde 1sitic1 tablada muhafaza edilen epididimisler
insulin enjektorii ile mekanik olarak pargalandi ve spermlerin medium igerisinde

serbest olarak ytzmeleri igin 10 dakika inkibe edildi.
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5.5.1. Sperm Konsantrasyonu

Makler sperm sayma kamarasina 10 pl semen Ornegi koyuldu. Isik
mikroskobunda 20X objektif altinda 100 kare sayildi ve sonu¢ milyon/ml olarak

verildi.
5.5.2. Toplam Motilite ve Progresif Motilite

Elde edilen 6rneklerden 10 pl alinarak onceden 1sitilmis Makler sperm sayma
kamarasina yerlestirildi. Isik mikroskobunda, 40X objektif altinda 100 kare sayilarak
spermlerin motiliteleri skorlandi. Motilite degerlendirilirken spermler asagida

ayrintilar belirtilen 4 gruba (A, B, C, D) ayrildi:

A motilite; progresif motil (ileri hizli hareketli) spermler,
B motilite; yavas hareketli spermler,

C motilite; yerinde hareketli spermler ve

D motilite; hareketsiz spermleri skorlamak i¢in kullanildi.

Sonuglar yuzde (%) olarak hesaplandi. Toplam motilite A, B ve C motilite oranlar
(%) toplanarak elde edilirken, progresif motil sperm oran1 A motilite oran1 (%) olarak
belirtildi.

5.5.3. Sperm Morfoloji Analizi

10 ul semen 6rnegi smear yapacak sekilde lama yayildi ve kurutulduktan sonra
Diff-Quick ile boyandi. Sperm yayma preparatlari, metanol igeren tri-metan boyasi
icerisinde 15 saniye boyunca fikse edildi. 10 saniye ksantin mavisi iginde
bekletildikten sonra 15 saniye boyunca Azine A ve metil mavisi igerisinde bekletildi.
Ardindan Nikon Eclipse (Nikon® Instruments Inc., Amerika Birlesik Devletleri) 100X
objektif ile immersiyon yagi kullanilarak skorlandi. En az 100 sperm hiicresi
morfolojik olarak normal spermler ile anormal spermler belirlenerek sayildi. Spermler
anormal morfoloji kriterlerine gore blkilmus boyun, kuyruk ve boyun kisminda
sitoplazmik droplet birikimi, bassiz kuyruk ve akrozom morfoloji bozukluguna gore

degerlendirildi (96). Sonug¢ % normal morfoloji orani olarak verildi (Resim 5.3.3.1.).
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Resim 5.3.3.1. Diff-Quick boyamasi ile normal sperm ve sperm morfoloji anomalileri. A)
Normal sperm. B) Akrozom anomalisi. C) Bas anomalisi. D) Kuyrukta sitoplazmik droplet.
E) Cift kuyruk. (A-E:100X).

5.5.4. Kromatin Biitiinliigii Analizi

Sperm kromatin biitiinliigii analizi i¢in toluidin mavisi boyamasi yapildi. Toluidin
mavisi metakromazi gosteren bazik bir boyadir. Bazik 6zelliginden dolay1 ¢ekirdekte
bulunan fosfat gruplarina baglanma egilimi yiiksektir. DNA’da hasar olmasi
durumunda toluidin mavisi bu fosfat gruplarina baglanarak c¢ekirdegi koyu mavi
boyamaktadir. Bu boyanma 6zelliginden dolay1 kromatin biitiinliigii olmayan spermler
koyu mavi boyanirken, normal kromatin biitiinliigli sergileyen spermler acik mavi
boyanmaktadir (97). Her 2 gruptan hazirlanan sperm yayma preparatlari aseton: %96
alkol (1:1) solusyonu icerisinde 1 saat boyunca bekletildi. Preparatlar 0.1 N HCI ile
hidrolize edildi. Sonrasinda %0.05 toluidine mavisi ile oda 1sisinda 5 dakika boyandi.
Biomount (Bio-Optica, 1611) ile kapatildi ve Nikon Eclipse (Nikon® Instruments Inc.,
Amerika Birlesik Devletleri) 100X yagli objektif ile incelenerek skorlandi. En az 100
sperm hiicresi sayildi, koyu ve agik renkli sperm c¢ekirdekleri sayilarak sonug¢ %

normal kromatin biitiinliigli oran1 olarak verildi.
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5.5.5. Akrozomal Reaksiyon Analizleri

Her 2 gruba ait tim sperm dérnekleri 6nceden 1sitilmis kalsiyum iyonofor A23187
(C7522, Sigma Aldrich) iceren medium icerisinde akrozomal reaksiyona girmeleri i¢in
tetiklendi. 1 saat inkiibasyonun ardindan 500 g’de 5 dakika santriftj edildi, stipernatant
atildiktan sonra PBS eklendi. Bu islem 2 defa tekrar edildikten sonra, 10 pl’si lama
yayildi. FITC-PNA (Vector Lab, FL-1071) boyamas: uygulandi ve akrozomal
reaksiyona giren ve girmeyen spermler konfokal mikroskopta (LSM 780, Carl Zeiss,
Almanya) 40X yagli objektifile goruntilendi. FITC- PNA boyamasi i¢in sperm yayma
preparatlar1 +4 °C’de PFA icerisinde 15 dakika boyunca fikse edildi. PBS ile
yikandiktan sonra %0.1 Triton X-100 ile 10 dakika boyunca permeabilize edildi. %5
BSA ile bloklanan yaymalar 2 saat boyunca oda sicakliginda FITC-PNA’de (10pg/ml)
inkiibasyona birakildi. PBS ile yikandiktan sonra DAPI ile ¢ekirdek boyamas1 yapildi
ve mikroskop ile goriintiilendi. Akrozomal reaksiyona girmeyen sperm baginda biitiin
bir sekilde yesil floresan goriiliirken, reaksiyona giren spermlerin bas kisimlarinda
yesil floresan “yok”, “parcalanmis” ya da “ekvatoryal kisimda” olarak degerlendirildi

(98).
5.5.6. Akrozomal Bozukluk Analizi

Diff-Quick boyamasi ile boyanan sperm yaymalar ayni zamanda akrozom
bozukluk orani i¢in de degerlendirildi. Sperm yaymalar ilk 6ce metanol igeren tri-
metan boyasi igerisinde 15 saniye boyunca fikse edildi. 10 saniye ksantin mavisi i¢inde
bekletildikten sonra, 15 saniye Azine A ve metil mavisi igerisinde bekletildi. Ardindan
immersiyon yagi kullanilarak Nikon Eclipse (Nikon® Instruments Inc., Amerika
Birlesik Devletleri) 100X objektif ile skorlandi. En az 100 sperm hiicresi sayildi ve
morfolojik olarak normal akrozomlar ile anormal akrozomlar ayrildi. Sonu¢ %

anormal akrozomal indeks orani olarak verildi.
5.6. Western- Blot Protein Analizleri

Testis dokusunun yarisindan alinan taze doku 6rnekleri -80°C’de saklandi. Alinan
dokular RIPA lizis tampon sistemi (sc-24948, Santa Cruz Biotechnology) ile
homojenize edildi. Homojenat 4 °C’de 15 dakika 10.000 g’de santrifiij edilerek

siipernatant toplandi. Protein miktar tayini Qubit 3.0 Fluorometer cihazi (Invitrogen
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Life Technologies Corporation, Amerika Birlesik Devletleri) kullanilarak hesaplandi.
%1,25 2-merkaptoetanol, 4X laemmli tampon solisyonu (161-0747, Biorad
LifeSciences Research) ve ddH20 ilave edilmis 6rnekler 90 °C’de 5 dakika denatire
edildi. Inkiibasyon sonrasinda drnekler jel elektroforez yapilincaya kadar +4 °C’de buz
tizerinde bekletildi. Dikey jel elektroforez tanki (1658004, Biorad LifeSciences
Research) icerisine mini-Protean TGX Precast protein jeli (4569033, Biorad
LifeSciences Research) yerlestirildi ve elektroforez i¢in gerekli olan tampon ¢ozelti
(1610732, Biorad Life Sciences Research) eklendi. Jele ilk dnce protein belirteci olan
Precision Plus Protein-All blue standards (163-0393, Biorad LifeSciences) yuklendi.
Her kuyucuga 30 pg protein icerecek sekilde hesaplanan 6rnekler yiiklendi. Jel 200
volt’ta yaklasik 1 saat yiiriitiildii. Proteinler jelden PVDF membrana Trans-blot turbo
transfer sistemi (1704155, Biorad Life Sciences Research) kullanilarak aktarildi.
Ozgiin olmayan baglanmalar1 bloklamak i¢in membranlar Tris-Buffered Saline (TBS-
T) ile hazirlanan %5 yagsiz siit tozu (sc-2325, Santa CruzBiotechnology) ile oda
1s1sinda 1 saat inkiibe 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 inklbe edildi. Membranlar TBS-T ile 3 kez 5’er dakika
yikandiktan sonra sekonder antikor (1:1000) (Goat anti Rabbit sc-2004 ve Goat anti
Mouse sc-2005, Santa Cruz) ile 1 saat oda sicaklifinda inkiibe edildi. Membranlar
TBS-T ile 3 kez 5’er dakika yikandiktan sonra ECL Western gorintiileme soliisyonu
(1705060, BioRad Life Sciences Research) ile 5 dakika inkiibe edildi. Ardindan
Chemidoc MP goruntuleme sistemi (1708280, BioRad Life Sciences Researc) ile
goruntdlendi. Protein miktar1 kontroli B-Aktin (sc-47778, Santa Cruz) kullanilarak
yapild1 ve alinan goriintiiler Image J programu ile analiz edildi.

5.7. immiinfloresan Analizleri

Kriyomikrotom (CM1950, Leica, Almanya) ile pozitif sarjli lamlar iizerine 7 pum
kalinliginda alinan kesitler 15 dakika boyunca %4 ’lik PFA icerisinde fikse edildi.
PBS ve distile su ile yikanmalarinin ardindan, PAP pen ile etrafi ¢izilen kesitlerin
uzerine bloklama solusyonu (%3 BSA, %0,1 Sodyum azid, %1 goat serum, %1
Tween-20) damlatildi ve calkalayici lizerinde 80 RPM’de 1 saat oda sicakliginda
inkiibe edildi. Yikama yapilmadan +4 °C’de buzdolabinda 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 inkibe edildi. Kesitler PBS ile yikandiktan sonra sekonder
antikor goat anti rabbit 19G H&L; (1:400) (ab150077) ve goat anti Mouse 1gG H&L;
(1:400) (ab175473) ile 1 saat boyunca oda sicakliginda inkube edildi. Tekrar PBS ile
yikanmasinin ardindan DAPT ile 5 dakika boyunca ¢ekirdek boyamasi yapilan kesitler
aqueous flouro mount (Sigma, F4680) ile kapatildiktan sonra konfokal mikroskop
(LSM780, Carl Zeiss, Almanya) ile gorintilendi.

5.8. Elektron Mikroskop Analizleri

Elektron mikroskobik (EM) incelemeler igin Hua ve ark.’larinin gelistirdigi en-
bloc boyama metodu kullanildi (99). Bu protokolde PBS kullanilmamaktadir, tim
soliisyonlar kakodilat tampon igerisinde hazirlanmistir. Her asama arasinda distile su
ile yikand1. Kullanilacak olan yaklasik 1mm®liik testis dokusu, %25 gluteraldehit,
%25 PFA, 2,2 mg kalsiyum klorir ve 1X kakodilat tampon iceren solusyon 37 °C ‘ye
sitildiktan sonra dokular bu fiksatif icerisinde oda sicakliginda 20 dakika boyunca
fikse edildi. Distile su yikanan dokular %2’lik osmiyum ile post fikse edildi. %2.5
ferrosiyanid soltisyonunda 15 dakika bekletildikten sonra %1’lik tiyokarbohidrazidde
40 °C’de 10 dakika bekletildi. %2’lik osmiyum tetroksitte 15 dakika bekletildikten
sonra %1’lik uranil asetatta 40 °C’de 20 dakika bekletildi. Ardindan kursun aspartat’ta
50 °C’de 20 dakika bekletildi. Yikselen aseton serilerinden (%30, %50, %70, %90,
%100x2) gecirildikten sonra Epon 812 kit (Sigma Aldrich 45359) ile gomme islemi
uygulanarak bloklar hazirlandi. Bloklardan 1 um kalinliginda yar1 ince kesitler alindi
(Leica EM UC?7), toluidin mavisi ile boyandi. Belirlenen bolgeler icin bloklardan 60
nm kalinliginda ince kesitler alinip, bu kesitler elektron mikroskobunda (GeminiSEM

500, Carl Zeiss, Almanya) incelendi.
5.9. Istatistiksel Analizler

[statistiksel analizler Graphpad Prism 7.0 (Graphpad Software, San Diego, CA,
USA) programi kullanilarak yapildi. Gruplar arasindaki verilerin karsilagtirilmasi i¢in
Student’s t-test ve One Way Anova testleri kullanildi. Anlamli olan degerlere post-hoc

Benferroni Testi uygulandi. Sperm analizleri i¢in Graphpad Prism yaziliminda Mann-
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Whitney U testi uygulandi ve p degerleri elde edildi. Microsoft Office Excel 2016°da
yiizde degerler kullanilarak grafik olusturuldu. Veriler ortalama+SEM olarak verildi.
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6. BULGULAR

6.1. Davranis Testleri

6.1.1. Acik Alan Testi

Farelere stres modelini uygulamaya baslamadan Once baseline (taban deger)
alinmasi i¢in sifirinct haftada acik alan testi uygulandi. Ayrica ayni test 4. ve 7. haftada
da uygulandi. Bu test i¢in uygun platforma yerlestirilen fareler 600 saniye boyunca
kamera ile izlendi. Katettikleri toplam mesafe ve rearing (n) aktiviteleri
degerlendirildi. Haftalar karsilastirildiginda, kontrol grubunda haftalar arasinda
istatistiki olarak bir fark goriilmezken stres grubunda katedilen toplam mesafenin (m)
0. haftada 64.5£2.9 ve 7. haftada 45.9+4.1 oldugu goriildii (Sekil 6.1.1.1.). Rearing
aktivitesinin (n) ise stres grubunda 0. haftada 21.7+1.4 iken 7. haftada 8.1+0.8 oldugu
gorildi (Sekil 6.1.1.2.).
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Sekil 6.1.1.1. Ag¢ik alan testinde hayvanlarin katettikleri toplam mesafenin (m)
karsilastirilmasi (* p<0.05).
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Sekil 6.1.1.2. Acik al inde rearing (n) aktivitesinin karsilastirilmast (***p<0.001)

6.1.2. Yiikseltilmis-O-Labirent Testi

Kontrol grubundaki hayvanlarin agik alanda gecirdikleri zamanda (sn) bir
farklilik goriilmedi. Stres grubunda 0. haftada a¢ik alanda gecirilen zaman 239.2+22.7
iken 7. haftada bu stre 87+20.7 oldugundan anlamli bir diisiis gortldi (Sekil 6.1.2.1.)
(** p<0.01).
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Sekil 6.1.2.1 Yiikseltilmis-O-Labirent Testinde agik alanda gecirilen zamanin
karsilagtirilmasi (sn) (¥* p<0.01).
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6.1.3. Kuyruktan Asma

Kuyruktan asma testi analizleri sonucunda, kontrol grubunda haftalar
karsilagtirildiginda hareketsiz kaldiklar1 zamanlar arasinda bir fark goriilmedi. Ancak
stres grubunda hareketsiz kaldiklari siire (sn) 0. haftada 133.1+6.9 iken, 7. haftada bu
slirenin 221.6+9.2 olup arttig1 gézlemlendi (Sekil 6.1.3.1.) (¥** p<0.001).
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Sekil 6.1.3.1. Kuyruktan asma testinde hareketsiz kalma sirelerinin (sn)
karsilastiritlmasi (*** p<0.001).

6.2. Histopatolojik Skorlama

Histopatolojik skorlama igin 151k mikroskobik doku takibi yapildi ve morfolojik
degerlendirme i¢in hematoksilen-eozin boyamasi uygulandi. Histopatolojik olarak
anlamli bir fark olup olmadiginin belirlenmesi i¢in yapilan Johnsen Skorlamasi
sonucunda kontrol grubunda testis yapisinda normal morfoloji gozlenirken, stres
grubuna ait seminifer tiibiillerde seminifer epitelde germ hiicre dizisinin azalmasindan
dolay1, yapilan semikantitatif analiz sonucunda iki grup arasinda istatistiksel olarak

anlamli farklilik bulundu (*p<0.05) (Tablo 6.2.1.).
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Tablo 6.2.1. Kontrol ve stres gruplarmin Johnsen Skorlamasi’na gore
karsilagtirilmasi. Veri ortalamatSEM olarak verilmistir (*p<0.05).

Histopatolojik Analiz KONTROL STRES p DEGERI

(n=10) (n=14)

Johnsen Skorlamasi  6.36+0.2 5.42+0.2 0.03#

Morfolojik olarak yapilan histopatolojik degerlendirme sonucunda kontrol
grubunda normal seminifer tiibiil yapis1 gdzlemlendi (Resim 6.2.1.). Stres grubunda
ise seminifer tiiblil epitelinde agilmalar goriildii (Resim 6.2.2.). Ayrica seminifer
tibdllerdeki germ tabakasini olusturan hiicre tabakasi sayisinda azalma goriildii.
Tiibiillerin dejeneratif tiibiil morfolojisi sergiledigi saptandi (Resim 6.2.3.). Stres

grubunda belirli bolgelerde atrofik tiibiil yogunlugunun arttig1 goriildii (Resim 6.2.4.).
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Resim 6.2.1. A) Kontrol grubunda normal seminifer tiibiil yapisi. A’) A’daki goruntiide

kesikli cizgilerle belirtilen alanin biiyiitilmis hali. (A:20X, A’: 40X)
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Resim 6.2.2. A) Stres grubunda seminifer tiibiil epitelinde agilmalar. A’) A’daki goriintiide
kesikli cizgilerle belirtilen alanin biyiitilmis hali. (—) ile seminifer tiibiil epitelindeki
actlmalar gosterildi. (A: 20X, A’: 40X)
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Resim 6.2.3. Stres grubunda seminifer tiibiil epitelinde germ hiicre tabakasi sayisinda azalma
goruldi ( e=———>) (40X).
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Resim 6.2.4. Stres grubunda (*) atrofik tubtller (20X).
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6.3. Biyokimyasal Analizler
6.3.1. MDA Tayini

Serumda o6lgllen MDA miktarinin kontrol grubunda 1.178+0.11 pumol/L, stres
gubunda 2.194+0.13 umol/L oldugu goriildii (Tablo 6.3.1.1.).

Tablo 6.3.1.1. Kontrol ve stres gruplar1 arasinda MDA miktarinin karsilastirilmasi.
Veriler ortalama+SEM olarak verilmistir. (**p<0.01)

MDA ANALizi KONTROL p DEGERI

(GED)]

MDA (pumol/L) 1.17+0.11 2.19+0.13 0.002**

6.3.2. Serum Hormon Olciimleri

Serumda kortikosteron miktari kontrol grubunda 0.29+0.03 ug/dl, stres grubunda
ise 0.64+0.08 ug/dl olarak Ol¢iildii. Testosteron analizi sonuglarina gore, kontrol
grubunda testosteron miktar1 3.56+0.75 ng/ml iken, stres grubunda 1.17+0.18 ng/ml
oldugu goriildii (Tablo 6.3.2.1.).

Tablo 6.3.2.1. Kontrol ve stres gruplarinin kortikosteron ve testosteron seviyelerinin
karsilastirilmasi. Veriler ortalama+SEM olarak verilmistir. (¥**p<0.01)

Hormon Olciimleri KONTROL STRES p DEGERI
(n=10) (n=14)
Kortikosteron (pg/dl)  0.29+0.03 0.64+0.08 0.004%*

6.4. Sperm Fonksyion Testleri

Stres ve kontrol gruplarinin sperm parametreleri (sperm konsantrasyon, progresif
motilite, motilite, morfoloji, kromatin yap1 analizi, akrozomal indeks ve akrozomal
reaksiyon) degerlendirilip sonugclar istatistiksel olarak karsilastirildi. Sonuglar Tablo

6.4.1.’de ve Sekil 6.4.1.”de gosterilmistir.
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Tablo 6.4.1. Kontrol ve stres gruplari arasinda sperm parametrelerinin
karsilastirilmasi. Veriler ortalamaxSEM olarak verildi. (*p<0.05, **p<0.001).

SPERM PARAMETRELERI KONTROL STRES p DEGERI
{n=10) (n=14)
Konsantrasyon (mil/ml) 52.5%5.33 56.6+7.03 0.08
Toplam Motilite Crani (%) 67.216.06 67.2+5.30 0.07
Progresif Motilite Orani (%) 16.3+2.98 5.3+1.34 0.03*
Mormal Morfoloji Orani (%) 48.812.88 37.7+3.95 0.04%
Kromatin BUtunlga Orani (%)  60.2%5.10 24.4¢4.17 0.002**
Akrozomal Reaksiyon Orami (%)  44.532.35 15.1+2.02 0.002**
Akrozomal Bozukluk Cram (%) 16.7+2.27 40.8+6.44 0.04*

Sperm Parametreleri
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Sekil 6.4.1. Kontrol ve stres gruplarinda sperm parametrelerinin karsilastirilmasi. (*p<0.05,
**p<0.001)
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6.4.1. Sperm Konsantrasyonu

Sperm konsantrasyonu incelendiginde, kontrol ve stres gruplari arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunamadi (p=0.08). Kontrol grubunda sperm
konsantrasyonu 52.5+5.33 mil/ml iken, stres grubunda bu degerin 56.6+7.03 mil/ml

oldugu goriildii.
6.4.2. Toplam Motilite ve Progresif Motilite

Motilite parametreleri incelendiginde, toplam motilite parametresi agisindan
gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmazken (p=0.07), progresif motilite
parametresi acisindan stres grubunda kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlaml
bir azalma belirlendi. (p=0.03). Toplam motilite oranimin kontrol grubunda
%52.946.39, stres grubunda ise %67.2+4.65 oldugu, progresif motilitenin ise kontrol
grubunda %16.3+2.98 iken stres grubunda 9.31+1.34 oldugu goriildii.

6.4.3. Sperm Morfoloji Analizi

Normal morfoloji orani incelendiginde, stres grubunda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli azalma belirlendi. Kontrol grubunda normal morfoloji
orani %48.8+2.88 iken stres grubunda bu degerin %37.7+3.99 oldugu goriildi
(p=0.04).

6.4.4. Kromatin Biitiinliigii Analizi

Sperm kromatin biitiinliigii incelendiginde, kontrol grubuna gore stres grubunda
kromatin biitiinligiinii kaybeden hiicre sayisinda artis oldugu goriildii. Kontrol
grubunda oran %60.2+ 5.10 iken, stress grubunda bu oranin %24 + 4.17’ye diistiigi
goruldi (p= 0.002) (Resim 6.4.4.1.).
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Resim 6.4.4.1. Toluidin mavisi boyamasi. A) Kontrol grubunda soluk renkli (kromatin
biitiinliigii bozulmamis) boyanan sperm ¢ekirdekleri (kirmizi ok basi. B) Stres grubunda koyu
renkli (kromatin biitiinliigi bozulmus) boyanan sperm g¢ekirdekleri (siyah ok basi). (A-B:
100X)

6.4.5. Akrozomal Reaksiyon Analizi

Akrozomal reaksiyon orani incelendiginde oranin stres grubunda kontrol grubuna
gore anlamli olarak azaldigi goriildii. Akrozom reaksiyon orani kontrol grubunda
%44.512.35 iken, stres grubunda bu oranin %19.1+£2.02 oldugu goriildii (p= 0.002)
(Resim 6.4.5.1.).
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Resim 6.4.5.1. FITC-PNA boyamasi. A) Pozitif kontrol (Testis dokusu). B) Kontrol grubunda
parcalanmis (beyaz ok basi), ve tamamen kaybolmus (kirmizi ok basi) spermler. C) Stres
grubunda intakt kalmis olan spermler (kirmizi ok). (A:20X, B-C:40X)
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6.4.6. Akrozomal Bozukluk Analizi

Akrozomal bozukluk orani incelendiginde, stres grubunda anormal akrozoma
sahip sperm sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi. Kontrol
grubunda bu oran %16.7+ 2.72 iken, stres grubunda oranin %40.8+ 6.44’¢ yiikseldigi
goraldi (p=0.04).

6.4.7. Diger Sperm Parametreleri

Stres grubunda bulunan 14 6rnekten 6’sinda yogun agliitinasyon goze ¢arpmistir.
Kontrol grubunda bulunan 10 6rnekten hic birinde aglitinasyona rastlanmamistir
(Resim 6.4.7.1).

Resim 6.4.7.1. Makler kamerasi incelemesinde stress grubunda goriilen agliitinasyon alanlari
(Kirmizi ok bagi).
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6.5. Western Blot Analizi
6.5.1. Z0-1, Klaudin-11 ve Klatrin Proteinleri Analizi

Kontrol ve stres gruplar arasinda molekiil agirligi 210 kDa olan ZO-1 proteinin
seviyesi kantitatif olarak western blot yontemiyle belirlendi ve protein miktari
kontrolii i¢in B-aktin protein kullanildi. Olusan bantlar Image J yazilimi ile
dansitometrik olarak belirlendi. Kontrol ve stres grubu karsilastirildiginda ZO-1
immiinreaktivitesinin stres grubunda azaldigi goriildii (**p<0.001). Klaudin 11
immiinreaktivitesin de stres grubunda azaldigi goriildii (*p<0.05). Kontrol ve stres
grubu klatrin agisindan karsilagtirildiginda ise iki grup arasinda anlamli bir farklilik

bulunamad (Sekil 6.5.1.1.).

A)
Z0-1 " = 210 kDa
Klaudin-11 #® & 22 kbDa
Klatrin & = 180 kDa
P Aktin "= == 42 kDa

B) 2 ) 20 —
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Kentiol st

Sekil 6.5.1.1. A) Kontrol ve stres gruplarinda ZO-1, Klaudin 11 ve Klatrin protein
seviyelerinin western blot analiziyle él¢tlmesi. B) Verilerin dansitometrik grafik analizi (**
p<0.001, * p<0.05).
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6.6. immiinfloresan Analizler

Immiinfloresan analizler sonucunda kontrol grubunda seminifer tiibiillerin bazal
kompartmaninda ZO-1 ve Klaudin 11 ekspresyonunun devamli bir sekilde oldugu ve
KTB yapisinin biitiinliigiinii korudugu konfokal mikroskop (LSM780, Carl Zeiss,
Almanya) goruntileriyle gosterildi. Klatrin ekspresyonunun ise hem kontrol hem de
stres grubunda Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinda lokalize oldugu goriildii. Stres
grubunda ise ZO-1 ve Klaudin 11 ekspresyonun bazal kompartmanda gorilmesine

ragmen azaldig1 ve KTB biitiinligiiniin bozuldugu goriildii (Resim 6.6.1.).
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Resim 6.6.1. A) Kontrol grubunda ZO-1 ekspresyonu. A”) A’daki goriinttide kesikli oklarla
gosterilen alanin biyiitiilmiis sekli. Bazal kompartmanda ZO-1 ekspresyonu kirmizi oklarla
gosterildi (=== ) B) Stres grubunda bazal kompartmanda goérilen ZO-1 ekspresyonunda
azalma. B”) B’deki goruntiide kesikli oklarla gosterilen alanin biytitiilmiis sekli. Kirmuzi ok
ile ZO-1 ekspresyonunda azalma olan bolgeler gosterildi (mmsp). Cift tarafli ok ile seminifer
epitel dokulmesi gosterildi. C) Klatrin ve ZO-1 ekspresyonun ko-lokalize goériuntisi. C”)
C’deki goruntiide kesikli cizgiler ile belirtilen alanin biiyiitiilmiis hali.

6.7. Elektron Mikroskop Analizleri

Ultrastriiktirel analiz sonucunda kontrol grubunda diizgin seminifer tibul
morfolojisi gorildi. Sertoli hiicrelerinin bazal membran (zerinde lokalize oldugu,
germ hcre dizisinin limene kadar ulastigi gozlemlendi. Sertoli hiicreleri arasindaki

KTB yapisinda baglantilarda agilma olmadig: goriildii.

Stres grubunda seminifer tiibiil epitelinde dokiilmeler oldugu ve bazal
kompartmanda klaudin 11 ve ZO-1 proteinlerinin olusturdugu siki baglanti

bolgelerinde agilmalar oldugu goriildi (Sekil 6.7.1.).
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Resim 6.7.1. A) Stres grubunda seminifer tiibiil epitelinde agilmalar (*) ve germ hiicre
dizisinde dokllmeler ( <gue——p ). B) Stres grubunda bazal membranda KTB yapisinda
acilmalar. B’) B’deki sekilde kesikli gizgilerle belirlenen alanin biiyiitiilmiis hali. Kesikli
cizgilerle belirlenen alanda seminifer tiibiil epitelinde bazal kompartmanda agilmalar. (A:
5.13K X, B: 21.52 K X, B’: 51.02 K X).
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7. TARTISMA VE SONUC

Stres, 21. yiizyilin salgin hastalig1 olarak nitelendirilmektedir ve stresin duygusal
ve fiziksel sagliimiz iizerindeki etkisi yikici olabilmektedir. Cok sayida
epidemiyolojik ¢alisma sosyal yasam, is stresi ve yasam tarzinin, stres, saglik ve refah
duzeyi GOzerindeki etkilerini tanimlamaya g¢alismistir. Bu arastirmalar is stresinin

Amerikal1 yetiskinler arasinda en biiyiik stres kaynagi oldugunu ortaya koymustur (1).

Evrimsel siirece bakildiginda akut stres viicudu tetikte tutmaya yararken,
kroniklesmis ve siirekli devam eden stres fizyolojik olaylar tizerinde olumsuz etkilere
sahiptir. Literatiire bakildiginda, stres ¢aligmalar1 akut ve kronik stres olarak iki baglik
altinda toplanmaktadir. Akut stres trafik sikisikligi, esle kavga etme, isveren ile
tartisma ya da evinizin soyuldugunu farketmeniz aninda yasadiginiz kisa siireli stresi
ifade etmektedir. Akut stresin metabolizmay1 tetikte tutmak ve anlik olaylara
verilebilecek tepkileri zinde tutmak ic¢in yararli oldugu sdylenmektedir. Ancak
kroniklesmis olan stresten dogan negatif durumlar insan ruhsal ve fiziksel saglig
tizerinde olumsuz etkilere sahiptir. Bu yiizden ¢alismalar kronik stres iizerine
yogunlagsmistir. Hans Selye ile deney hayvanlarinda baslayan ¢aligmalar gliniimiize
gelindiginde insanin giinliikk maruz kaldig stresorlere yogunlastigindan, protokollerde
‘mild’ kelimesi kullanilmaya baslanmistir. ‘Mild’ kelimesi kullanilmadan once
protokoller su ve yemek yoksunlugunu icermekteydi. Ancak insanlarin daha sik
karsilasilabilecegi stresorlerin protokollere eklenmesinin insanin gilinliik yagamini
daha yakin sekilde taklit edebileceginden bu stresorler protokollerden ¢ikartilmaya
baslanmigtir. Kullanilan protokole ‘unpredictable’ kelimesinin eklenmesi deney
hayvaninin stresore alismamasi ve depresif belirtileri gostermesi i¢in kurgulanmistir.
Bu sekilde insanlarin giinliik karsilastig1 stresorler taklit edilmis ve stres sonucunda
olusan depresif, anhedonik ve anksiyete gibi semptomlarin ortaya ¢ikmasi igin
olusturulmustur (33). Stres sonucunda olusan bu semptomlarin tayini davranis testleri

ile yapilmaktadir.

Infertilite cagimizin en biiyiik sorunlarindan biridir. Degisen ¢evre kosullari,
yasam sartlarinin zorlagmasi, dengesiz ve sagliksiz beslenme son 50 yil igerisinde
infertilite problemi yasayan g¢iftlerin oranin1 artirmistir (100). DSO verilerine gore

erkeklerde sperm sayisinin dramatik diislisii arastirmacilar1 diisiis altinda yatan
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mekanizmalar1 aragtirmaya yoneltmistir. Genetik ve fizyolojik faktorlerin yaninda,
cevresel faktdrler de bu dramatik diisliste 6nemli rol oynamaktadir. Cevresel

faktOrlerden biri olan stres ise bu nedenler arasinda en 6nemlilerindendir (101).

Stresin bagta sinir sistemi olmak {izere kardiyovaskiiler sistem, {iriner sistem ve
endokrin sistem tiizerine olan etkileri ¢alisilmaktadir. Bu ¢alismalarin yaninda stresin
erkek ve kadin lireme sistemi iizerine etkileri de son zamanlarda ¢ok calisilan alanlar
igerisinde yer almaktadir. Yapilan ¢alismalarda stresin kadinlarda over rezervinde
azalmaya, kiiciik folikiillerin sayisinda diislise ve hormon seviyelerinde degisiklige

neden oldugu gosterilmistir (42).

Spermatogenez testislerde gerceklesen uzun, kompleks ve ¢ok iyi organize
edilmesi gereken bir sirectir (76, 102). Fertilizayona uygun sperm Uretimi icin
seminifer tlibiillerde bulunan KTB vazgegilmez bir yapidir. KTB yapisindaki
proteinlerin ekspresyon seviyesindeki degisimler spermatogenez ig¢in olusturulan

mikrogevreyi bozmaktadir (76).

Yapilan galismalarda stresin serum serotonin ve testosteron seviyesini, sperm
sayisini ve motilitesini, testikiiler siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz ve glutatyon
seviyesini, stereoidojenik akut-diizenleyici (StAR) proteinin gen ekspresyon
seviyesini disiirdiigii, MDA ve kortikosteron seviyesini artirdigi gosterilmistir (12).
Baska bir calismada, stresin seminifer tiibiill boyutlarinda azalmaya, bazal
membraninda incelmeye ve spermatogenik seri hiicrelerini birbirinden ayirt etmede
zorlanmaya neden oldugu ortaya konmustur (43). Yapilan diger ¢calismalarda stresin,
ss-DNA pozitif hiicre sayisinda artisa, seminifer tubdl epitelinde incelme ve
vakuolizasyona, ¢ok nukleuslu biiyiik hiicre sayisinda artisa ve germ hiicre sayisinda

azalmaya neden oldugu gosterilmistir (11, 45).

Bu tez c¢aligmasinda, stresin KTB yapisindaki proteinlerin ekspresyon
seviyelerinde meydana getirdigi degisimin hem kantitatif hem de mikroskobik
seviyede arastirilmasi, ayrica sperm parametreleri iizerindeki etkisinin ortaya

konulmasi amacglanmaistir.

C57BL/J tiirtine 6zgii gelistirilen stres protokolunde stresérler 7 hafta boyunca

randomize bir sekilde uygulanmistir. Stres modelinin olustugunu kanitlamak igin
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uygulanan davranis deneyleri ile 7. haftanin sonunda stres grubunda kesif
aktivitesinde ve anksiyete belirteci olarak agik alanda gegirilen zamanda azalma
oldugu goriilmiistiir. Hareketsiz gegirilen zamanin artmasi hayvanlarin depresyona
girdigini ortaya koymustur. Bu protokoliin gelistirildigi makaledeki davranis

deneyleri sonuglarina bakildiginda bu g¢alismadaki verilere paralel sonuglar elde

edilmistir (89).

Viicudun strese verdigi cevapta birgok fizyolojik ve davramigsal tepki
bulunmaktadir. Bu tepkilerden en ¢ok calisilanlardan biri HPA aksinin
aktivasyonudur. Hipotalamusta, paraventrikiler nukleusta (PVN) bulunan
néronlardan hipofizer portal sisteme kortikotropin salgilatici faktér (KSF) ve arjinin
vazopresin (AVP) olmak iizere iki nérohormon salgilanir. Her iki hormon da hipofizin
anterior lobundan adrenokortikotropik hormon (ACTH) iiretimi ve salinimini stimiile
etmektedir. ACTH ise adrenal bezlerden glukokortikoid sentezini indiklemektedir
(103). Insanlardaki temel glukokortikoid kortizol iken kemirgenlerde
kortikosterondur. Kortizol, vicudun temel stres hormonudur. Kortizolun,
kortikosterondan farki kortizoliin bir fazla —OH (hidroksil) grubu icermesidir.
Kortizol sirkadiyen ritmin diizenlenmesinde, kan basincinin ayarlanmasinda,
karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasinin diizenlenmesinde rol almaktadir.
Saglikli stres cevabi, stres aninda kortizol seviyesinin artmasi ve stres durumu
sonlandig1 anda hizla diisiisiiyle olmaktadir. Ancak organizma kronik strese maruz
kaldiginda kortizol birikimi artmaktadir. Bu durum sonucunda glukokortikoid, stres
peptidleri ve proinflamatuar sitokinlerin katabolik 6zelliklerinden dolay1
organizmada anomaliler olusmaktadir. Bu yiliklenme sonucunda ayrica
noropsikiyatrik ve metabolik bozulmalara da neden olmaktadir. Kanda yiiksek
miktarda kortizol ayn1 zamanda yiiksek kan basincina, kas zayifligina, susuzluga,
ruhsal mod degisimlerine, osteoporoza, tip 2 diyabete ve beyin fonksiyonlarinda
hasara neden olmaktadir (104). Bizim ¢alismamizda, kronik stres ¢alismalarinda elde
edilen verilere paralel sonuglar bulunmus olup, 7. haftada stres grubundaki
hayvanlarin kortikosteron miktarinda kontrol grubuna gére artis oldugu saptanmaistir.

Bu sonug ile stres protokoliiniin olusturuldugu bir kez daha desteklenmistir (89).
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Oksidatif stres, viicutta serbest radikaller ile antioksidanlarin oranlarinin
bozulmasi sonucu olusan, hiicre ve doku hasarina yol acan bir olaydir. Kronik stres
sonucunda oksidatif stres indiiklenmekte ve hiicrede serbest oksijen radikallerinin
miktar1 artmaktadir (105). Serbest oksijen radikallerinin hiicre membranindaki
doymamis yag asitlerine baglanmasi sonucunda yag asitleri yiikseltgenir ve bu olay
lipid peroksidasyonu olarak adlandirilmaktadir. Lipid peroksidasyonu hiicre
membraninin H ve diger iyonlara gecirgenliginin artmasina, hiicre membran ve
organel biitiinliigiiniin bozulmasina neden olmaktadir (106). Lipid peroksidasyon
seviyesinin in vivo ortamdaki belirteclerinden biri olan MDA, oksidatif stres seviyesi
Ol¢timii i¢in kullanilan markirlardan bir tanesidir. UKS modeli uygulanan bazi
caligmalarda MDA seviyesinin stres uygulanan grupta arttigi gosterilmis ve bazi
antioksidan maddelerin MDA seviyesini normale diisiirdiigii ortaya konmustur (107-
109). Bizim caligmamizda da kronik stres uygulanan grupta, 7. haftada MDA

seviyesinin kontrol grubuna kiyasla arttig1 goriilmiistiir.

Literatiirde stresin testis iizerindeki etkilerine bakildiginda stresin sperm sayisini
azalttigi, testis morfolojisinde bozukluklar meydana getirdigi ve testosteron
seviyesinde azalmaya neden oldugu Onceki g¢alismalarda gosterilmistir (12, 45).
Bizim ¢alismamizda da benzer olarak stres grubunda testosteron seviyesinde anlamli
bir diigiis goriilmiistiir. Ayrica Johnsen skorlamasina gore yapilan analizde, stres
grubunda seminifer tiibiil epitelinde germ hiicre sayisinda azalma goriilmistiir.
Yapilan histopatolojik analiz sonucunda stres grubunda seminifer tiibiil epitelinde

vakuolizasyona, atrofik ve dejeneratif tibullere rastlanmistir.

Literatrde, stres ve erkek infertilitesi arasindaki iliskiyi inceleyen az sayida
calisma bulunmaktadir. Bu calismalardan birinde giinliik stres ile semen kalitesi
arasinda iliski olmadig1 bildirilmis olsa da (110), yapilan baska bir ¢alismada aile

iyesini kaybeden erkeklerin semen kalitesinde diisiis oldugu ortaya konmustur (111).

Sperm konsantrasyonu ile kronik stres arasindaki iligkiyi inceleyen ¢aligmalar
mevcuttur. 2019°da yapilan bir ¢alismada Zou ve ark.’lar1 Sprague Dawley tiirii
siganlara UKS modelini uygulamis ve uygulanan stres sonucunda sperm
konsantrasyonunda azalma oldugunu bildirmislerdir (112). Baska bir ¢alismada ise

yine Sprague Dawley tiirli si¢anlara hareketsizlik ve soguk suda yiizdiirme
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stresorlerinden olusan kronik stres modeli uygulanmis ve sperm konsantrasyonunun
azaldig goriilmistiir (113). Biz ise ¢caligmamizda sperm konsantrasyonunun gruplar
arasinda degismedigini gozlemledik. Diger calismalar ile bizim c¢alismamizin
sonuglarinin paralellik géstermemesi, yapilan diger ¢alismalarda farkli tiir hayvan
kullanilmast ve uygulanan kronik stres modelinin bizim protokoliimiizden farkli

olmasindan kaynaklanabilecegini diisiindliirmektedir.

Sperm motilitesi ve progresif motilite oranlari kiyaslandiginda toplam motilitede
gruplar arasinda bir farklilik bulunmazken, progresif motilitenin stres grubunda
kontrol grubuna gore azaldig1 goriildii. Soguk stresi ve kronik stres uygulanan bir
calismada stresin progresif motilite oranini diistirdiigii gésterilmistir (114). Baska bir
calismada ise, kronik unpredictable mild stres modeli uygulanan si¢anlarda sperm

motilitesinin azaldigi gosterilmistir (12).

Bu ¢alismada stres grubunda kontrol grubuna gore normal morfolojiye sahip
sperm sayisinda diisiis goriildii. Bagka bir ¢alismada, siganlarda olusturulan kronik
stres modelinde stres grubunda normal morfolojiye sahip sperm sayisinda azalma
oldugu ve oOzellikle bag anomalisi goriilen spermlerin sayisinda artig goriildiigii
bildirilmistir (113). Infertilite hastas1 olmayan bireylerde yapilan bir ¢alismada son 3
ay icerisinde stres olan hastalarda anormal morfolojiye sahip sperm sayisinda artis
goriilmiis olup, stresin 6zellikle sitoplazmik droplet goriilen sperm sayisinda artisa

neden oldugunu bildirmislerdir (115).

Bu ¢alismada, stres grubunda kontrol grubuna gore kromatin biitiinliigline sahip
sperm sayisinda azalma goriildii. Kromatin biitiinliigii ve kronik stresi arastiran bir

calisma bulunmamaktadir.

Akrozomal reaksiyon oranina bakildiginda stres grubunda akrozomal reaksiyona
giren spermlerinin sayisinin stres grubunda kontrol grubuna gore azaldigi goriildii.
Sicanlarda yapilan kronik stres ¢alismasinda 42 giin boyunca hareketsizlik stresi
uygunlanmis ve Coomassie mavisi ile boyanarak akrozomal reaksiyon analizi
yapilmistir. Bu analiz sonucunda stres grubunda akrozomal reaksiyona giren hticre
sayisinda artig oldugu goriilmistiir. Bunun stresin akrozom fonksiyonunda gorev alan
proteinlerden Golgi-associated PDZ ve coiled-coil motif containing (GOPC)’in

ekspresyonunu etkilemesinden kaynaklanmis olabilecegini one siirmiislerdir. Ayrica
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baska bir neden olarak protein fosforilasyonun hiicre cogalmasi, boliinmesi, bliylimesi
ve farklilagsmasi1 asamalarinda 6nemli oldugunu ve bu asamalarin Sertoli hiicrelerinde,
yuvarlak spermatidlerde ve akrozomal reaksiyon silirecinde de goriildiigiini

sOylemislerdir (116).

Bu caligmada, stres grubunda kontrol grubuna gore akrozomal bozukluga sahip
sperm sayisinda artis goriilmiistiir. infertilite hastas1 olmayan 1001 erkek ile yapilan
bir calismada bireylerin medikal durumlari, hayat tarzlar1 ve meslekleri géz oniine
alindiginda 6zellikle ¢caligsma saati fazla olan bireylerde akrozomal bozukluk goriilen

sperm sayisinda artig goriilmistiir (115).

Antisperm antikorlar (ASA), immiinolojik infertilite etmenleri olarak rol alirlar.
Erkeklerde ASA olusumu nedenleri arasinda lokal inflamasyondan kaynaklanan KTB
hasart (117), timorler (118), toksik maddeler (119, 120), testikiler sperm
ekstraksiyon prosedurleri (121), seminal plazmadaki hiicresel ve humoral bagisikligi
regile eden immin modulator faktorlerde azalma (122) ve mikroorganizmalar ile

spermatozoa (123) arasindaki antijenik reaksiyon yer almaktadir.

ASA olusumu ayrica erkek genital sistemdeki kanallarin enflamasyon ve
infeksiyoz ajanlardan dolay1 tikanmasindan (124), varikoselden (125, 126), genital
sistem yaralanmalarindan (127), vas deferensin tikanmasindan (128) ve epididimis

enflamasyonundan da (129) kaynaklanabilmektedir.

Semende ASA varliginin temel bulgusu sperm hiicreleri arasinda aglitinasyon
gozlenmesidir. Calismamizda stres grubunda yogun olarak goézlemledigimiz
agliitinasyon bize KTB’nin yikilmasi nedeniyle immiin hiicrelerin bolgeye gegtigini

ve antisperm antikor olustugunu diistindliirmektedir.

Sonuglarin IgM ve IgG diizeyinde konfirmasyonu gerekmesine ragmen, durumun
KTB’nin bozulmasina kanit teskil ettigi diisiiniilebilir. Konunun ileri arastirilmasinin
immiinolojik infertilite vakalarinin ¢6zilmesine o6nemli katki saglayabilecegi

distiniilmektedir.

Spermatogenez, memeli testislerinde bulunan seminifer tlbdl epitelinde germ
hiicrelerinin birgok hiicre bdliinmesi ve morfololojik degisiklik gecirmesi ve

spermiyasyon sonucunda tiibiil liimeninden salinmasi olayidir (130). Spermatogenez
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stireci boyunca germ hiicreleri Sertoli hiicreleri tarafindan desteklenmektedir. Sertoli
hicrelerinin en 6nemli gorevlerinden bir tanesi KTB yapisini olusturmaktir. KTB
yapist siki baglantilar, bazal ektoplazmik 06zellesmeler, desmozomlar ve gap
junctionlar1 igermektedir. (50, 131). KTB post-mayotik germ hiicrelerini sistemik
dolasimdan korurken, ayni zamanda periyodik olarak yikilip, yapilarak
preleptoten/leptoten spermatositlerin adluminal kompartmana gegisine izin verir
(132). Sik1 baglant1 protein ailesinden en ¢ok bilinenler baglanti adhezyon molekiilleri
klaudinler ve okludinlerdir. Klaudin protein ailesine bakildiginda klaudin-3, -4, -5, -
7, -8 cekprese edilmesinin yaninda daha ¢ok klaudin-1 ve klaudin-11 eksprese
edilmektedir (133). Klaudin-11 upregiilasyonu androjenler ile saglanirken, down
regulasyonu TGF-B3 ile saglanmaktadir (134). Flutamid gibi anti-androjenlerin si¢can
prepubertal testisinde klaudin-11 ekspresyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (135).
Biitiinliiglin korunmasinda 6nemli olan diger bir olay ise testosteron hormon
seviyesidir. Okludinler epitelde bilinen ilk siki baglanti integral membran protein
yapisidirlar (136). Okludinlerin duzenlenmesinde sitokinler (TGF-p2, TGFB3) rol
almaktadir (137). Okludin ve klaudinlerin aktine baglanmasinda rol alan en 6nemli
adaptor proteinler ZO-1, ZO-2 ve ZO-3 proteinleridir. ZO-1 proteini konneksin-43 ile
ko-lokalizedir ve gap junction proteinlerinin iletisiminden sorumludur (79). Bu
calismada western blot analizleri sonucunda siki baglant1 proteinlerinden klaudin-11
ve ZO-1 proteinin stres grubunda ekspresyonunda azalma goriilmiistiir. Bunun
nedeninin testosteron seviyesindeki azalma olabilecegi ongoriilmektedir. Yapilan
benzer kronik stres caligmalarinda testis histopatolojisinde hasarlar ve sperm
konsantrasyonunda azalma goriilmiis olup, bu anomalilerin altinda yatan mekanizma
halen aydinlatilamamuistir. Bu ¢alisma kronik stres modelinin testis tizerindeki etkisini
KTB protein diizeyinde incelemesiyle diger caligmalardan ayrilmaktadir. Endositoz,
KTB protein yapilarinin yapim yikim asamalarinda gorev alan Onemli bir
mekanizmadir. Testosteron sertoli hiicrelerinde okludinin plazma membranina geri
doniisiinii diizenlemektedir. Ayrica endositozu androjenlerin diizenledigi dikkate
aliarak ve testosteron miktarinin artmasmin klatrin ve kaveolin-1 miktarimi da
arttirdig diisiiniilmektedir (74, 82). Glnlim{ze kadar kronik stres modelinde testisteki
klatrin miktarinin degisimini inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismada

western blot analizleri sonucunda klatrin proteinin seviyesinde kontrol ve stres
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gruplar1 arasinda bir farklilik bulunamamistir. Klatrin seviyesindeki degisme
olmamasinin nedeni, ZO-1 ve klaudin-11 gibi siki baglanti proteinlerindeki
ekspresyon seviyesinin azalmasi ya da artmasindaki tek mekanizmanin endositoz
mekanizmasi olmamasi, testosteron miktari, sitokinler ve p38/MAPK yolagi basta
olmak tizere bir¢ok yolak ve mekanizmay1 iceren kompleks bir olay olmasindan
kaynaklanabilir. Yapilacak diger c¢aligmalarda, sitokinlerin ve p38/MAPK
yolagindaki proteinlerin ekspresyon seviyelerinde degisim olup olmadigi kantitatif

olarak arastirilmalidir.

Immiinfloresan analizler sonucunda kontrol grubunda klaudin-11 ve ZO-1
ekspresyonun bazal kompartmanda devamliligini1 korudugu ve Sertoli hiicrelerinden
eksprese edilen klatrin ile ko-lokalize oldugu goriildii. Stres grubunda ZO-1 ve
klaudin-11 ekspresyonun western blot yontemi ile gosterilen analizlerine paralel
olarak ekpresyonda azalma ve baglanti yapisinda kesintiler oldugu konfokal
mikroskop analizleri ile gosterildi. Hareketsizlik stresinin KBB (zerine etkisinin
arastirildig1 bir c¢alismada, stresin ZO-1 eskpresyon seviyesinde azalmaya neden
oldugu ve bunun sonucu olarak beyindeki mikrovaskiiler damarlarin endotel hiicreleri
arasindaki baglantinin zayifladigir ve KBB gecirgenliginin arttigin1 sdylemektedirler

(138).

Ultrastruktirel incelemer sonucunda kontrol grubunda seminifer tibul epitelinde
ve Sertoli hiicreleri arasindaki KTB yapisinda bir bozulma goriilmezken, stres
grubunda seminifer tiibiil epitelinde dokiilmeler ve KTB yapisinda agilmalar oldugu
gorilmistir. Hou ve ark.’lar1 tarafindan yapilan bir calismada kronik stresin

seminifer tiibiil bazal membraninda incelmeye neden oldugunu ortaya koymuslardir

(43).

Sonug olarak, stres hayatimizin her déneminde bas etmeye calistigimiz bir
durumdur. Akut stres viicudu zinde tutmaya yararken, kroniklesmis stres mental,
fiziksel ve ruhsal birgok anomaliye neden olmaktadir. Buna paralel olarak her gecen
yil artan infertilite oranlar1 aragtirmacilari ikisi arasindaki iliskiyi arastirmaya
yoneltmistir. Kronik stresin sperm sayisini ve testosteron seviyesini azalttif
bilinmektedir. Ancak bunun altinda yatan mekanizma halen aydinlatilamamustir.

Diizglin morfolojiye sahip sperm iiretimi i¢in seminifer tiibiillerde KTB yapisi
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tarafindan olusturulan mikrogevre vazgecilmezdir. KTB yapisindaki bozulmalar,
yaratilan mikro c¢evrenin bozulmasina neden olmaktadir. Giiniimiize kadar testis
histopatolojisi, testosteron seviyesi ve sperm konsantrasyonu iizerine yapilan birgok
calisma bulunmaktadir. Bu ¢alisma, UKS’in etkiledigi KTB yapisindaki proteinleri
kantitatif olarak ve ultrastriktirel dizeyde incelemesi, ayni zamanda sperm

parametrelerini detayli olarak incelemesiyle diger calismalardan ayrilmaktadir.

Infertilitenin ve stresin ¢agimizin biiyiik sorunlar1 olmasindan dolayr sperm
sayisinin azalmasinda stresin rolii molekiiler diizeyde arastirilmaya devam edilmeli
ve uygun tedavilerin gelistirilebilmesi i¢in bu sisteme dahil olan tim mekanizma ve
yolaklar detayli olarak incelenmelidir. Fareclerde yapilan bir c¢alismada, kronik
unpredictable mild stres protokolii ile hayvanlarda stres modeli olusturulmus ve
antidepresan ilaglarin etkisine sahip olan sodyum biitiratin etkisi arastirilmistir. Bu
calisma sonucunda, stresin hipokampuste KBB’de ZO-1 ve okludin ekspresyonunu
azalttigi, sodyum biitiratin ise azalan ekspresyon seviyesini normale dondiirdiigi
gosterilmistir (139). Ileriki ¢aligmalarda stres sonucunda olusan depresyon ve
anksiyete belirtilerinin ortadan kaldirilmas: ve KTB yapisinin normal morfolojisine
sahip olabilmesi i¢in antidepresan ilaglarin etkilerinin c¢aligilmasi stres kaynakli

infertilite vakalarinin azalmasina yardimci olabilecegini diistindiirmektedir.
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