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OZET

Demirkiran, O.D. Tunikamisinin, testis Sertoli hiicreleri {izerindeki etkisinin 1s1k
mikroskobik ve elektron mikroskobik olarak incelenmesi. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Histoloji-Embriyoloji A.D. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul 2013

Proteinlerin katlanmasi karmasik islemlerle gerceklesir ve hata olasiligi oldukga
yiiksektir N-bagimli glikozilasyon inhibisyonu, kalsiyum dengesinin bozulmasi,
oksidatif stres gibi faktorler protein katlanmasina etki ederek endoplazmik retikulumun
(ER) normal islevinin bozulmasina ve ER liimeninde katlanmamis ya da yanlis
katlanmis proteinlerin birikmesine neden olur boylece ER stresi meydana gelir. Sertoli
hiicreleri, erkek verimliliginde 6nemli rol oynamaktadir. Bu hiicrelerin yapisin
etkileyen faktorler, hiicresel fonksiyon bozukluklarina neden olmaktadir. Yapilan
calismalarda, ER stresinin Sertoli hiicrelerinde ultrastriiktiirel degisikliklere neden
oldugu gosterilmistir. Bu degisikliklerle birlikte meydana gelen morfolojik
bozukluklarin, erkek kisirliginin sebeplerinden biri oldugunu O6ngdérmekteyiz. Bu
hipotezden yola ¢ikarak, tunikamisinle uyarilan ER stresinin neden oldugu, Sertoli
hiicrelerindeki morfolojik degisiklikleri ve apoptozu, 151k ve elektron mikroskobu ile
inceledik.

Calismamizda 32 adet, 2,5-3 aylik, erkek, albino Wistar sican kullanildi.
Hayvanlar 200-250gr agirhiginda segilerek 8’erli 4 gruba ayrildi. Kontrol grubuna, tek
doz 1ml subkutan 0,09’luk NaCl ¢ozeltisi verildi, deney gruplarina tek doz subkutan
200pg/kg tunikamisin uygulanarak ER stresi uyarildi. 7. Giinde, kontrol grubu ve 7 giin
grubu, daha sonra sirasiyla 14. ve 21. giinlerde, 14 giin grubu ve 21 giin grubunun
dokular1 alinarak sakrifiye edildi. Testis ornekleri, 151k ve elektron mikroskobu
incelemeleri igin uygun tekniklerle hazirlanarak, 151tk ve elektron mikroskobuyla
incelendi. Elde edilen veriler uygun istatistiksel metotlarla degerlendirildi.

Calismamiz tunikamisin ile uyarilan ER stresinin, Sertoli hiicrelerinin yapisi
tizerindeki etkisini ortaya koymustur. Asir1 stres gozlenen grupta apoptoz gosteren
hiicre sayisinin arttigi da goriilmistir. Bu bulgular 1s1ginda ¢alismamiz erkek
kisirhiginda yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine ve uygulanmasina fayda
saglayacaktir. Ayrica, ER stresinin erkek kisirligina olan etkisi {izerine yapilan nadir in
vivo ¢alismalardan biridir.

Anahtar Kelimeler: Tunikamisin, Sertoli Hiicreleri, Endoplazmik Retikulum Stresi,
Apoptoz, Isik ve Elektron Mikroskobu

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: 21595
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ABSTRACT

Demirkiran, O.D. Tezin Ingilizce Ad1. Light and electron microscopic examination of
tunicamycin effects on testis Sertoli cell. Istanbul University, Institute of Health
Science, Histology and Embryology Department. Master Thesis. Istanbul 2013.

Protein folding is the complex process and mistake in protein folding frequently
seen. N-glycosylation inhibition, deterioration of calcium homeostasis, oxydative stress
vs. factors causes functional damage in ER. accumulation of unfolded or misfolded
proteins in the lumen of the endoplasmic reticulum causes ER stress in the cels. The
Sertoli cells plays very important role in male fertility. The morphological changes in
these cells disturb their functions. Previous research suggests the endoplasmic reticulum
stress (ER) causes ultrastructural changes in Sertoli cells. We consider that these
morphological anomalies are one of the reasons of male infertility. We concentrated on
the morphological changes and the apoptosis of Sertoli cells caused by tunicamycin
induced ER stress. We used immunohistochemistry, light and electron microscopy to
observe the possible changes.

The control and the experiment groups covered 2,5-3 months old, 32 male
mature Wistar Albino rats each weighing about 250-300 grams. The 32 animals divided
in four groups each having 8 rats. These were control group, 7" day group, 14" day
group and 21* day group. We gave 1ml of 9 % subcutaneous injections of saline to the
animals in the control group. The other three groups received one dose of 200ul/kg
tunicamycin subcutaneously to induce ER stress. The control and the 7" day group
sacrificed in the 7" day, the 14™ and 21% day groups sacrificed respectively in 14™ and
21% days. We prepared the testis specimens for immunohistochemistry, light and
electron microscopy using appropriate technics. The observations carried with light and
electron microscope and the findings supported by statistical technics.

In conclusion, the tunicamycin induced ER stress caused morphological changes
in the Sertoli cells. The number of apoptotic cells increased in the group which
displayed the maximum amount of ER stress. We believe that the outcome of these
evidences may light up and aid to therapeutic treatments of male infertility. On the other
hand, this is one of the rare in vivo researches on the ER stress of Sertoli cells.

Key Words: Tunicamycin, Sertoli Cells, Endoplasmic Reticulum Stress, Apoptosis,
Light and Electron Microscope

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. 21595



1. GIRIS VE AMAC

ER, salgilanan ve hiicre disina gonderilecek proteinlerin katlanmasindan,
olgunlagmasindan, hiicre iginde rol alacagi bolgeye tasinmasindan ve tasinacak
proteinlerin kalite kontrolinden sorumlu olan organeldir [1]. ER’ye gelen yeni
sentezlenmis proteinler ¢esitli degisimler (N-glikozilasyon, disiilfid olusumu,
hidroksilasyon, oligomerizasyon) gecirerek katlanir [2]. Proteinlerin katlanmasi
karmasik islemler ile saglanmaktadir ve hata olasiligi oldukga yiiksektir. N-bagimli
glikozilasyon inhibisyonu, kalsiyum dengesinin bozulmasi, hipoksi, oksidatif stres,
enfeksiyonlar, sicaklik stresi gibi bir¢ok etken protein katlanmasi olayina etki edebilir
[1]. Bu etkenler ER’nin normal islevinin bozulmasina, dolayisi ile ER liimeninde
katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinlerin birikmesini saglayarak ER stresine
neden olur. Deneysel olarak ER stresi tunikamisin [3], nonilfenol [4] gibi bazi toksik
ajanlar kullanilarak saglanmaktadir. Tunikamisin, N-bagimli glikolizasyonu inhibe
ederek ER stresi olusumuna neden olan ve birgok biyolojik caligmada bu amagcla
kullanilan bir antibiyotiktir [3, 5, 6]. ER stresi olustugunda, proteinlerin dogru
katlanmasina yardimci olan GRP78, GRP94 gibi molekiiller tarafindan bazi
transmembran proteinler serbest birakilip, aktif hale gelirler.

Yapilan ¢alismalarda ER stresinin, Alzheimer, Parkinson, diyabet, Kistik fibrozis
gibi hastaliklara neden oldugu goriilmiistiir [2]. Birgok doku, organ ve hiicrelerde de
hasar olusturdugu goériilmistiir [3, 5, 7, 8]. Yapilan ¢alismalarda, ER stresinin Sertoli
hiicrelerinde morfolojik degisimlere sebep oldugu bilinmektedir. Ayrica, elektron
mikroskobu ile yapilan bir¢ok incelemede de ER’lerde genisleme seklinde
ultrastriiktiirel degisiklikler gozlenmistir [4, 9, 10]. Hiicrelerde ER stresinden
kurtulabilmek i¢in katlanmamig protein yaniti (KPY) adi verilen bir yolak aktive
olmaktadir. Eger hatali katlanmis yada katlanmamis protein miktar1 ¢ok fazla olursa ve
stres kosullart devam ederse, KPY’nin aktivasyonu ER stresiyle bas etmek i¢in yetersiz
kalabilmektedir. Boyle bir durumda ER stresine maruz kalan hiicreler apoptoza
(programli hiicre 6liimii) yonlenebilmektedir [1, 11].

Daha 6nce yapilan ¢alismalarda, ER stresinin Sertoli hiicrelerinde ultrastriiktiirel
degisikliklere neden oldugu gorilmiistiir [4]. Bu degisiklikler baz1 islevsel bozukluklara
da sebep olabilmekte ve germ hiicreleri de sertoli hiicrelerinin bu durumundan

etkilenebilmektedir [12]. Calismamizda, tunikamisinle uyarilan ER stresinin, Sertoli



hiicrelerinin yapisina etkisi, 151k ve elektron mikroskobu kullanarak degerlendirilecektir.
Boylece ER stresinin, Sertoli hiicrelerinin yapisi lizerindeki etkisini ortaya koyarak,
erkek kisirligina ve bu konuda uygulanacak yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesine

151k tutmay1 amaglamaktayiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek tireme sistemi (Sekil 2-1); ekzokrin ve endokrin salgi yapan testisler,
yardimci bezler ve igerigi zenginlesmis meninin disi ferde ulasmasini saglayan kanallar
ve penisten olusur. Testisler, spermlerin {iretimi ve salgilanmasindan sorumlu holokrin
bezler olmakla birlikte basta testosteron olmak tizere baz1 androjenler, Anti-Miillerian
hormon (AMH), estradiol ve inhibin gibi hormonlar1 da salgilayan endokrin karakterli
organlardir. Uretimin yapildig1 seminifer tiibiillerden sonra tubulu rektiler, rete testis,
duktuli efferentesler, epididim, duktus deferens, ejekiilatér kanal ve erkek firetrasi,
meninin disar1 atilmasini saglayan kanallardir. Glandula vezikiiloza, prostat bezi ve
bulbo tiretral guddeler ile penil tiretra epitelinden gelisen, Tyson guddeleri de ekzokrin
salgi yapan guddelerdir. Penis ise; ince bir deriyle kapli, giicli bag dokusuyla
sargilanmis olan, fonksiyonel bir ¢ift erektér dokunun olusturdugu g¢iftlesme organidir
[13-15].
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— Ejakulator kanal

Penis
 Bulboiiretral bez

Penisin korpus

—— Duktus deferens
kavernozumu

Uretranin korpus Duktus epididimis

kavernozumu

—— Duktus efferentler
Prepisyum PASTT I J
Glans penis u 2 J —l,Epididim

/\"{5‘\“ .

Tubuti rekti Rete testis — — —

Testikiiler lobiiller !

Tunika albuginea

Tunika vajinalis

Sekil 2-1: Erkek genital sistemi [13].



Erkek tireme sistemi; sperm iiretiminin devamindan, beslenmesi ve gegici olarak
depolanmasindan, ayrica androjenler olarak adlandirilan seks hormonlarinin sentezi ve

salgilanmasindan sorumludur.

2.1.1. Genital sistem gelisimi

Embriyonun cinsiyeti, ovumu dolleyen sperm ile belirlenir. Erkek ve disi
morfolojik karakterler ise embriyonik gelisimin 7. haftasinda gelismeye baslar.
Gelisimin erken dénemlerinde her iki genital sistem de birbirine oldukga benzerdir ve

bu donem sekstiel gelisimin farklilagmamis safhasi olarak bilinir [15-18].

2.1.2. Gonadlarin gelisimi

Gonadlarin gelisiminin baglangici 5. haftada, mezonefrozun medialinde, genital
¢izginin ortaya ¢ikmasi ile olur. Mezotel ile kapli olan ve prolifere olarak kalinlagmis bu
bolge, gonadlarin gelisim bolgesidir. Embriyonun genetik ozelligine gore disi veya
erkek gonadlar burada gelisir. Bu bolgeye vitelliis kesesi duvarindan, dorsal mezenter
yolunu kullanarak ameboid hareketle go¢ eden hiicreler, gametleri olusturur. Primordial
germ hiicreleri, disi fertlerde, mezotel ile sargilanarak primordial folikiilleri meydana
getirir. Erkek fertlerde ise mezotelden gelisen ve bir kismmin daha sonra Sertoli
hiicreleri haline gelecek olan, epitelyal hiicrelerin yapmis oldugu kordonlar ve aralarina
karigsan primordial germ hiicreleri birlikte germ kordonlarini olustururlar. Her iki fertte
de bu hiicrelerin etrafindaki yapisal gelisimler sonucu erkek ve disi gonadlar ortaya
cikar [15-18].

2.1.3. Cinsiyetin belirlenmesi

Genetik olarak cinsiyetin belirlenmesi, ovumu dolleyecek olan sperme baglhdir.
Erkek fenotipi, XY genotipine bagli olarak gelisir. Burada belirleyici faktér Y
kromozomudur. Bu kromozomda bulunan SRY geni (Y kromozomu cinsiyet belirleyici
bolgesi) tarafindan denetlenen, testis belirleyici faktor (TBF), testikiiler farklilasmanin
saglanmasinda gorev alir. Ayrica bu faktdr gonadal kordonlarin, seminifer kordonlara
farklilasmasini da etkiler. Bunun disinda testislerin gelisiminde SOX9 transkripsiyon
faktoriinin, AMH’nin ve testosteronun da belli oranda rolii oldugu bilinir.
Y kromozomunun yoklugu ise XX genotipinin olugmasma ve ifade olarak over

gelisimine sebep olur [15-18].



2.1.4. Testis Gelisimi

Genetik olarak erkek olan bir embriyoda (XY), yedinci ve sekizinci gelisim
haftalarinda, solom epitelinin proliferasyonu ile primer germ kordonlar1 olugsarak
gonadin medullasina dogru uzamr. Bunlar testis kordonlari olarak bilinir. Iginde
bulunduklar1 mezenkim dokusundan morfolojik olarak ayirdedilebilen, kompakt hiicre
kordonlari, eriskinde tubuli kontorti seminiferileri olustururlar. Bu kordonlar bezin hilus
bolgesine dogru, daha sonra rete testisi olusturacak ince hiicre siralarindan olusan bir ag
seklinde dagilirlar. Gelisimin daha ileri evrelerinde testis kordonlarinin yiizey epiteli ile
olan iliskileri, tunika albuginea adl1 yogun fibroz bag dokusunun araya girmesi ile sona

erer.

Dordiincii ayda, testis kordonlar1 at nali seklini alarak, uglari rete testis ile
devam eder. Bu durumda testis kordonlarinin biiyliik boliimiinii olusturan {iiretken
bolimler (tubuli kontorti seminiferiler), artik primitif germ hiicreleri ve Sertoli destek

hiicrelerinden olusan bir epitel doku goriiniimiindedirler.

Testisin yiizey epitelini olusturan so6lomik epitel hiicrelerinin elektron
mikroskobik &zelliklerinin Sertoli hiicreleri ile olan benzerliginden dolayi, Sertoli
hiicrelerinin bu hiicrelerden gelistigi kabul goriir. Buna ragmen Sertoli hiicrelerinin
mezonefroz kaynakli oldugu goriisii de tartisilmaktadir. Bu bulgular 15181inda, s6lomik
epitelden kaynaklanan bu hiicelerin testis igine hareket ettikleri ve buradaki hiicre

stituncuklarini olusturduklar diisiiniilmektedir [19].

Destek hiicreleri olan Sertoli hiicreleri, gelisimin ileri safthasinda tubuli kontorti
seminiferileri ve tubuli rektileri meydana getirecek olan hiicre siituncuklarimi
olustururken, bolgedeki primordial germ hiicreleri bu siituncuklarin igerisine girerek
stituncuklarin olusumuna katkida bulunur. Sertoli hiicresi, gelisimin ileri safhalarinda
sadece fiziksel destek degil, aym1 zamanda sperm olusumunda spermatogonyumlarin
beslenmesinde anag rol oynayan hiicreler haline gelirler. Sertoli hiicreleri, fetal testiste
seminifer tlibiillerde ¢cogunlugu olusturur. Daha sonraki gelisim sirasinda, testisin yiizey

epiteli diizlesir ve yetiskin testisin dis ylizeyindeki mezoteli olusturur.

Tubuli rektiden sonra ortaya ¢ikan rete testis, duktuli efferentesleri olusturan
15-20 adet mezonefrik tiibiiller ile devam eder. Bu duktuliler, duktus epididimisi

olusturan mezonefrik kanal ile baglanirlar.



Genital ¢izginin mezenkiminde bulunan bazi fibroblast karekterli bag dokusu
hiicreleri, testis kordonlarinin gelismeye baslamasiyla birlikte farklilasmaya baslarlar.
Bu farklilasma sonucunda Leydig hiicreleri (intersitisyel hiicreler) adi verilen, endokrin

hiicreler ortaya cikar.

Gelisimin 8. haftasinda, Leydig hiicreleri testosteron iiretmeye baglarlar.
Testisler artik genital kanal ve dis genital organlarin cinsiyetini etkileyecek hale
gelmistir [15-17, 20].
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2.1.5. Testis Histolojisi

Testisler, karin boslugunun disinda, skrotum iginde, birbirinden septum skroti ile
ayrilmig bir ¢ift organ olarak bulunur. Bu yerlesim, skrotumdaki ter guddelerinin
fazlalig1 ve yag dokusunun olmamasi gibi etkenler ile birlikte, testislerin viicut 1sisindan
2°C-3°C diistik bir sicaklikta (34°C-35°C) olmasini saglar. Bu deger, sperm tiiretimi i¢in
en uygun sicakliktir [14, 15].

Testisler, tunika albuginea olarak bilinen, yogun bag dokusundan olusan kalin
bir kapsiil ile sarilidir. Kapsiil iist kisimda kesintiye ugrayarak mediastinum testis ve
epididimin yerlestigi yer olan margo mezorkiumu olusturur. Testisler, skrotumun
olusturdugu kese igerisindedir ve duktus deferens, spermatik arter, vendz pleksuslar,
lenfatik pleksuslari igeren spermatik kordonla asili bir konumda bulunur [13, 14].

Kapsiil testisin arka yiiziinde kalin bir katlanma seklinde igeriye dogru uzanur,
bu kisim mediastinum testis adin1 alir. Mediastinum testisten, testikiiler kitleye dogru
fibroz bolmeler uzanarak burada 250-300 lopguk olusturur. Her bir lopguk bir ila dort
tibiil icerir. Her testiste 600-1200 tiibiil bulunur. Bu tiibiiller; spermin iiretildigi tubuli
kontorti seminiferi isimli bir kisim ile bunun devami olan, tek katli silindirik epitele
sahip, igerisinde spermatogonyum lretilmeyen, diizgiin yapidaki tiibiili rektilere
doniiglir. Tubiili rektiler, mediastinum testis igerisinde birbirine bagli genis
kanalciklardan olusan tek katli ve tek bir sile sahip epitel hiicreleriyle doseli rete
testislere agilir. Rete testis ise; birleserek, silindirik, silli epitel hiicreleri ve fagositotik
ozelligi olan kiibik epitel hiicrelerine sahip tek katli bir epitel ile dosenmis 12-18 adet
duktuli efferenteslere agilir. Bu kanallar ile testis sivisi ve spermler epididimin bas
kismina aktarilir [14, 18].



epididimin
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seminifer
tiibiil
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Sekil 2-3: Testisin anatomik (a) ve histolojik (b) genel yapisi [22].

Sekil 2-4: Testisin histolojik genel goriiniimii (H+E, x2).
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2.1.5.1. Intersitisyel bag dokusu

Testislerde seminifer tiibiillerin arasinda kollajen ve retikiiler liflerden olusan
gevsek bag dokusu bulunmaktadir. Buradaki gevsek bag dokusunda sinirler, kan
kapillerleri, lenf damarlar1 ile bunlara eslik eden, yer yer gruplasmis, testosteron
yapimindan sorumlu Leydig hiicreleri bulunmaktadir. Ayrica testikiiler bag dokusu
cesitli tipte bag dokusu hiicreleri igermektedir. Testis intersitisyel bag dokusu, tiibiillerin
yakininda lamina propria olusturacak sekilde sikilasmakta ve bazal membranin hemen

altinda miyoepiteliyal hiicreler yerlesmektedir [13, 15, 18].

2.1.5.1.1. Leydig hiicreleri

Seminifer tiibiillerin arasindaki bag dokusunda bulunan Leydig hiicreleri lipid
damlaciklarindan zengin eozinofilik sitoplazmaya sahip hiicreler olup, genellikle kan
proteinleri gibi biiyiikk molekiillerin gegisine izin verecek oOzellikteki pencereli
kapillerler ve kiigiik lenf damarlarina yakin olarak yerlesmislerdir. Leydig hiicreleri,
yuvarlak veya poligonal sekilli, bir yada iki niikleolusa sahip merkezi bir niikleusu olan
ve ylzeyinde ¢ok sayida mikrovillus bulunduran hiicrelerdir. Bu hiicreler tiibiiler kristali
mitokondrileri, lipid damlaciklar1 ve diiz ER’lerinin isbirligi i¢erisinde testosteron isimli
steroid hormonu Tretirler. Leydig hiicreleri testosteron iiretiminde ¢ok 6nemli bir yer

tutmaktadir, serumda bulunan testosteronun yaklasik olarak %95’1 Leydig hiicreleri

tarafindan tretilir [13-15, 18].

2.1.5.2. Seminifer tiibiiller
Seminifer tiibiiller, spermatogenik hiicreler (spermatogonyum, spermatid,
spermatosit) ve Sertoli hiicrelerinden olusan, 6zellesmis seminifer epitel ve bu epitelin

cevreledigi liimenden olusur.

Seminifer epitel, bir bazal membran, kollajen lifler, fibroblastlar ve diiz kas
hiicre 6zelligi de gosteren myoid hiicreler tarafindan olusturulan bir lamina propria ile
cevrelenmistir. Myoid hiicrelerin yaptig1 ritmik kasilmalar, hareketsiz spermlerin rete

testise iletimini saglar [13-15, 18].
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2.1.5.2.1. Spermatogenez

Seminifer tiibiillerde, spermatogonyumlardan  sperm  olusmasi,  Yyani
spermatogenez, ii¢ asamada gerceklesir. Spermatogonyal asama (mitoz asamasi), mayoz
boliinme asamasi ve spermiyogenez asamasi olarak bilinen bu olaylarin timii

spermatogenez olarak adlandirilir.

Spermatogonyal asamada, spermatogonyumlar siirekli olarak mitoz hiicre
boliinmesi gegirerek c¢ogalirlar. Bu hiicrelerden bazilar1 mayoz boliinmenin ilk
asamasina (mayoz 1) girdiklerinde farklilasarak spermatosit I’leri olusturur. Mayoz
bolinmenin birinci agamasinda diploid (2n) kromozom sayisina sahip olan
spermatosit I’ler, bu 6zel boliinmeyi tamamladiklarinda, haploid kromozom sayili (n)
spermatosit II adi verilen iki hiicre olustururlar. Spermatosit II’ler ise mayoz
bolinmenin ikinci asamasini (Mayoz II) gecirerek haploid spermatidleri meydana
getirirler. Mayoz bélinmeyi tamamlamis olan hiicreler spermiyogenez asamasinda

farklilasarak sperm haline gelirler [13-16].

©
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Sekil 2-7: Spermatogenezin agamalarim gosteren sema [13].
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2.1.5.2.2. Spermatogenik Hiicreler
2.1.5.2.2.1. Spermatogonyumlar

Bazal membrana oturmus 12-15u ¢apindaki hiicrelerdir. Cinsel olgunluk
cagindan itibaren mitoz boliinmeler gecirerek cogalmaya ve yeni hiicreler olugturmaya
baslarlar. Olusan hiicreler, kok hiicre olarak boliinmeyi siirdiirebilir ve kiiciik farklar
gosteren yapisal Ozelliklerine gore birgok ¢esitlere ayrilirlar. A pale (Ap) ile A dark
(Ad) tiplerine ayrilan son asamada, Ap’ler spermatogonyum B tipine doniisiir, birkag
mitozdan sonra bu spermatogonyum B’ler mayoz bdliinme asamasina gegerek
spermatosit I’leri meydana getirirler.

2.15.2.2.2. Spermatositler

B tipi spermatogonyumlarin mitoz boliinmesiyle olusan spermatosit I’ler 46
kromozom (diploid) (44+XY) ve 4N DNA igerirler. Mitoz bolinmeden hemen sonra bu
hiicreler mayoz béliinmenin profaz asamasina girereler ve bu asama yaklasik 22 giin
stirer. Spermatosit I’ler yaklasik 16u bityiikliigiindedir ve spermatogenik hiicrelerin en
biiytigiidiir. Birinci mayoz béliinmeden sonra 23 kromozom sayisina sahip (haploid)
daha kiigiik hiicreler olusur, bunlar spermatosit Il olarak adlandirilir. Bu hiicrelerde
DNA miktar1 da yariya iner ( 4N - 2N ). Spermatosit I’lere gore bu hiicrelerin
bolinmesi ¢ok kisa slirmektedir, bu yilizden testis kesitlerinde nadiren goriiliirler.

Spermatosit II’lerin boliinmesi sonucunda spermatidler olusur.

2.15.2.2.3. Spermatidler

Spermatositlerin ikinci mayoz bdliinmesinden sonra olusan spermatidler haploid
kromozoma sahiptir ve bu hiicreler seminifer tiibiil liimenine yakin hiicrelerdir.
Spermatidler spermiyogenez adi verilen bir farklilasma siireci gegirirler. Sperm
olusmasi sirasinda gegirdikleri asamalara gore cesitli isimler alirlar. Genel yap1 olarak
hafif uzamis kii¢iik hiicreler olup biiyiikk bir niikleolusa sahiptirler. Spermiyogenez,
spermatogenezin son asamasidir ve spermatidler bu asamada erkek DNA’sin1 ovuma

aktarmak i¢in 6zellesmis olan sperm halini alirlar.
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2.1.5.2.3. Spermiyogenez
Spermiyogenez, bir biitiinii tamamlayan, bas, boyun ve kuyruk gelisimi seklinde

i¢ karmasik olayin neticesinde spermin olusmasini ifade eden bir siirectir.

Sperm basinin olusumu sirasinda esas olarak spermin yumurtay: dolleyebilmesi
icin gerekli yapilarin gelismesi s6z konusudur. Bu asamada Golgi aygitinda, niikleusta
ve sitoplazma igerisinde bir takim degisiklikler goriilir. Bu degisikliklerden en
Oonemlileri niikleus yogunlagsmasi, akrozom gelisimi ve sitoplazmanin kuyruk boliimiine
dogru agmasidir. Kromatin yogunlagsmasi ile niikleusta hacimce azalma meydana
gelerek bas tiire Ozgii bir sekil alir. Kromatin yogunlasmasi DNA paketlerinin
sikilagmast ile saglanir. Akrozom gelismesi asamasinda, dollenmenin saglanmasinda
gerekli hidrolitik enzimlerin depolanmasit ve sentez edilmesi i¢in akrozomal kese
olusumu goriliir. Akrozomal kese; golgi evresi, kep (sapka) evresi, akrozomal evre
olarak adlandirilan 3 evrede incelenebilir. Akrozom gelisip, niikleus sikilagirken diger
taraftan sitoplazma, kuyrugun olugmakta oldugu yone dogru icerdigi materyallerle
birlikte agmaktadir. Bu olayin gergeklestirilmesini kolaylastirmak icin bir g¢ekirdek
cevresi halka ve bu halkaya tutunmus mikrotiibiillerden olusan, konik sekilde
diizenlenmis manset gelisir. Bu arada mitokondriler de birbirleriyle birlesip biiyiiyerek
mangetin yolak olarak gosterdigi yonde, yani kuyrugun olusma yoniinde hareket ederler
ve sonunda Kuyrugun orta pargasina yerlesirler. Sitoplazmanin agagi agan kisimlari
residual sitoplazma olarak adlandirilir ve ayni hiicreden gelen sperm gruplar1 liimene

atilana kadar birbirleri ile sitoplazmik kopriiciikler araciligiyla baghdir.

Boyun olusumunda, akrozom gelisirken, sentriol ¢iftleri birbirinden uzaklasarak
biri proksimale digeri de distale yerlesir. Distal sentriol, hiicrenin uzun eksenine paralel
konumdadir ve aksonemi olusturmak tizere ilk baslangic proteinlerini iiretir. Ayni

zamanda boynun baglayici parcasinin olugsmasina katkida bulunur.

Kuyruk olusumu safhasinda, distal sentriol tarafindan olusumu baslatilan
aksonema, dimerlerin eklenmesi ile gittikce uzar. 9+2 mikrotiibiil dizilimine sahip bir
yap1 gosterir. Ayni zamanda mitokondriler, kuyrugun orta parca bolgesinde annulus adi
verilen son halka hizasina kadar sarmal bir yap1 olusturarak yerlesir. Bu arada aksonema
etrafinda, aksosenmaya baglantili olarak dis yogun fibriller yerlesir ve en dis kisimda da

fibroz bir kilif olusur. Fibroz kilifin dis kismini da hiicre zar1 sarar.
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Sekil 2-8: Spermatogenik hiicrelerin sematik goriintiisii [22].

2.1.5.2.4. Sertoli hiicreleri

Sertoli hiicreleri puberteye kadar seminifer epitelin baskin hiicreleridir.
Puberteden sonra seminifer tiibiil epitelindeki hiicrelerin %10 unu olustururlar. Bu
hiicreler prizmatik hiicrelerdir ve bazal membrana oturup, seminifer tiibiil liimenine
uzanirlar. Sertoli hiicreleri, gelismekte olan spermatogenik hiicreleri cep seklindeki
girintileri igine alarak sararlar, bu yiizden Sertoli hiicrelerinin apikal ve lateral sinirlarini
ayirdetmek zordur. Her hiicrede armut bi¢iminde niikleus, biiyiik bir niikleolus ve az
miktarda heterokromatin bulunmaktadir. Hiicre sitoplazmalarinda, diiz ve graniillii ER,
mitokondriler, yaygin bir Golgi aygiti, lizozomlar, lipid damlaciklar1 ile mikrotiibiiller
ve ara filamanlardan zengin bir hiicre iskeleti bulunur. Ayrica sitoplazmalarinda
Charcot-Bottcher ve Sprango kristalleri igerirler. Bitisik hiicreler bazolateral
bolgelerinde bulunan siki baglanti kompleksleri ile birbirlerine tutunarak seminifer

epiteli, bazal ve adluminal olarak iki kompartmana ayirir. Kan-testis bariyeri olusturan
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bu kompartman,  gelismekte  olan  spermatositleri ~ ve  spermatidleri,
spermatogonyumlardan ayirir. Bu kompartmanin bazal kisminda, spermatogonyumlar
ile mayoz I’in leptoten Ve zigoten asamalarinda bulunan spermatosit I’ler bulunur.
Pakiten safhasinda spermatosit I’ler, adluminal kompartimana gegerler. Kan testis
bariyeri, spermatogonyumlardan farklilasarak olusan spermatosit ve spermatidleri,

immiinolojik taninmadan korur ve sperm spesifik antikor olusumunu onler.

Sertoli hiicrelerinin gorevleri arasinda, gelismekteki spermatogenik hiicrelerin
desteklenmesi, beslenmesi ve korunmasi, spermiyogenez sonunda ortaya ¢ikan artik
cisimciklerin fagositoz ile ortadan kaldirilmasi, olgun spermatidlerin seminifer tiibiil
liimenine saliniminin  kolaylagtirllmasi ve seminifer tiibiil limenine protein ve
iyonlardan zengin bir sivi saglanmasi bulunmaktadir. Ayrica Sertoli hiicreleri, yaptigi
salgilar ile bazi androjen ve hormonlar iizerine etki ederek 6nemli bir rol iistlenirler. Bu
hiicrelerde androjen baglayici proteinin salgilanmasi, folikiil uyarict hormon (FSH) ve
testosteron kontrolii altinda gerceklestirilerek, spermatogenez ic¢in gerekli olan
testosteronun yogunlastirilmasint saglar. Hipofizin 6n lobundan salgilanan FSH’in
sentezi ve salinmiminin kontrolii Sertoli hiicrelerinden, inhibin ve aktivin altiinitelerinin
salgilanmasi ile saglanir. Yine Sertoli hiicrelerinde tiretilen AMH, embriyonik gelisim

sirasinda erkek fetusta Miiller kanalinin gerilemesini saglar [13-15, 18].

x | Sitoplazmik kbpriiler
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Sekil 2-9: Sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicrelerin sematik goriintiisii [13].
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Sekil 2-10: Sertoli hiicreleri ( # ) ve spermatogenik hiicrelerin ( * )histolojik goriintiisii
(H+E, x100).

Sekil 2-11: Sertoli hiicresi niikleusu (a) ve sitoplazmasinin (b) elektron mikroskobik
goriintiisii (x 12000).
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2.1.6. Endoplazmik retikulum, endoplazmik retikulum stresi ve katlanmams
protein yaniti

ER, hiicre sitoplazmasi i¢cinde bulunan, yer yer sisterna adi verilen genisce
siskinlikler yapan bir kanallar sistemidir. Fosfolipid yapida bir zar ile ¢evrilmistir. Bu
zar sisteminin bir boliimiiniin tizerine protein sentezinde gorevli olan ribozomlar
yerleserek graniillii ER’yi meydana getirirler. Ribozom bulunmayan béliime diiz ER adi
verilir ve bu bolge proteinlerin katlanmasi, paketlenmesi ve kortizon gibi steroidlerin

yapilmasinda goérev alir [13].

ER, salgilanan ve hiicre disina gonderilecek proteinlerin katlanmasindan,
olgunlagmasindan, hiicre iginde rol alacagi bolgeye tasinmasindan ve taginacak
proteinlerin kalite kontroliinden sorumlu en &nemli organeldir. ER’ye gelen yeni
sentezlenmis proteinler c¢esitli degisimler (N-glikozilasyon, disiilfid olusumu,
hidroksilasyon, oligomerizasyon) gegirerek katlanir. Ayica bir Ca™ deposu olan ER,
proteinlerin dogru katlanmasina yardimeci saperon adi verilen bazi Ca*? bagiml
molekiiller (Orn. GRP78, GRP94) icermektedir. Proteinlerin katlanmasi karmasik
islemler ile saglanmaktadir ve hata olasilig1 oldukga yiiksektir. N-bagimli glikozilasyon
inhibisyonu, kalsiyum dengesinin bozulmasi, hipoksi, oksidatif stres, enfeksiyonlar,
sicaklik stresi gibi bircok etken protein katlanmasi olayma etki edebilir. Bu etkenler
ER’nin normal islevinin bozulmasina, dolayisi ile ER liimeninde katlanmamis ya da
yanlis katlanmig proteinlerin birikmesine neden olur. Bu olay ER stresi olarak
adlandirtlir. Boyle bir durumda hiicrede stresin engellenip homeostazisin (denge) eski
haline dondiiriilmesi i¢in KPY adi verilen ve bir takim hiicre i¢i sinyal yolaklarinin
katildig1 olaylar dizisi aktif hale gelmektedir. Stres altinda olmayan hiicrelerde, GRP78

(HSPAS), ER liimen bolgesinde yerlesim gosteren 3 transmembran proteine baglanir:

1- IRE1 [ERN1 (ER den niikleusa sinyal 1) geninin kontroliindeki protein]
2- PERK (okaryotik translasyon baslatici faktor 2-alfa kinaz 3)
3- ATF6 (aktive edici transkripsiyon faktor 6)

Bu proteinler, ER stresi sartlar1 olustugunda, GRP78 den serbest birakilip, aktif hale
gelirler ve sinyal transdiiksiyon asamalarini uyararak KPY diizenleyicisi olarak rol
alirlar [3]. Yani, KPY’nin aktif hale gelmesi GRP78 araciligiyla IRE1, PERK ve ATF6
olmak iizere 3 farkli ER stres algilayicisi tarafindan diizenlenmektedir [1, 2, 23, 24].
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Sekil 2-12: Katlanmamus protein yanit1 sinyal yolagi [1].

2.1.7. Tunikamisin

Tunikamisin, Streptomyces clavuligerus ve Streptomyces lysosuperficus gibi
baz1 bakteriler tarafindan iiretilen, homolog niikleozid antibiyotiklerin bir karigimidir.
Tunikamisin, glikoprotein  sentezinin ilk adiminda, UDP-N-asetilglukozamin
yapisindaki, N-asetilglukozamin-1-fosfatin, dolikol fosfata transferinin katalizinde rol
alan GTP enzimine (GIcNAc fosfotransferaz) etki ederek, dolikol fosfatin,
N-asetilglukozamin-1-fosfata baglanmasini engeller [5, 6, 8, 25-27]. Boylece dolikol
fosfat araciligiyla birbirine baglanan molekiillerin kimyasal baglanimi engellenmis olur.
Tunikamisin bu sekilde N-bagh glikoproteinlerin sentezini bloke ederek ER liimeninde
hatali katlanmig veya katlanmamis proteinlerin yigilimina neden olur ve bu olay
sonucunda ER stresi olusmaktadir [5]. Ozellikle ER stresi calismalarinda deneysel stres

olusturmak i¢in tunikamisin kullanilmaktadir [3, 5, 28-31].

2.1.8. Kisirhk — Ureme

Ureme fonksiyonunun yerine getirilememesi kisirlik olarak tanimlanabilir.
Dogurganligl normal olan ¢iftlerin korunmasiz diizenli cinsel iligki ile 1 yil iginde gebe
kalma olasilig1 yaklasik %85°tir, ciftlerin yaklasik %15’inde ise kisirlik goriilmektedir.
Bu siire iginde gebelik igin ¢aba harcayan geng ciftlerde, bir mensturel sikliusta gebe
kalma oraninin yaklasik %25 oldugu bilinmektedir. Kisir ciftlerin %25-30’unda

yalmizca erkege bagli sorunlar, %35-40’inda yalnizca kadina baghh sorunlar
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bulunmaktadir. Ayrica %20-25’inde ise hem erkek hem kadina bagli, %10-15’inde ise
nedeni bilinmeyen sorunlar bulunmaktadir. Bu yiizdelerden yola c¢ikarak kisirlik
sebebinin erkek oldugu durumlar %50-55 civarindadir. Bu yilizden tani yontemleri

arasinda erkegin degerlendirilmesi 6nemlidir [32-36].

Kadin ve erkeklerde ilireme sistemlerinin temel islevi kadin ve erkek gamet
hiicrelerinin {iiretilmesi ve iireme hormonlarinin salgilanmasidir. Bu islevin saglikli
olarak yerine getirilebilmesi i¢in normal genetik yapi, bozulmamis bir anatomi ve salgi
organlarmin saglikli ¢alismasi gerekmektedir. Kadinlarda anatomik olarak mevcut
fonksiyonel overler, normal fallopi tiipleri, uterus ve vajina ile normal dis genital
organlar gereklidir. Erkeklerde ise skrotum igine yerlesmis, sperm iiretimi yapan testis,
tiretilen spermlerin iletiminden ve meninin zenginlestirilmesinden sorumlu kanallar,
yardimc1 salg1 bezleri ve fonksiyonel bir penis gereklidir. Ureme islevinin basarili
sekilde gerceklestirilmesi i¢cin hem hadin hem erkekte tiim bu anatomik, fizyolojik,
hormonal ve immiinolojik sistemlerin saglikli sekilde ¢alismasi1 gerekmektedir. Aksine

bir durum tireme islevinde bozulmaya ve kisirliga yol agabilmektedir [36].

Spermatogenezin basarili sekilde saglanmasi icin hassas bir mikro g¢evreye
ihtiya¢ vardir. Sertoli hiicreleri ve germ hiicreleri arasinda yakin ve ¢ok yonli bir
etkilesim bulunmaktadir. Bir Sertoli hiicresi, farkli gelisim asamalarindaki 50°den fazla
germ hiicrelesi ile baglantidadir. Sertoli hiicreleri bu germ hiicrelerini, ¢ogalmasi ve
farklilasmasi icin gelisim faktorleri ve besinlerle besleyerek destekler. Sertoli hiicreleri,
iki Sertoli hiicresi arasinda bulunan siki1 baglant1 (tight junction) ile kan-testis bariyeri
olusturarak farklilagsan germ hiicrelerini immiinolojik taninmadan korur. Ayrica Sertoli
hiicreleri, spermatositlerin ve spermatidlerin, spermiyasyona devam ettirilmesinde goérev
alir. Spermiyasyonda Sertoli hiicreleri, artik cisimciklerin atilmasini, spermatidlerden
geriye kalan sitoplazmanin fagositozunu saglarlar. Sertoli hiicrelerinin baska bir 6nemli
rolii ise interstisyal sivinin ve salgilanan sivinin seminifer tiibiil liimenine
emilmesi-aktarilmasidir. Bu sivi, spermlerin rete testis ve epididime iletilmesini saglar.
Tiim bu fonksiyonlari ile Sertoli hiicreleri uygun bir spermatogenez igin vazgegilmezdir.
Bu fonksiyonlardan herhangi birinde olusacak bir ariza, spermatogenezde
basarisizliklara, bu da germ hiicrelerinde hasara sebep olabilmektedir. Germ hiicreleri
ve Sertoli hiicreleri arasinda desmozomlar, gap junctionlar, tiibiilo bulbar compleksler

ve ektoplazmik 6zellesmeler gibi degisik ¢esitlerdeki hiicre baglant1 aparatlari ile olugsan
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yakin morfolojik iligki vardir. Spermatogenezdeki bozukluktan hangi hiicre tipinin
sorumlu oldugunu anlamak zordur. Bu Onemli rolleri ile Sertoli hiicrelerinin
islevlerindeki yada morfolojisindeki bozukluklar, sperm iiretimini, dolayisi ile de lireme

basarisini etkileyebilmekte ve erkek kisirligina yol agabilmektedir [4, 32-34, 36-38].
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma igin Istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’ndan
29.12.2011 tarihli ve 2011/168 sayili onay alinmistir ve tiim ¢alismalar Etik Kurul

ilkelerine uygun olarak gerceklestirilmistir.

Bu calisma, T.C. Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dali’nda 10.10.2011-24.07.2013 tarihleri arasinda yiiriitilmiistir.
Calismada Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’nden temin edilen 32
adet, agirliklart 200-250 gr arasinda degisen, 2,5-3 aylik, yetiskin, Wistar Albino
sicanlar kullanilmistir. Deney hayvanlari Istanbul Universitesi Cerrahpasa T1p Fakiiltesi
Deney Hayvanlart Arastirma Laboratuvarinda standart sartlar altinda muhafaza
edilmistir. Tiim hayvanlar, i¢erisinde %21 protein bulunan pellet yemler ve sebeke suyu
ile serbest olarak beslenmistir. Bir haftalik adaptasyon siireci tamamlandiktan sonra

hayvanlar 8’erli 4 gruba ayrilmistir.
3.1. GERECLER

3.1.1. Alet ve techizat
5 numaral1 ince uc¢lu pens
7 numaral1 ince uglu pens

Pozitif sarjli lam (Histobond)

3.1.2. Kimyasal malzemeler

Apoptag Plus Peroxidase Kit (Millipore)

Antibody diluent (Invitrogen)

GRP 78/BiP (N-20) Antibody (Santacruz)
Tunikamisin (Sigma)

Gluteraldehit (Merck)

Osmium tetroksit (Merck)

ImmunoCruz goat LSAB Staining System (Santacruz)
Hidrojen Peroksit (Merck)
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3.1.3. Cihazlar
Takip cihazi (Thermo Scientific Microm STP120)
pH metre (Inolab wtw)
Hassas terazi (Sartorius)
Manyetik karistiric1 (IKA Rct Basic)
Etiiv (Heraeus)
Mikrotom (Thermo Scientific Microm hm430)
Ultramikrotom (Reichert UM2 - Reichert UM3)
Isik mikroskobu (Olympus BX61)
Elektron mikroskobu (Jeol Jem-1011)

3.2. DENEY HAYVANLARI

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Deneysel Tip Arastirma Enstitiisii’'nden temin
edilen 32 adet, 200-250 gr agirhiginda, 2,5-3 aylik ergin, erkek, albino Wistar sigan
kullanilarak gerceklestirildi. Sicanlar sikistirilmis pellet yemlerle serbest olarak
beslendiler. Oda sicakliginda 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik sartlarinda birakildi. Her
deney grubu farkli kafeslerde muhafaza edildi.

3.3. DENEY GRUPLARI

1. Kontrol grubu: 8 hayvana, ilk giin, tek doz, subkutan olarak, 1 ml 0,09’luk
bazik (pH 9) H,0 ¢ozeltisi verilip 7. giiniin sonunda testis dokusu alind1.

2. 7 giin grubu: 8 hayvana, ilk giin, tek doz, subkutan olarak 200ug/kg
tunikamisin verilip 7. giinlin sonunda testis dokusu alindi.

3. 14 giin grubu: 8 hayvana, Ilk giin, tek doz, subkutan olarak 200ug/kg
tunikamisin verilip 14. giiniin sonunda testis dokusu alindk.

4. 21 giin grubu: 8 hayvana, ilk giin, tek doz, subkutan olarak 200ug/kg

tunikamisin verilip 21. giiniin sonunda testis dokusu alindi.

Hayvanlara deney siirelerinin sonunda 120 mg/kg tiyopental sodyum verilip,

doku 6rnekleri alindiktan sonra sakrifiye edildi.
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3.4. MORFOLOJIiK YONTEMLER

3.4.1. Histokimya yontemleri

Dokular Davidson’un tespit ¢ozeltisine (300ml %37lik Formaldehit, 150ml
%100 Etil alkol, 50ml Glasiyal asetik asit, 500ml distile su) alinarak tespit edildi.
Insulin ignesi ile testislerin her iki kutbunda fiksatifin tunika albugineayr kolay
gecebilmesi icin 5’er adet delik agildi. 24 saatlik fiksasyondan sonra ikinci bir fiksator
olarak notral tamponlanmig formol kullanildi. Daha sonra rutin i1sik mikroskobik takip
yontemleri kullanilarak testis pargalart parafine gomiildii. Mikrotom ile 4-5p
kalinliginda alinan parafin kesitler 151tk mikroskobu incelemeleri i¢in pozitif sarjli

lamlara alind.

3.4.1.1. Hematoksilen + Eozin

Hematoksilen Eozin (H+E) boyamasi testis dokusunun genel goriiniimiini
izlemek amaciyla yapildi. Toluol ile parafinden arindirilan kesitler yogunlugu azalan
alkol serilerinden gegirilerek saf suya alindi. Daha sonra hiicre niikleus boyanmasi igin
hematoksilende 15 dakika bekletildi. Cesme suyunda 10 dakika morartmaya
birakildiktan sonra %1°lik asit alkolde kisaca c¢alkalanip ¢esme suyunda tekrar 10
dakika morartmaya birakildi. Morartmadan sonra sitoplazma boyanmasi i¢in 2 dakika
eozin boyasinda bekletildi. Son olarak yogunlugu artan alkol serilerinden gegirilen

dokular toluol ile saflasgtirma iglemi yapilip entellan ile kapatildi.

3.4.2. immiinohistokimya

Doku 6rneklerinde, hiicre ve doku antijenlerini gdstermek amaci ile isaretlenmis
poliklonal  antikor  kullanilarak  Streptavidin-Biotin-Peroksidaz ~ yontemi ile
immiinohistokimyasal boyama yapildi. Apoptotik hiicreleri isaretlemek icin TUNEL

yontemi uygulanda.

3.4.2.1. GRP78 Immiinohistokimyasi
ER stresinin belirteci olan GRP78’in immiinohistokimya islemleri, Santa Cruz
GRP78 (N-20) sc-1050 primer antikoru ve ImmunoCruz™ goat ABC Staining System
sc-2023 sekonder Kiti ile yapildi.
1. Kaesitler 3 x 5 dakika toluolde, 2 x 10 dakika %100 etanolde, 2 x 10 dakika %95
etanolde, 8 dakika %90 etanolde, 8 dakika %70 etanolde daha sonra 8 dakika saf

suda bekletilerek parafinden arindirilip suya indirildi.
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2. Sicaklik uygulamasi ile antijenleri agiga ¢ikarmak i¢in sitrat buffer kullanilarak
mikrodalga firmi ile uygulama yapildi. Daha sonra 20 dakika oda sicakliginda
sogumaya birakildi.

3.  Soguma islemi bittikten sonra kesitler su ile yikandi.

4. 3 kere 5’er dakika fosfat tamponlu tuz ¢6zeltisi (PBS) ile yikama yapildi.

5. 10 dakika %1°lik Hidrojen peroksit (H,0,) uygulandi.

6. Bloklama kit igerisindeki bloklama serumu ile 1 saat yapildu.

(15ul Serum + 985ul PBS)

7. Primer antikor 1’e 50 oraninda seyreltilerek kesit basina 100ul uygulandi ve
bir gece +4 °C de birakildi. Negatif kontrol ornegine primer antikor yerine PBS
uyguland.

8. 3 kere 5’er dakika PBS ile yikama yapildi.

9. Biyotinli sekonder antikor (Biotinlated seconder antibody) 1saat uygulandi

(15ul Serum + 7,5ul Biotinlated Antibody + 980ul PBS )

10. 3 kere 5’er dakika PBS ile yikama yapildi.

11. Avidin biyotin karisimi 45 dakika uygulandi.

(7,5ul Avidin+7,5ul Biotinlated HRP+250ul1 PBS)

12. 3 kere 5’er dakika PBS ile yikama yapildu.

13. 6 dakika DAB kromojen uygulandi.

14. Niikleus boyanmasi hematoksilen ile yapildi.

3.4.2.2. Apoptoz Tayini
Apoptoz tayini i¢in in situ DNA u¢ isaretleme yontemi (TUNEL Yo6ntemi)
kullanildi. Kesitler 4-5u olarak alindi ve 37 °C’lik etiivde bir gece bekletildi ve kit ile

birlikte 6nerilen islemler uygulandi.

3.4.2.2.1. TUNEL Yontemi

Kesitler 3 kere 5’er dakika toluolde, 2 kere 5’er dakika %100 alkolde, 5 dakika
%96 alkolde, 5 dakika %70 alkolde, 5 dakika PBS i¢inde bekletilerek parafinden
arindirilip suya indirildi. Kesitler suya indirildikten sonra proteinlerin sindirilmesi
islemi, kesitlere oda 1sisinda 15 dakika Proteinaz K (20pg/ml) uygulanarak yapildi ve
kesitler 2 kere 2’ser dakika saf su ile galkalandi. Bu islemden sonra ortaya ¢ikan

endojen peroksidaz’in maskelenmesi i¢in PBS’le hazirlanmig %3’liik H,O, oda 1sisinda
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5 dakika uygulandi ve sonrasinda PBS ile 2 kere 5’er dakika g¢alkalandi. Daha sonra
kesitlerin etrafi dikkatlice kurulanip {tizerlerine kit igerisinde bulunan dengeleyici
tampondan (buffer) 75ul damlatilarak 30 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bu
islemden sonra kesitlerin etrafi  kurulanmip lzerlerine 55ul  TDT Enzimi
(38,2ul Reaksiyon tamponu +16,5ul TDT enzimi) damlatildi. TDT enzimi damlatilan
kesitlerin iizeri plastik lameller ile kapatilarak nemli ortamda 37 °C etiivde 1 saat inkiibe
edildi. Negatif kontrol olarak kullanilan kesitin tizerine TDT Enzimi yerine saf su
damlatildi. TDT enzimi uygulandiktan sonra plastik lameller kaldirilip kesitler
durdurma-yikama tamponu ile oda sicakliginda 10 dakika yikandi. Sonra 3 kere 5’er
dakika PBS ile yikama islemi yapilip her Kesit iizerine 65ul Anti-Digoksigenin
Peroksidaz, kit igerisinden alinip damlatildi ve oda sicakliginda 30 dakika bekletildi.
Sonra kesitler PBS ile 3 kere 5’er dakika yikandi. Kesitlerin ¢evresi kurulanip her kesit
tizerine 75ul DAB substrat ¢ozeltisi damlatildi. Pozitif renk reaksiyonu, 6 dakikada
mikroskop altinda tespit edilerek saglandi. Renk reaksiyonunun olusmasindan hemen
ardindan kesitler saf su ile 3 kere 2’ser dakika yikandi. Kesitler 2 kere 2’ser dakika
toluolde bekletilip entellan ile kapatildi.

3.4.2.3. Apoptotik Indeks

Tim gruplara ait deney hayvanlarmin testis kesitlerindeki Sertoli hiicreleri
apoptoz tayini i¢in TUNEL yontemi uygulandiktan sonra, apoptotik indeks tespiti
yapildi. Her kesit Olympus BX61 model mikroskop ile x40 biyiitmede birbirinden
habersiz iki aragtirmaci tarafindan rastgele segilen 15 seminifer tiibiil incelenerek
apoptotik hiicre tespiti yapildi. Pozitif olarak isaretlenen apoptotik Sertoli hiicreleri ve
tiim Sertoli hiicreleri sayilarak asagidaki apoptotik indeks formiiliine gore tespit yapildi
[39].

Apoptotik indeks = ( Apoptotik hiicre sayis1 / Toplam hiicre sayis1 ) x100

3.4.2.4. HSCORE

GRP78/BiP immiinreaksiyonunun yogunlugu HSCORE yontemi kullanilarak
tespit edildi. Her kesit i¢in 151k mikroskobunda x40 biiyiitmede, birbirinden habersiz iki
arastirmaci tarafindan rastgele bes alan se¢ildi ve bu alanlar i¢inde hiicrelerin immiin
boyanma yogunluguna gore kategorilere ayrildi [0 (boyanma yok), +1 (zayif, fakat
tespit edilebilir boyanma), +2 ( orta siddetli boyanma) ve +3 (yogun boyanma)]. Her
ornekten, HSCORE degeri elde edildi. HSCORE degerleri, HSCORE = ZXPi(i+1)
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( i: Boyanma yogunlugu skoru, Pi: Boyanan hiicrelerin yiizdesi ) formiilii kullanilarak

hesaplandi [3].

3.5. ELEKTRON MIKROSKOBU

Deney hayvanlarindan alman testis dokusu ornekleri, gecirimli elektron
mikroskobu incelemeleri igin, Millonig’in fosfat tamponu (pH:7,3) ile hazirlanan
%2,5’lik gluteraldehit ¢ozeltisinde, +4°C’de 2-4 saat tespit edildi. Gluteraldehit
cOzeltisine koyulmadan Once, insulin ignesi yardimiyla, testislerin her iki kutbunda
fiksatifin tunika albugineay1 kolay gecebilmesi i¢in 5’er adet delik acildi. Sertlesen
dokular 1mm?®1liik parcalar halinde kiigiiltiildii. Sonra Milloning’in fosfat tamponu ile
yikandiktan sonra yine ayni tampon igerisindeki %1°lik Osmiyum tetraoksit (OsOy,) ile
1,5 saat ikinci tespit yapildi. Daha sonra dokular 15 dakika Milloning’in fosfat tamponu
ile yikandi. Pargalar1 sudan arindirmak i¢in %30, %50, %70, %80, %96’lik alkollerde
10’ar dakika, %100 alkolde, 2 kez 20’ser dakika tutuldu. Ardindan, 2 kez 15’er dakika
propilen oksitte bekletildikten sonra 60 dakika 1:1 oraninda propilen oksit ile araldit, 60
dakika 1:3 oraninda propilen oksit ile araldit ve son olarak da 1 gece saf aralditte
bekletildikten sonra plastik kaliplarda saf araldit igerisine gomiildii. Gece boyunca
45°C’lik etiivde birakildi. Sonra 60°C’lik etiivde 48 saat birakilarak sertlestirildi. Elde
edilen araldit bloklarindan, Reichert UM2 ve Reichert UM3 ultramikrotomlar: ile cam
bigaklarla 6nce 0,5 yart ince kesitler alindi. Bunlar toluidin mavisi ile boyanarak,
istenen bolge tespit edildi. Daha sonra, tespit edilen bolge, 40-50nm kalinliginda ince
kesitler halinde bakir gridler iizerine alindi. Bu ince kesitler 6nce %70 etanol ile
hazirlanmis doymus uranil asetat ve sonra Reynold’un kursun sitrat ¢ozeltisi ile

boyandi.

3.6. DEGERLENDIRME

Genel 151k mikroskobu ve immiinohistokiya incelemeleri icin kesitler Olympus
BX61 Model mikroskop ile incelendi ve Olympus BX-UCB mikroskop kamerasi ile
goriintlilendi.

Elektron mikroskobu incelemeleri igin kesitler Jeol Jem-1011 model gegirimli
elektron mikroskobunda incelendi ve Olympus Veleta TEM CCD kamera ile

fotograflari ¢ekildi.
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3.7. ISTATISTIKSEL YONTEMLER
Tiim gruplardaki hayvanlarin GRP78/BiP ve TUNEL immiin reaksiyonu

SigmaPlot programi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Degerlerin gruplar
arasinda karsilastirilmasinda One Way Anova analizi kullanild1 ve p <0.05 istatistiksel

olarak anlaml: olarak kabul
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular
Kontrol ve deney gruplarint olusturan si¢anlarin testislerinin  genel

goriiniimlerini 151k mikroskobik olarak incelemek i¢in H+E boyas1 yapildi.

Kontrol grubu testis kesitlerinde; seminifer tiibiillerin genellikle enine kesitlerini
iceren preparatlar gézlemlendiginde tiibiillerin hafif basik veya yuvarlak kesitleri daha
cok gozlemlenmektedir. Seminifer tiibiiller, disinda bir bazal membran, elastik liflerce
zengin bir taban zari, listinde myoid hiicreleri de i¢eren bir lamina propriya ve buna
baglt olarak intersitisyel bag dokusu ile gevrilmis olarak goriilmektedir. Damarlar ve
damar yakinlarinda koyu niikleuslu Leydig hiicreleri, Kapillerler ve bag dokusu
elemanlar1 arasinda daha yass1 goriinlimlii fibroblast veya fibrositler ile az miktarda
diger bag dokusu hiicrelerine rastlandi. Bunlardan bagka, lenfatik damarlar ile yer yer
sinir kesitlerine de rastlandi. Biitlin bu hiicreler ve yapilar genelde normal goriiniimlii

olarak gozlendi.

Sekil 4-1: Kontrol grubunda seminifer tiibiiller ve intersitisyel alanlarin genel goriiniimii
(H+E, x10).



Sekil 4-3: Kontrol grubunda sertoli hiicreleri ve spermatogenik hiicreler (H+E, x100).
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Tunikamisin verildikten 7 giin sonra incelenen grubun testis kesitlerinde (7 giin
grubu); kontrol grubu ile arasinda ¢ogu tiibiilde dikkat ¢ekecek onemli farkliliklar yada
hasar bulunmamasina karsin, az sayidaki tiibiilde ise seminifer epitel hiicrelerinin
birbirleri ve Sertoli hiicreleri arasinda bir takim ¢atlak tarzinda bosluklar olustugu
gozlendi (Sekil 4-4, 4-5). Ayrica, az da olsa hasarli olan tiibiillerde, liimene atilmis ve
atilmakta olan olgunlasmamis (sperm halini almamis) hiicreler gézlendi (Sekil 4-6). Bu
tip hasarli tiibiillerde spermatogonyum ve spermatosit I fazindan sonra hiicre
niikleuslarinda heterokromatinin 6kromatin lehine bozuldugu gézlendi. Bunlarin diginda

¢ok sayida tiibiil kontrol grubundan farksiz sekilde gozlendi (Sekil 4-7).

Sekil 4-4: 7 giin grubunun genel goriiniimii (H+E, x10).
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Sekil 4-5: 7 giin grubunda hiicreler arasi bosluklarin (*) olusmaya basladigi seminifer
tiibiil kesiti (H+E, x40).

Sekil 4-6: 7 giin grubunua ait 6kromatin goriiniimlii hiicre niikleuslar: (oklar) ve liimende
olgunlasmamus hiicrelerin goriildiigii seminifer tiibiil kesiti (H+E, x40).
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Sekil 4-7: 7 giin grubunda kontrol grubuna ¢ok yakin goriiniimdeki seminifer tiibiil kesiti
(H+E, x40).

Tunikamisin verildikten 14 giin sonra incelenen grubun testis kesitlerinde
(14 giin grubu), hasara ugramis seminifer tiibiillerin sayisinin arttigi gozlendi
(Sekil 4-8). Bu tiibiillerdeki spermatogenik hiicreler arasindaki bosluklarin bityiidiigii ve
sayisinin arttigi gozlendi (Sekil 4-9, 4-10). Ayrica, hasarli olan tiibiillerde, liimene
atilmig ve atilmakta olan olgunlasmamis (sperm halini almamisg) hiicreler gézlendi. Bu
tip hasarli tiibiillerde spermatogonyum ve spermatosit I fazindan sonra hiicre
niikleuslarinda heterokromatinin 6kromatin lehine bozuldugu gozlendi (Sekil 4-11).

Bunlarin diginda yer yer kontrol grubundan farksiz tiibiiller de goriildii (Sekil 4-12).
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Sekil 4-9: 14 giin grubunda hiicreler arasi bosluklarin ( * ) olustugu seminifer tiibiil kesiti
(H+E, x40).
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Sekil 4-10: 14 giin grubuna ait hiicreler arasi ayrilmalarin ( * ) goriildiigii seminifer tiibiil
kesiti (H+E, x100).

Sekil 4-11: 14 giin grubuna ait 6kromatin goriiniimlii hiicre niikleuslar1 ( * ) ve liimende
olgunlasmamis hiicrelerin (oklar) goriildiigii seminifer tiibiil kesiti (H+E, x40).
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Sekil 4-12: 14 giin grubundaki normal goriiniimlii seminifer tiibiil kesiti ( H+E, x40).

Seminifer tiibiillerde spermatogenik hiicreler arasinda bosluklar en fazla 21 giin
grubunun testis kesitlerinde goriildii. Hiicrelerarasi bosluklar igeren seminifer tiibiiller
daha fazla gozlendi (Sekil 4-13, 4-14). Hasarli olan tiibiillerde, limene atilmis ve
atilmakta olan olgunlasmamis (sperm halini almamis) hiicre igerenler daha fazlaydi
(Sekil 4-15). Bu deney grubundan bir hayvanda asir1 derecede tiibiiler dejenerasyon
izlendi. Bu dejenerasyon genelde spermatogenik hiicrelerin biiyiikk kisminin ortadan
kalktig1, bazi spermatogenik hiicrelerin, (muhtemelen spermatidler) bir araya gelerek
belirgin gruplar olusturdugu, bu gruplarinda dejeneratif bir goriiniim izlenimini verdigi
gozlendi (Sekil 4-16, 4-17). Benzer hiicre gruplarina ¢ok az sayida olmakla birlikte ayni
grubun diger bir hayvaninda da rastlandi. Bu dejeneratif goriintiilere ragmen 1s1k

mikroskobik olarak Sertoli hiicre morfolojilerinde belirgin degisiklikler gozlenmedi.



4

v

Sekil 4-14: 21 giin grubundaki hiicreler arasi bosluklarin ( * ) olustugu seminifer tiibiil
kesiti (H+E, x40).
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g ¢

Sekil 4-15: 21 giin grubuna ait 6kromatin goriiniimlii hiicre niikleuslar1 ( * ) ve liimende
olgunlasmamis hiicrelerin (oklar) goriildiigii seminifer tiibiil kesiti (H+E, x40).

N

Sekil 4-16: 21 giin grubundaki asir1 hasar gozlenen Kesitin genel goriiniimii ( H+E, x10).
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Sekil 4-17: 21 giin grubundaki asir1 hasar gozlenen bir seminifer tiibiil ( H+E, x40).

4.2. Immiinohistokimyasal Bulgular

4.2.1. Stres Belirteci Anti-GRP78/BiP immiinohistokimyas1 Bulgular

Testis seminifer tlibiillerindeki hiicrelerde ER stresinin varligt GRP78/BiP
immiinreaktivitesi ile gosterilmistir ve istatistiksel olarak degerlendirilmistir
(Sekil 4-18).

Negatif kontrol Orneklerinde herhangi bir immiin reaksiyon gozlenmedi
(Sekil 4-19).

Kontrol grubu kesitlerinde Sertoli hiicreleri ¢ok zayif immiin reaksiyon gosterdi.

Kontrol grubu i¢in Sertoli hiicreleri 135,4 olarak skorlandi (Sekil 4-20).

7 giin grubu testis Sertoli hiicrelerinin, immiin reaksiyonunda kontrol grubuna
kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (P<0,05). 7 giin grubu igin

Sertoli hiicreleri immiinoreaktivitesi 169,4 olarak skorlandi (Sekil 4-21).

14 giin grubu testis Sertoli hiicrelerinin, immiin reaksiyonunda kontrol grubuna

kiyasla anlamli bir artig gozlenirken, 7 giin grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli
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bir farklilk gozlenmedi (P<0,05). 14 giin grubu i¢in Sertoli hiicreleri
immiinoreaktivitesi 189,3 olarak skorlandi (Sekil 4-18, 4-22).

21 giin grubu testis Sertoli hiicrelerinin, immiin reaksiyonunda kontrol grubuna
ve 7 gin grubuna kiyasla anlamli bir artis goézlenirken, 14 giin grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlenmedi (P<0,05). 21 giin grubu igin Sertoli
hiicreleri immiinoreaktivitesi 234,6 olarak skorlandi (Sekil 4-18, 4-23). Ayrica bu
grubun hayvanlarindan birinde, hemen hemen tiim tiibiillerde, asir1 dejenerasyon olarak
degerlendirilen hiicre gruplasmalar1 ve bu gruplagsmalarin oldugu bélgelerde immiin
reaksiyon yogun olarak gozlendi (Sekil 4-24). Diger hayvanlarin bazi tiibiillerinde de

yer yer hiicre gruplagmalarina rastlandi.

350 4
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F: -
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N
E 100 -
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Kontrol 7 Giin 14 Giin 21Giin
Grubu Grubu Grubu Grubu

DENEY GRUPLARI

Sekil 4-18: Sertoli hiicrelerinde GRP78/BiP immiin reaksiyonunun HSCORE analizi.

* 21 giin grubunun kontrol ve 7 giin grubuna gore (p<0,05), # ise 14 giin grubunun kontrol grubuna goére (p<0,05),
istatistiksel olarak anlamli farklilik gsterdigini ifade etmektedir.
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Sekil 4-20: Anti-GRP78/BiP antikoru ile immiinohistokimya isaretlemesi yapilan kontrol
grubuna ait seminifer tiibiil goriiniimii (x40).
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Sekil 4-21: Anti-GRP78/BiP antikoru ile immiinohistokimya isaretlemesi yapilan 7 giin
grubuna ait seminifer tiibiil goriiniimii (x40).

Sekil 4-22: Anti-GRP78/BiP antikoru ile immiinohistokimya isaretlemesi yapilan 14 giin
grubuna ait seminifer tiibiil goriiniimii (x40).
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Sekil 4-23: Anti-GRP78/BiP antikoru ile immiinohistokimya isaretlemesi yapilan 21 giin
grubuna ait seminifer tiibiil goriiniimii (x40).

Sekil 4-24: Anti-GRP78/BiP antikoru ile immiinohistokimya isaretlemesi yapilan 21 giin
grubuna ait asir1 dejenerasyon gosteren seminifer tiibiil goriiniimii (x40).
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4.2.2. Apoptoz Belirteci TUNEL Bulgulari

TUNEL yontemi ile yapilan boyanma sonucunda, Sertoli hiicrelerinin
nukleuslarindaki pozitif boyanma apoptotik hiicre olarak degerlendirildi ve istatistiksel
analiz yapild1 (Sekil 4-25).

Negatif kontrol 0Orneklerinde herhangi bir immiin reaksiyon gozlenmedi

(Sekil 4-26).

Kontrol grubu testis kesitlerinde apoptotik Sertoli hiicresi ¢ok nadir olarak

goriildii. Sertoli hiicrelerinin apoptotik hiicre indeksi 1,849 bulundu (Sekil 4-27).

7 glin grubunun testis kesitlerinde apoptotik Sertoli hiicrelerinde; kontrol

grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmedi (p<0,05). Sertoli
hiicrelerinin apoptotik hiicre indeksi 1,859 bulundu (Sekil 4-28).

14 giin grubunun testis kesitlerinde apoptotik Sertoli hiicrelerinde; kontrol
grubuna ve 7 gilin grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir artis gdzlenmedi
(p<0,05). Bu grubun hayvanlarindan birinden alinan testis kesitinde, bir tiibiilde asir1
dejenerasyon olarak degerlendirilen hiicre gruplasmalari goriildii. Sertoli hiicrelerinin
apoptotik hiicre indeksi 2,801 bulundu (Sekil 4-29).

21 giin grubunun testis kesitlerinde apoptotik Sertoli hiicrelerinde; 14 giin
grubuna kiyasla anlamli bir degisiklik gozlenmezken, kontrol ve 7 giin grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir artis gozlendi (p<0,05). Sertoli hiicrelerinin apoptotik
hiicre indeksi 4,751 bulundu (Sekil 4-25, 4-30, 4-31). Ayrica bu grubun hayvanlarindan
birinde, hemen hemen tiim tiibiillerde, asir1 dejenerasyon olarak degerlendirilen hiicre

gruplagsmalar1 goriildi.



45

APOPTOTIK INDEKS

Kontrol 7 Giin 14 Giin 21 Giin
DENEY GRUPLARI

Sekil 4-25: Sertoli hiicrelerindeki apoptotik indeks analizi.

* 21 giin grubunun kontrol ve 7 giin grubuna gore (p<0,05) istatistiksel olarak anlamli farklilik gosterdigini ifade
etmektedir.

Sekil 4-26: TUNEL yontemi ile apoptotik hiicrelerin isaretlemesi yapilan negatif kontrole
ait seminifer tiibiil goriiniimii (x40).
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Sekil 4-27 TUNEL yontemi ile apoptotik hiicrelerin isaretlemesi yapilan kontrol grubuna
ait seminifer tiibiil goriiniimii (x40).

Sekil 4-28: TUNEL yontemi ile apoptotik hiicrelerin isaretlemesi yapilan 7 giin grubuna
ait seminifer tiibiil goriiniimii (x40).
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Sekil 4-29: TUNEL yontemi ile apoptotik hiicrelerin isaretlemesi yapilan 14 giin grubuna
ait seminifer tiibiil goriiniimii (x40).

Sekil 4-30: TUNEL ydntemi ile apoptotik hiicrelerin isaretlemesi yapilan 21 giin grubuna
ait seminifer tiibiil goriiniimii (x40).
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Sekil 4-31: TUNEL yontemi ile apoptotik hiicrelerin isaretlemesi yapilan 21 giin grubuna
ait asir1 dejenerasyon gosteren seminifer tiibiil goriiniimii (x40).

4.3. Elektron Mikroskobik Bulgular

Kontrol grubunun elektron mikroskobu kesitlerinde Sertoli hiicreleri incelendi.
Elektron mikroskobunda, Sertoli hiicresi ve myoid hiicrelerin bazal membranlar1 sirt
sirta vermis birbirine yakin iki yapi olarak gozlendi. Kendi bazal laminasi {izerine
oturan Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalari, kusatmis olduklart diger spermatogenik
hiicreler arasinda devamlilik gosteren ve liimene ulasan genellikle biraz daha koyu
gorlinen sitoplazmaya sahip siituncuklar halinde izlendi. Heterokromatince fakir
niikleuslari, armut gseklinde olagan yapisinda goriildii. Sertoli  hiicresinin
sitoplazmasinda, bol miktarda diiz ER’ye, bol miktarda oldukc¢a diizenli goriilen
graniilli ER’ye, ¢ok sayida kiiresel, uzamis ve bazilari ¢atallanmig mitokondrilere, iyi
gelismis Golgi cisimcigine ve lizozomlara rastlandi. Ayrica yer yer az sayida lipid
damlaciklari da goriildi (Sekil 4-32, 4-33, 4-34).

7 giin grubunun elektron mikroskobu kesitlerinde kontrol grubundan farkli
yapilar gozlenmedi. Sertoli hiicreleri ve nukleuslart normal goriinlimde, sitoplazmik

ogeleri de kontrol grubundan farksiz sekilde gozlendi (Sekil 4-32, 4-33, 4-34).
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14 giin grubunun elektron mikroskobu kesitlerinde graniillii ER’ler kontrol
grubuna kiyasla daha biiyiik ve liimenleri genislemis halde gozlendi. Ayni1 sekilde diiz
ER’lerde de genisleme gozlendi. Ayrica Sertoli hiicre sitoplazmasinin bazi bolgelerinde
lizozomlarda artis gdzlendi. Iri lipid damlaciklar1 daha fazla sayida goriildii (Sekil 4-32,
4-33, 4-34).

21 giin grubunun elektron mikroskobu kesitlerinde graniillii ER limenlerinde
genislemeler ve yer yer kese seklinde yapilar gozlendi. Baz1 alanlarda yumak seklinde
goriiniim olusturan graniilli ER, limenleri iyice genislemis sekilde gorildii
(Sekil 4-34). Diz ER’de genisleme ise en fazla bu grupta gozlendi. Yine 14 giin
grubundaki gibi lizozomlarda kontrol grubuna kiyasla bir artis gozlendi. Iri lipid
damlaciklar1 daha fazla sayida goriildi (Sekil 4-32, 4-33, 4-34). Ayrica bu gruptaki
hayvanlardan birinde 1s1k mikroskobu bulgularinda tarif edilen gruplasmis hiicre
bolgeleri seklinde goriilen yapilar, elektron mikroskobunda da izlendi. Burada Sertoli
hiicrelerinin daginik yerlesim gosterdigi gozlendi (Sekil 4-36). Sertoli hiicre niikleuslart
baz1 bolgelerde liimene yakin bolgelerde gortildii (Sekil 4-36). Cogu seminifer tiibiillerde
spermatogenik hiicreler diger 6rneklere gore ¢ok az sayidaydi (Sekil 4-36). Bu hayvanin
bazi seminifer tiibiillerinde ise, 151k mikroskobunda bir ¢ok spermatogenik hiicrenin bir
araya gelerek olusturdugu hiicre gruplar1 gibi goriilen yapilar incelendiginde, bu
yapilarin hiicre gruplart degil, bir ¢ok niikleusu kapsayan dev bir hiicre yapisinda
oldugu gozlendi. Bu sekilde degerlendirilmesinin sebebi de bu niikleuslarin
cevrelerindeki sitoplazmik yapiin birer hiicreyi ifade edecek sekilde bir hiicre
membranina sahip olmamalariyd: (Sekil 4-37,4-38). Bu ¢ok niikleuslu yapinin sahip
oldugu sitoplazma ise, diger spermatogenik ve bilinen somatik hiicrelerin higbirinin
tarifine uymayacak sekilde, organel yap1 ve zenginligine sahipti (Sekil 4-37). Bazi
seminifer tiibiillerde ise bol ve biiyiik lipid damlaciklart géze carpar sekilde gozlendi
(Sekil 4-36, 4-39).



Sekil 4-32: Sertoli hiicrelerine ait diiz endoplazmik retikulumlarin gecirimli elektron
mikroskobik goriintiileri (x12.000).

A: Kontrol grubu, B: 7 giin grubu, C: 14 giin grubu, D: 21 giin grubuna ait Sertoli hiicrelerinde diiz ER (oklar)

gorilmektedir.
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Sekil 4-33 Sertoli hiicrelerine ait graniillii endoplazmik retikulumlarin gecirimli elektron
mikroskobik goriintiileri (x50.000).

A: Kontrol grubu, B: 7 giin grubu, C: 14 giin grubu, D: 21 giin grubuna ait Sertoli hiicrelerinde graniillii ER (oklar)
goriilmektedir.



Sekil 4-34: Sertoli hiicrelerine ait lizozom gruplarimin gecirimli elektron mikroskobik
goriintiileri (x12.000).

A: Kontrol grubu, B: 7 giin grubu, C: 14 giin grubu, D: 21 giin grubuna ait Sertoli hiicrelerinde lizozom kiimeleri
(oklar) goriilmektedir.
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Sekil 4-35: 21giin grubundaki stresli bir Sertoli hiicresinde yumak seklinde goriinen
graniillii ve diiz endoplazmik retikulumun gecirimli elektron mikroskobik
goriintiisii (x50.000).
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Sekil 4-36: 21 giin grubundaki asir1 hasar gozlenen seminifer tiibiiliin gecirimli elektron
mikroskobik goriintiisii (x10.000).

Daginik yerlesim gosteren ve limene yakin bolgedeki sertoli hiicreleri ( *).
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Sekil 4-38: 21 giin grubundaki asir1 hasar gozlenen seminifer tiibiildeki ¢ok niikleuslu
yapmnin gecirimli elektron mikroskobik goriintiisii (x7.500).
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5. TARTISMA

Tunikamisin, glikoprotein sentezinin ilk adiminda, UDP-N-asetilglukozamin
yapisindaki, N-asetilglukozamin-1-fosfatin, dolikol fosfata transferinin katalizinde rol
alan GTP enzimine (GIcNAc fosfotransferaz) etki ederek, dolikol fosfatin,
N-asetilglukozamin-1-fosfata baglanmasini engeller [5, 6, 8, 25-27]. Boylece N-bagh
glikoproteinlerin sentezini bloke ederek ER stresine neden olmaktadir [5]. Birgok
biyolojik ¢aligmada deneysel arag¢ olarak, 6zellikle ER stresinin uyarilmasinda yaygin
olarak kullanilmaktadir [3, 5, 28-31]. Tunikamisin disinda ER stresi ¢alismalarinda
degisik stres olusturucu ajanlar da kullanilmaktadir. Ornegin; Gong ve ark. baska bir ER
stres uyaran1 olan nonilfenol ile Sertoli hiicre kiiltiiriinde yaptig1 ¢alismada, ER stresi,
hiicre morfolojisinde degisiklikler, apoptoz ve hiicresel hasar gozlemlemislerdir [4].
Tabuchi ve ark. fare Sertoli hiicre kiiltiiriinde, ER stresine eslik eden hiicresel hasar ve
bu hasarda rol oynayan genetik aglarinin belirlenmesi {izerine yaptigi ¢alismada ER
stresi olusturucusu olarak bisphenol A kullanmistir [40]. Chung ve ark. sigan kortikal
noronal hiicre kiiltiirtinde yaptigi ¢alismada ER stresini thapsigargin uygulayarak
uyarmiglardir [41]. Ji ve ark. ise testis germ hiicrelerinde, kadmiyum ile uyarilan ER
stresini ve germ hiicresi apoptozunun mitokondri yolaklar1 ile olan iliskisini

gostermiglerdir [42].

Peterson ve ark. Wistar Albino siganlar {izerinde yaptigi bir ¢alismada siganlarda
tek doz subkutan tunikamisin enjeksiyonunun geri donistiiriilemeyen testikiiler hasara
yol agtigin1 gostermistir. 133ul, 200ul, 300ul ve 350ul/kg seklinde tek doz subkutan
tunikamisin enjeksiyonu yapilmis ve 200ul/kg den asagi dozlarin toksik etki
yaratmadigl, 350p ve iizeri dozlarin ise oldiiriicli etkiye sebep oldugu goézlenmistir.
Ayrica enjeksiyondan sonra seminifer tiibiil epitelinde, hasarin 3. ve 5. giinlerde
basladigini ve en fazla hasarin, 19. giinden sonra gorildiigiinii belirtmislerdir [43]. Jang
ve ark. yaptigi c¢alismada tunikamisin ile uyarilan ER stresinin osteoblast
farklilagmasinda gorev alan kemik morfojenik protein 2 iizerindeki olumsuz etkisini
gostermislerdir [6]. Tanaka ve ark. noroblast hiicre kiiltiiriinde yaptigi bir ¢alismada bu
hiicrelerde tunikamisin ile uyarilmis hiicresel toksisite ve ER stresi gormiis, ayrica
genipin maddesinin koruyucu etkisini gostermislerdir [7]. Nugent ve ark. kondrosit

hiicre kiiltiirii ile yaptigi bir ¢alismada ER stres olusturucusu olarak tunikamisin
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kullanmislardir [44]. Seo, ve ark. yaptiklari ¢calismada ER stresinin hepatik glukogenez
tizerindeki etkisini incelemislerdir ve ER stresi olusturucusu olarak tunikamisin
kullanmuislardir [45]. Giizel ve ark. insan endometrium hiicre kiiltiirlinde yaptiklari
calismada katlanmamis protein yaniti anahtar proteini olan HSPAS5 ile dstrojen sinyali
arasindaki ¢ift yonlii etkilesimi arastirmislardir ve ER stres uyarani olarak tunikamisin
kullanmiglardir [3]. Inokuchi ve ark. tunikamisin ile yaptiklar1 ¢alismada ER stresi ile
uyarilan retinal hiicre 6limiinii arastirmiglardir [29]. Sylvester ve ark. sigan Sertoli
hiicre kiiltiirtinde yaptiklar1 ¢alismada, tunikamisin uygulamasmin Sertoli hiicrelerinde
tiretilen glikoprotein sentezine etkisini gostermiglerdir [46]. Bu bilgiler 1s18inda
calismamizda ER stresinin siganlarda testis Sertoli hiicrelerine verdigi hasari incelemek
icin bir¢ok biyolojik ¢aligmada oldugu gibi ER stresinin uyarilmasinda, tunikamisin
kullanmayi tercih ettik [1-3, 13, 23, 24, 47].

ER, hiicrede salg1 proteinlerinin sentezinde, katlanmasinda ve olgunlasmasindan
sorumlu o6nemli bir organeldir [1]. ER dengesi (homeostazis) protein sentezi,
proteinlerin katlanmasi ve salgilama gibi hiicresel fonksiyonlarin yerine getirilmesinde
onemlidir [23]. Ornegin; kalsiyum dengesindeki degisiklikler, salgi proteinlerinin
sentezindeki artig, hatali katlanmis proteinlerin artis1 gibi hiicresel stres durumlart ER
limeninde katlanmamis proteinlerin birikmesine ve ER’de stres olusumuna sebep olur.
Bu stresin ortadan kaldirilarak homeostazisin saglanmasi i¢in, KPY olarak bilinen bir
sinyal yolagi uyarilir [1, 2, 23, 24]. Eger KPY hiicresel stresi gideremez ve homeostazis
saglanamazsa hiicreler apoptoza giderler [1, 2]. Katlanmamis proteinlerin birikimi,
hiicreler i¢in toksik etkiye sahiptir ve hiicreye zarar vermektedir. Ayrica hiicre ici ve
disina salgilanacak proteinlerin dogru bi¢imde salgilanamamasi da hiicreye zarar
verebilmektedir [1]. Bunun sonucunda ER stresiyle alakali olarak Parkinson, Alzheimer
ve Huntington gibi norodejeneratif hastaliklar ve tip 2 diyabet, obezite gibi metabolik
hastaliklar ortaya ¢ikabilmektedir [1, 2, 23, 24].

Asselah ve ark. yaptigir ¢alismada kronik hepatit ¢ hastalarinda, hepatik ER
stresini arastirmiglar ve elektron mikroskobu incelemelerinde hepatosit ER’lerinin
yapisinda genislemeler seklinde degisiklik gozlemlemislerdir [10]. Shi ve ark.
kolorektal kanser hiicre kiiltiiriinde yaptig1 bir ¢calismada thapsigargin ile olusturduklar
ER stresini, elektron mikroskobu incelemelerinde ER’lerde sisme seklinde tanimlamistir

[9]. Gong ve ark. Sertoli hiicrelerinde yaptig1 ¢alismada ise nonilfenol ile uyarilan ER
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stresinin elektron mikroskobik incelemesinde, Sertoli hiicresinin ER’lerinde sisme ve
limen genislemesi gozlemlemislerdir [4]. Bizde ¢alismamizda bu ¢aligmalara paralel
olarak Sertoli hiicrelerinde immiinohistokimyasal olarak ER stresinin en siddetli
oldugunu tespit ettiimiz 21 giin grubunda, diiz ER’lerde sisme, graniilli ER
limenlerinde genislemeler gozlemledik (Sekil 4-32, 4-33). Ayrica bazi alanlarda yumak
seklinde goriinlim olusturan, liimenleri geniglemis graniilli ve diiz ER yapist
gozlemledik. Ancak diiz ER bélgelerindeki genislemeler daha fazlaydi (Sekil 4-32).

Bunlarin disinda, bazi alanlarda lizozom gruplar1 gézlemledik (Sekil 4-34).

Hatali katlanmis proteinlerin birikimi ve ER stresinin iistesinden gelmek igin
KPY yolag: aktive olmaktadir. Eger hatali katlanmis protein miktar1 ¢ok fazla olursa ve
stres devam ederse, KPY’nin aktivasyonu ER stresiyle bas etmek igin yetersiz
kalmaktadir ve boyle bir durumda ER stresi apoptoza (programli hiicre 6liimii) sebep
olmaktadir [1, 11]. Giizel ve ark. insan endometriumda yaptiklar1 ¢calismada ER stresini
GRP78/BiP immiinohistokimya yontemiyle gostermislerdir [3]. Gong ve ark. yaptiklari
caligmada Sertoli hiicre kiiltiirinde western blot yontemi ile GRP78/BiP miktar tayini
yaparak, ER stresinin, uygulanan nonilfenol dozuna baglh olarak arttigini
gostermislerdir [4]. Bizde ¢alismamizda, GRP78/BiP immiinohistokimya isaretlemesi
yaparak ER stresini gosterdik ve en giiclii immiin reaksiyonu deney gruplarimizdan 21
giin grubunda gordiik (Sekil 4-18).

Xu ve ark. yaptigi ¢alismada, tunikamisin ile uyarilan ER stresinin fare akciger
endotel hiicrelerinde apoptozu arttirdigini AnnexinV yontemiyle gostermislerdir [47].
Fu ve ark. kardiyomiyositlerde yaptiklari ¢alismada, tunikamisin ile uyarilan ER
stresinin bu hiicrelerde apoptoza sebep oldugunu MTT analizi kullanarak gostermistir
[48]. Zhang ve ark. yaptiklari immatiir sigan Sertoli hiicre kiiltiirii ¢alismasinda, bu
hiicrelerin kimyasal olarak toksinlere maruz birakilmasi sonucunda apoptoza
yoneldigini, MTT analizi ile gostermislerdir [49]. Gong ve ark. sican Sertoli hiicre
kiiltiirti tizerinde yaptigi calismada, nonilfenol uygulayarak olusturduklari ER stresi
sonucunda bu hiicrelerin hayatta kalma oraninda azalma gozlemlemis, yiiksek dozda
nonilfenol uygulamasinda ise hiicrelerin apoptoza daha fazla yoneldigini AnnexinV
metodu ile gostermislerdir [4]. Biz ¢alismamizda apoptotik Sertoli hiicrelerini TUNEL
yontemi uygulayarak tespit ettik. Yapilan ¢alismalara benzer sekilde, siddetli ER stresi
tespit edilen 21 giin grubunun Sertoli hiicrelerinde, kontrol ve 7 giin grubuna kiyasla

istatistiksel olarak anlamli apoptoz artis1 gézlemledik (Sekil 4-25).
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Sertoli hiicreleri spermatogenezin saglanmasi ve diizenlenmesinde temel gorev
almaktadir. Sertoli hiicrelerinin gorevlerinin yerine getirilmesi sirasinda salgiladiklari
anti-Miillerian hormon (AMH) [13], androjen baglayict protein (ABP) [12],
inhibin [29], sitokeratin-18, vimentin [50], kortikosteroid bolgesel ekspresyonlart 16
(CR16) [51] gibi baz1 proteinler de bu gorevlerin dogru sekilde yapilmasinda énemli rol
oynar. Sertoli hiicrelerinde olusan ER stresinin bu hiicrelerde yapilan proteinlerin
yapisinda ve sentezlenmesinde olumsuz yonde etkisi olabilmektedir. Sylvester ve ark.
rat testis sertoli hiicre kiiltiiriinde yaptig1 ¢calismada ER stresinin bu hiicrelerde dimerik
asidik glikoprotein protein tiretimini olumsuz etkiledigini gézlemlemistir [46]. Benzer
caligmalarda Sertoli hiicrelerinin islevlerinin dogru sekilde yerine getirilemedigi
durumlarda, germ hiicrelerinin gelisimlerinin de kotii yonde etkilendigi gosterilmistir
[50, 52]. Ji ve ark. yaptiklar1 ¢alismada Sertoli hiicrelerinde kadmiyum ile uyarilan ER
stresine bagli fonkisyonel bozukluklarin, germ hiicre apoptozunu da tetikledigini
aciklamislardir [42].

Sertoli hiicreleri, spermatogenez iizerindeki 6nemli rolii sebebiyle toksik hasar
icin hedef hiicrelerdir. Bu hiicrelerdeki herhangi bir fonksiyonel bozulmanin, germ
hiicrelerinin hayatta kalabilme yetenegine olumsuz etkileri bulunmaktadir [53]. Cesitli
sitotoksik ajanlara maruz kalma sonucunda bu hiicrelerde 6liim gozlenmektedir. Sertoli
hiicreleri, dis etkenler sebebiyle hiicre Oliimiine karsi dayanikli hiicreler olmakla
birlikte, bu etkenler dolayisiyla fonksiyonel bozulmalara hassas hiicrelerdir. Bu yiizden
Sertoli hiicrelerinde apoptoz veya nekroz ¢ok az goriilmektedir. Buna karsilik metabolik
ve diizenleyici yolaklardaki bozulmalar sonucunda Sertoli hiicreleri kolayca etkilenir ve
islevlerinde bir takim aksakliklarin goriilmesi kaginilmazdir. Bunun en 1yi gostergesi de
germ hiicrelerindeki dejenerasyonun artigidir [12].

Germ hiicreleri aktif sekilde boliinen ve farklilasan hiicrelerdir. Bunlar ¢ok
diisiik toksik etkilerde bile hasar gorebilir ve Olebilirler. Bu hiicrelerin aksine
eriskinlerde gogalmayan Leydig ve Sertoli hiicreleri en direngli hiicrelerdir. Cogu toksik
uygulama sonrasinda hayatta kalmaya devam ederler. Fakat bu hiicreler fonksiyonel
hasara ugrayabilmektedirler. Calismamizda 11k mikroskobik incelemeler sonucunda 7
ve 14 gilin gruplarinin Sertoli hiicrelerinde goriilen apoptoz kontrol grubuna kiyasla
anlamli bir farklilik gdstermemesine karsin, yapilan GRP78/BiP immiinohistokimya
isaretlemesinde, ER stresinden en fazla etkilendigi tespit edilen 21 giin grubunda

apoptotik Sertoli hiicrelerinde anlamli bir artis gozlenmistir (Sekil 4-18). Bununla
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birlikte, 14 giin grubunda GRP78/BiP immiin reaksiyonunun kontrol grubuna kiyasla
anlamli olarak artmasina ragmen apoptotik indeks incelendiginde bu hiicrelerde
istatistiksel olarak anlamli bir apoptoz artis1 gériillmemistir. Buradan yola ¢ikarak Sertoli
hiicrelerinin, morfolojik bir hasara karsi ¢ok gii¢lii olmasina ragmen, yiiksek stres
kosullarinda apoptoza gittigi goriilmiistiir.

Corrier ve ark. kobalt uygulamasi ile yaptig1 bir ¢alismada, sigan testisinde ¢ok
niikleuslu dev hiicreler, dejenere ve nekrotik tiibiiller, birka¢ spermatositten olusan dev
hiicre topluluklari, gruplasmis spermatid topluluklari, vakuoller igeren Sertoli hiicreleri
ve daginik yerlesimli Sertoli hiicreleri ile karakterize ettikleri yogun testikiiler
dejenerasyon gozlemlemislerdir [53]. Biz de gegirimli elektron mikroskobu ile
yaptigimiz incelemede 21 giin grubu hayvanlarindan birinde Corrier ve ark. yaptiklari
calismaya benzer sekilde dagiik yerlesim gosteren ve bazi bolgelerde limene yakin
goriilen sertoli hiicreleri (Sekil 4-36), ¢ok az sayida spermatogenik hiicre igeren
seminifer tiibiiller (Sekil 4-36), cok niikleus igeren dev hiicreler (Sekil 4-37,4-38) ve
bazi bolgelerde bol ve biiyiik lipid damlaciklart gézlemledik (Sekil 4-36, 4-39). Bu
goriintiilere 151k mikroskobik incelemelerde de rastladik (Sekil 4-17, 4-24, 4-31). Ayrica
birka¢ hayvanda da yogun olmasa da bu hasar belirtilerinin dnciisii olabilecek hiicre
gruplagsmalar1 gozlemledik.

Bu ¢alismada siganlarda tunikamisin ile uyarilan ER stresinin, testis Sertoli
hiicreleri tizerindeki etkisinin immiinohistokimyasal ve 151k ve elektron mikroskobik
olarak incelenmesi amaglandi. Arastirma sonucunda tunikamisin uygulanan gruplardan
en fazla etkilenen 21 giin grubu oldu. Bu grupta testis dokularinin Sertoli hiicrelerinde
GRP78 immiin reaksiyonunun ve apoptotik indeksin anlaml sekilde arttigi goézlendi. 7
ve 14 giin gruplarinda Sertoli hiicrelerinin apoptotik indeksinde anlamli bir degisiklik
goriilmedi (Sekil 4-25). GRP78 immiin reaksiyonunda ise giin sayisinin artmasi ile
birlikte artis gbzlendi (Sekil 4-18). Ayrica elektron mikroskobik incelemeler sonucunda,
tunikamisin verilen siganlarin deney siiresi arttikga bazi morfolojik degisikliklerin de
arttig1 gézlendi.

Sonug olarak yaptigimiz ¢alismada tunikamisin ile uyarilan ER stresinin, Sertoli
hiicrelerinin fonksiyonlarina ve hayatta kalma giiciine olumsuz etki ettigini gozledik.
Bunun yani sira ER stresinin artmasi ile birlikte germ hiicrelerinde de morfolojik

hasarlar tespit ettik. Bu bilgiler 1s18inda hasar goren Sertoli hiicrelerinde ER stresine
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bagl olarak olusan morfolojik bozukluklarin erkek fertilitesini olumsuz etkileyen

sebeplerinden biri olabilecegi sonucuna ulastik.
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mikroskobik olarak incelenmesi™ isimli projeniz Kurulumuz tarafindan incelenmis ve Etik
Kurul ilkelerine wygun bulunmustur.

KIPOGAX KAYMAZ Prof. Dr. M LTIRIK
Baskani Uye

l:ro . D Pinar YAMANTURK CELIK [?OQ.DI.Uﬁl $ TAKATAY

b

Yard.Dog.Dr.Alper OKYAR Yard.Dog¢.Dr Altan ARMUTAK
Uye Uye

S SotowtS’

Uzm.Vet.Hek.Fatma TEKELI Ayukat Selma DEMIR M.ak.Yiik.Mﬂh. Dr.Burak OLGUN
Uye Uye Uye

Prof. Dr. Alev
LU.HADYEK

istanbul Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanligi 1.U. Veteriner Fakiiitesi Dekanlik kati A
221 nolu Oda Aveilar—ISTANBUL TEL ; (0 212) 4737070/ 17031 E mail : hadyek@istanbul.edu.tr
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Ozgiir Dogus Soyadi Demirkiran
Dog.Yeri |Istanbul Dog. Tar.  [10.05.1987
Uyrugu TC TC Kim No | 35500987636
Email dogus87@gmail.com Tel 0505 582 5628
Egitim Diizeyi

Mezun Oldugu Kurumun Adi Mez. Yili
Doktora - -
Yiik.Lis. L.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji A.D. |2013
Lisans Balikesir Universitesi - Biyoloji 2010
Lise Vefa Lisesi 2005

Is Deneyimi (Sondan ge¢mise dogru siralayin)

Gorevi Kurum Siire (Y1l - Yil)

1. -

2. -
3. -
Yabana |Okudugunu . . KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Konusma* | Yazma Puani Puan
ingilizce |lyi Iyi Orta 48,75 70
*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendirin

Sayisal Esit Agirhik Sozel

LES Puam 78.338 75.480 71.690
(Diger) Puam

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma becerisi

MS Office

Cok iyi

Yayinlary/Tebligleri Sertifikalari/Odiilleri

Ozel ilgi Alanlar1 (Hobileri): Miizik, sinema, spor
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