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KRONIK SUDAN KACINMA STRESI ILE TESTIS

DOKUSUNDA OLUS TURULAN HASARI UZERINE
FULVIK ASIDIN TEDAVI EDICI ETKISININ

ARAS TIRILMASI

Fulvic'in Terapdtik Etkisinin Aras tirilmasi
Sulle Olus an Testis Hasarina Asit
Ka¢inma Stresi (WAS)

, Canan HURDAQ

Cansu BAHCIVAN1, [brahim SG&IT2 , Esra GIKLER-DULGER1

QET

Amag: Calis ma, toksik olmayan bir ajan olan; antioksidan, antiapoptotik ve antiinflamatuvar 6 zelliklere sahip fulvik asit
(FAYin kronik sudan kaginma stresinin (KS) testis dokusunda olus turdugu hasara kars 1 tedavi edici etkisinin

aras tirilmasidir.

Gereg ve Yontem: Calis mamizda 18 adet Sprague-Dawley eris kin erkek sican 3 es it gruba ayrildi: Kontrol (K), Kronik
Stres (KS) ve Kronik Stres+Fulvik Asit (KS+FA). Testis dokusundan elde edilen histolojik kesitler Hematoksilen&Eozin (H&E)
ve Toluidin mavisi (TM) ile boyandi; zonula okludens-1 (ZO-1), B-aktin ve indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)
immdinohistokimya is aretlemeleri yapildi. Biyokimyasal olarak dokulardaki total antioksidan seviyesi (TAS), total oksidan
seviyesi (TOS), oksidatif stres indeksi (OSI), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve siiperoksit dismutaz (SOD) diizeyleri
Olgalda.

Bulgular: KS grubunda hasarli seminifer tubdller, tunika albuginea koms ulugunda artmis mast hicre aktivitesi, tibul
icerisinde artmis iNOS aktivitesi ve azalmis B-aktin ve ZO-1 aktivitesi g zlendi. Bu grupta ayrica TOS ve OSI duzeylerinin
arttig; TAS, SOD, KAT ve GPx duizeylerinin azaldigi g rildu. KS+FA grubunda, fulvik asit kullanimiyla bu bulgularda iyiles me
oldugu gdzlendi.

Sonug: Bu bulgulara dayanarak fulvik asitin kronik stresin olus turdugu testis hasarina kars 1 tedavi edici bir ajan olarak
kullanilabilecegi sonucuna varilmis tir.

Anahtar Kelimler: Antioksidan; I nfertilite; Fulvik asit; Sudan kaginma stresi; Oksidatif stres

(ZET Amag: Bu
calis manin amaci, antioksidan, antiapoptotik ve antienflamatuar 6 zelliklere sahip toksik olmayan bir ajan olan fulvik asidin,
sudan kaginma stresi (WAS) ile olus an testis hasari Gizerindeki terapé tik etkilerinin aras tirilmasidir.

Gereg ve Yontemler: 18 adet Sprague-Dawley erkek eris kin rat, Kontrol (K), Sudan Kaginma Stresi (WAS) ve Sudan Kaginma
Stresi+Fulvik Asit (WAS+FA) olmak Uzere 3 deney grubuna ayrildi. Testislerden alinan histolojik kesitler Hematoxylin&Eosin
(H&E) ve Toluidine Blue (TB) ve zonula occuludens-1 (ZO-1) ile boyanarak B-aktin ve indiklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS)
immunohistokimya is aretlemesi yapild. ile. Total antioksidant durum (TAS), total oksidant durum (TOS), oksidatif stres
(0SI), katalaz (CAT), glutasyon peroksidaz (GPx) ve sliperoksit dismutaz (SOD) seviyeleri biyokimyasal olarak degerlendirildi.

Bulgular: WAS grubunda seminifer tubullerde hasar, tunika albuginea altinda mast hiicre aktivitesinde artis , seminifer
tubdullerde iNOS aktivitesinde artis ve B-aktin ve ZO-1 aktivitesinde azalma gdzlendi. Yine ayni grupta TOS ve OSI
dizeylerinde artis , TAS, SOD, CAT ve GPx duizeylerinde azalma gé zlendi. Fulvik asit replasmani ile KS+FA grubu sonuglarinda
iyiles me gé6zlendi.

Sonug: Bu bulgulara dayanarak kronik stresin neden oldugu testis hasarina kars 1 fulvik asidin terapd tik bir ajan olarak
kullanilabilecegi kanisina varildi.

Anahtar Kelimeler: Antioksidan; Kisirlik; Fulvik asit; Sudan kaginma stresi; Oksidatif stres.

Bu calis ma istanbul Bilim Universitesi, Bilimsel Aras tirma Projeleri Komisyonu (IBAPKO Karar No: 2016-01-16) tarafindan
desteklenmis tir.
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GIRIS Stres, organizmaninic ve dis stres

olus turucu faktorlere kars 1verdigi bir yanittir.
Stres faktoru, uzun sireli veya tekrarlayici oldugunda
kronik bir hal alarak homeostazin bozulmasina yol
acar (1). Kronik stres kos ullarinda, dokulardaki
reaktif oksijen turlerinin (ROS) Uretimi artarak
dokularda oksidatif stres olus umuna neden olur.
ROS'larin yuksek miktarlarinin yas lanma, infertilite,
kanser, nérodejeneratif ve kardiyovaskuler
hastaliklarin patofizyolojisinde rol oynadiklari
bilinmektedir (2). ROS'larin ¢ok dis Uk miktarlar
erkek Ureme sisteminde spermatozoa olgunlas masi;
sperm kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu ve
fertilizasyon gibi pek ¢ok ¢ nemli olayin
dizenlenmesinde olumlu rol oynarken; kronik stres
kos ullarinda oldugu gibi yiksek konsantrasyondaki
ROS'lar ise toksik etkilerinden dolayi, sperm kalitesini

BAHCIVAN ve ark.
Testis & Oksidatif Stress & Fulvik Asit

bozulmasinin en dramatik sonucu ise erkek infertilitesidir
(7).

Normal kos ullarda organizma, oksidatif stres ile bas a
¢ikabilmek icin genellikle hiicre i¢i antioksidan
sistemlerini aktive eder. Ancak kronik stres gibi

kos ullarda dokulardaki oksidatif stresin yiksek olmasi
ve mevcut antioksidan dizeylerinin bu artis kars isinda
yetersiz kalmasi huicresel lipid, protein ve DNA'nin zarar
gbérmesine yol acar (8). Hucre i¢i antioksidan sistemleri
yetersiz kaldiginda organizmanin oksidatif stres ile

bas a ¢ikabilmesi igin tercih edilebilen yollardan biri
antioksidan ajan replasmanidir (9). Aum sonrasinda
mikroskobik organizmalar yararli maddelerin

ayris tirilmasini saglarken diger yandan birgok yararl
madde de a¢ida ¢1kar. Bu maddelerden biri toprakta
bulunan humik maddedir. Humik maddeler suda
¢6ziinme O zelliklerine gére: humik asit, fulvik asit ve

ve buna bagli olarak fonksiyonlarini olumsuz yé nde etkileyenedanf&rsititdapaitodilatendé §e Haimism@ddenin

Memeli testisleri, spermatositogenez ve spermiyogenez
olaylarinin gergekles tigi seminifer tibuller ve bunlarin
¢evresindeki peritibuler ara dokudan meydana gelir.
Seminifer tubuller icerisinde ¢es itli gelis me ve
farklilas ma evrelerindeki germ hiicreleri ile sertoli
destek hucreleri yer alir. Seminifer epitel, koms u
sertoli hiicrelerinin bazolateral ytzleri arasinda yer alan
kan-testis bariyeri sayesinde bazal ve adliminal alanlara
ayrilir. Esas olarak hticre zari ve hiicre iskeleti
elemanlarini birbirine baglayan ZO-1, okludin ve
klaudinler gibi siki baglanti proteinlerinden olus an kan
testis bariyeri, spermatositogenez ve spermiyogenezin
adliminal alanda, ara dokudan izole olarak, tamamen
steril bir s ekilde gercekles mesini saglar (4-5).

Hipertermi, inflamasyon, radyasyon, toksik ajanlar ve
gunluk stres testis dokusunda oksidatif strese neden
olan major faktorlerdir. Kronik stres gibi dokulardaki
ROS miktarini artirici faktodrler, testislerde sertoli
hucrelerinin yapisal proteinlerine zarar verir ve kan
testis bariyerinin dinamizmini bozarlar (6). Vicuttaki en
siki kan-doku bariyerlerinden biri olan kan-testis
bariyerinin gegirgenliginin bozulmasi adliminal alan
icerisinde gelis imlerinin farkh evrelerindeki germ
hicrelerinin apoptozunu uyararak spermatogenez
sUrecini olumsuz yo nde etkiler. Spermatogenezin

tim pH degerlerinde suda ¢&zlnebilen fraksiyonu olan
fulvik asit bagirsaklardan kolayca emilerek birkag¢ saat
icerisinde vicutta elimine olur (11). Fulvik asit,
yapisindaki aktif karbon ve ylksek oksijen molekulu
iceriginden dolayi gti¢ |t bir antioksidandir. Fulvik asit,
antioksidan etkisini, reaktif oksijen turlerinin baglandigi
bolgelere bagdlanarak gosterir. Yapilan ¢alis malarda
fulvik asitin 6 zellikle SOD’a etki ederek antioksidan
molekullerin seviyesini yukselttigi bildirilmis tir (12).

Bu ¢alis manin amaci, deneysel olarak hayvanlar
Uzerinde yas amsal stresi taklit eden kronik sudan
kaginma stresinin testis dokusunda olus turmasi
beklenen oksidatif hasar tzerine fulvik asitin iyiles tirici
etkisi olup olmadiginin aras tirilmasidir. Bu ¢alis ma,
kronik stresin yol a¢ tidi testis hasari tGzerine fulvik asitin
tedavi edici etkisinin aras tirildidi literattrde bilinen ilk
¢ahs madir.

GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlari Deneylerde 250-300 gr agirhgindaki
eris kin Spraque-Dawley erkek si¢canlar kullanildi.
Denekler, deney suresince standart kafeslerde, 12 saat
aydinlik/karanlik d6 ngusiinde, sabit 22 °C ve %55 nemli
ortamda barindirildilar, standart pellet yem ve musluk
suyu ile (ad libitum) beslendiler. Denekler, Istanbul
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Medipol Universitesi MEDITAM'dan alindi ve deneysel
¢ahs malar ayni kurumda 24/02/2016 tarihli 2016/28
numarali etik kurulu onayi ile gergekles tirildi.

Fulvik Asitin Hazirlanmasi Fulvik asit, IHSS (Uluslararasi
Humik Madde Dernegi) tarafindan “Pahokee Turba Fulvik
Asit Standard” olarak temin edildi. Deneylerde distile su
ile 150 mg/kg oraninda hazirlanan homojen karis 1m
kullanildi.

Stres ProtokolU Denekler birbirini takip eden 10 guin
boyunca gunde 1 saat olmak Gzere 50 cm x 50 cm x 50
cm ebatlarindaki ilik suyla dolu pleksiglas havuzlarin
merkezindeki 6 cm x 8 cm ebatlarindaki platformun
Uzerine birakildilar. Havuzlar platformun 1 cm altina
gelecek kadar 1lik su ile dolduruldu. Stres protokoli her
glin sabah 08:00-09:00 saatleri arasinda uygulandi.
Deneylere bas lanmadan 1 hafta 6 nce tim denekler
ayni aras tirici tarafindan dokunularak deney kos ularina
ve arag tirmaciya alig tinildi (handling).

Deney Protokoll Deneylerde kullanilan toplam 18 adet
sigan her bir grupta es it sayida denek olacak s ekilde

3 gruba ayrildilar: (1) Kontrol (K) (n=6): Herhangi bir

is lem uygulanmayan grup, (2) Kronik Stres (KS) (n=6):

10 guin boyunca sudan kaginma stresi uygulanan grup,
(3) Kronik Stres+Fulvik Asit (KS+FA) (n=6): 10 gin boyunca
sudan kaginma stresi ve ardindan 10 mg/ kg fulvik asit
(i.p.) uygulanan grup. Deneylerin 10. guninde tim
gruplardaki denekler, izofluran (Aerrane Isofluran Volatil)
aneztezisi ile sedasyonun ardindan sakrifiye edildiler.
Deneklerin testisleri histolojik ve immunohistokimyasal
incelemeler icin Bouin solusyona alindi. Biyokimyasal
analiz i¢in ayrilan testisler, sivi azotta dondurulduktan
sonra analizleri yapilana kadar -80°C'de muhafaza edildi.

Histolojik Y6 ntem Bouin sollisyonunda fikse olan
testisler yukselen alkol serilerinde (%70, %90, %96,
%100) dehidrate edildikten sonra ksilen ile

s effaflas tirildilar. Parafin blok haline getirilen
dokulardan genel histolojik dederlendirme i¢in H&E ve
mast hiicre morfolojisi degerlendirmesi icin TM
boyamalari; immunohistokimyasal analiz igin ise ZO-1
(Thermo Fischer Scientific), B-aktin (Thermo Fischer
Scientific), INOS (Thermo Fischer Scientific)
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is aretlemeleri yapilmak tGzere 5 pm kalinliginda kesitler
alindi (Thermo Scientific HM 340E).

Histolojik Boyama Y& ntemi Kesitler 1 gece boyunca
etlvde bekletilip ksilende deparafinize edildikten sonra,
azalan alkol serileri (%100, %96, %90, %70) ve distile su
as amalarindan gegirilerek boyandilar.

H&E (Biooptica) ile boyanan kesitler X100, X400
buyttmelerde ve TM (Biooptica) ile boyanan kesitler
X1000 buyutmede Olympus BX53 1s 1k mikroskobu ile
incelenip fotograflandilar.

Immunohistokimyasal Y6 ntem Kesitler distile sudan
%3'lUk hidrojen peroksite alinip sitrat tamponu (pH 6.0)
(Sigma C-2488) icinde Decloaking chamberda (Bicare
Medical DC2008) 40 dakika tutuldular. Protein blokaj
(Super Block ScyTek Laboratories LOT:37960) is leminin
ardindan iNOS is aretlemesi yapilacak kesitler iINOS
primer antikorunda (1:200) (Thermo Fischer Scientific,
Tavs an Poliklonal Antikor, LOT: QD213201) +4 'de 24
saat boyunca; ZO-1 is retlemesi yapilacak kesitler ZO-1
primer antikorunda (1:100) (Thermo Fischer Scientific,
Tavs an Poliklonal Antikor, LOT: QD215365) oda
sicakhiginda 1 saat boyunca ve B-aktin is aretlemesi
yapilacak kesitler B-aktin primer antikorunda (1:100)
(Thermo Fischer Scientific, Tavs an Poliklonal Antikor,
LOT: RC2179435) +4 'de 2 saat boyunca inklbe edildiler.
Tum kesitler, anti-polivalent biyotin (ScyTek Laboratories
LOT: 41865) sekonder antikoru ile 20 dakikalik
inkUbasyonun ardindan 3,3' diaminobenzidine (DAB)
kromojen (ScyTek Laboratories LOT: 36702) ile
renklendirildiler. Harris hematoksilen ile 2 dakika zit
boyama yapilarak preparasyon is lemi tamamlandi.
Imminohistokimyasal reaksiyonlar, Olympus BX53 is 1k
mikroskobunda incelenerek fotograflandilar. Negatif
kontrol kesitlerine primer antikor ile inkiibasyon

as amasi uygulanmamis tir.

Biyokimyasal Protokol Testis 6 rnekleri tartilarak Ultra
Turrax T10 (IKA, Wilmington, NC, ABD) ile homojenize
edildi. TAS, TOS ve OSI seviyelerinin incelenecegi
ornekler, 0.15 N potasyum klortr (KCl) solisyonunda;
SOD, KAT, GPx seviyelerinin incelenecedi 6 rnekler PBS
solisyonunda homojenize edildi. Testis dokusunda TAS,
TOS ve OSI seviyeleri Rel Assay Diagnostics kitleri
(Gaziantep, Turkiye) ve SOD, KAT ve GPx seviyeleri ise
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ELISA kitleri (Bioassay teknolojisi laboratuari, $ angay,
Cin) ile tespit edildi.

Istatistik Degerlendirme GraphPad Prism 5.03
(GraphPad Software Inc.) programi kullanildi. Bulgular
icin ortalama * standart hata (SE) ve *p<0,05 degeri
anlamh kabul edildi. Normal dagilima uygunluk gésteren
veriler i¢in tek yo nli ANOVA testi uygulandi.

BULGULAR

Histolojik Bulgular K grubuna ait H&E ile boyanmis
testis 0 rneklerinde, seminifer tibuller ve interstisyel
alanin normal yapida oldugu gézlendi (S ekil 1A); TM

ile boyanan érneklerde mast hlcresine rastlanmadi

(S ekil 1B). KS grubuna ait 6rneklerin H&E ile boyanan
preparatlarinda seminifer tibul yapisinin bozuldugu,
seminifer tibdllerin bazal membranlarinda hasar

olus tugu ve interstisyel alanda agilmalara es lik eden
morfolojik bozulmalar g6 zlendi (S ekil 1C); TM ile
boyanan preparatlarda tunika albuginea altindaki
peritibdler alanlarinda mast hicrelerinin sayica arttigi
ve bu hucrelerden bazilarinin degrantle olduklari
gorulda (S ekil 1D). KS+FA grubuna ait 6 rneklerin H&E
ile boyanan preparatlarinda saglikli seminifer tibullerin
arasinda az miktarda hasarli seminifer tibullerin oldugu
gOruldl. Bazal membranlarda diizelme ve interstisyel
alanlardaki acilmalarin azaldigi gézlendi (S ekil 1E); T™M
ile boyanan preparatlarda tunika albuginea altindaki
peritibuler alanlarda az sayida granuile mast hucrelerinin
yer aldigi gézlendi (S ekil 1F).

BAHCIVAN ve ark.
Testis & Oksidatif Stress & Fulvik Asit

Immiinohistokimyasal Bulgular K grubunda,
spermatogenik seri huicrelerinde ve interstisyel alanda
az miktarda iNOS ekspresyonu go rildi (S ekil 2A);
spermatogenik seri hiicreleri arasinda ZO-1 pozitif
alanlarin varhgi gézlendi ($ ekil 3A) ve spermatogonyum
ve spermatositlerde yogun B-aktin pozitif reaksiyon
gbzlendi (S ekil 4A). KS grubunda, interstisyel alandaki
endotel hicrelerinde ve seminifer tibdllerin butanlugu
bozulmus kisimlarinda bulunan spermatogenik seri
hicrelerinde iNOS ekspresyonunun arttigi gé zlendi

(S ekil 2B); KS grubunda germinal hiicre kayiplarinin
oldugu bdlgelerde ZO-1 pozitif alanlarin, zayiflayarak
azaldigi; bazi bélgelerde ise hi¢ gdérulmedidi saptandi

(S ekil 3B) ve seminifer tubdllerde ayriima olan
bdIgelerde B-aktin immun reaksiyonu izlenmezken
bazal membran diizeninin bozuldugu kisimlarda B-aktin
ile pozitif reaksiyon veren miyoepiteliyal hucreler dikkat
cekti (S ekil 4B). KS+FA grubunda, hasarli endotel
hicrelerinde ve bazi spermatogenik seri hiicrelerinde
iNOS is aretlenmesi oldugu, ancak preparatin genelinde
iNOS ekspresyonunun azaldigr goéraldu (S ekil 2C);
KS+FA grubundaki 6 rneklerde yeniden kurulan kan-
testis bariyerinde ZO-1 pozitif alanlarin ve boyanma

s iddetinin artti@i géraldu (S ekil 3C) ve bazal laminada
kopma olan bélgelerde B-aktin reaksiyon izlenmemis
olup preparatin genelinde yogun {-aktin pozitif
reaksiyon gozlendi (S ekil 4C). Negatif kontrol
gruplarinda herhangi bir immun reaksiyona rastlanmadi
(S ekil 2,3 ve 4D).

S ekil 1: K grubunda dizenli yerles mis

seminifer tbuller ve saglkli interstisyel

alan (A) ve tunika albuginea koms ulugunda

mast hicresinden fakir interstisyel alan

(*), (B); KS grubunda bozulmus seminifer

tabul morfolojisi (), butdnlagind

kaybetmis bazal membran (kiig Uk resim,
)ve acilmis , hasarli interstisyel alan

(*), (C) ve tunika albuginea koms ulugundaki

interstisyel alanda artmis mast hiicreleri

(), (D); KS+FA grubunda diizenli tibdl

yapisi (), kesintisiz bazal membran

(kGigUk resim, )ve agilmalarin azaldig,

saglam interstisyel alan (*), (E) ve

IS 1 . ! -
N L A e < e # e . : : . .
wA T | l‘ 3 - L S 4 . .::": interstisyel alanda az sayida mast hticresi (), (F).
™ R ONY LB e - ;‘.“'
?‘. ““"\:.’. . .,_":_ Resim 1A, C ve E: H&E boyamasi, buyitme:
é l; ‘-rf‘: . Tk, e e X100; Resim 1B, D ve F: TM boyamasi,
. (‘ﬁg d A =~ % biiyatme: X1000).
y o e -
o K e
*a o
Rl ey R:
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Tablo 1: Biyokimyasal verilerin kars ilas tirilmasi

Parametreler K Grubu KS Grubu KS+FA Grubu p Degeri
SOD (ng/dL) 0,9266:0,1609 0,744P+0,0703 ;'24610'091 82 | a:KS grubuna gbre
KAT (ng/dL) 11,05+1,204 10,22£1,113 15,48+1,519bir | a: ks grubuna gére
GPx (ng/dL)

8.001%1.019 6,25240,6227 10,83:0.7841b | b: KS grubuna gore
S artlar
(umol H202 eq/L) 468740,4268 6,90740,9466 ;1,038:0,2881 22 KS grubuna gé re
)
(mmol Trolox eq/L) 3,97740,3281 3,558+0,1422 5,03+{),4308 bir 2:KS grubuna gbre
01 (keyfi birim) 0,126£0,019 0,194:0,028 0,080,007 b b: KS grubuna gé re

a: *p<0,05, b: **p<0,01

S ekil 2: (A) K grubunda diis Uk s iddetli
iNOS immin is aretlenmesi; (B) KS grubunda
in terstiyel alandaki endotel hiicrelerinde
() ve spermatogenik seri hiicrelerinde
iNOS pozitif () alanlar; (C) KS+FA grubunda
in terstisyel alanda () ve spermatogenik
seri hucrelerinde () sayica azalmis iNOS
pozitif alanlar; (D) K grubundan hazirlanan

(-) kont rol kesiti. (iNOS immunohistokimyasi,
blyit me: X400).

S ekil 3: (A) K grubunda, kan-testis bariyerinde
ZO-1immun is aretlenmesi( ); (B)KS
grubunda ZO-1 immun reaksiyonunun
azaldigi hiicreler arasi alanlar (- ); (C) KS+FA
grubunda gérilen saglam hiicreler arasi
baglantilarda artmis  ZO-1 immun pozitif

is aretlenme ( ) ve hasarin devam ettigi
alanlarda zayif ZO-1 immdiin is aretlenmesi
() (D) K grubundan hazirlanan (-) kontrol
kesiti. (ZO-1 immunohistokimyasi, buyttme:
X1000).

64



Machine Translated by Google

Bozok Tip Derg 2018;8(4):60-8
Bozok Med ] 2018;8(4):60-8

Biyokimyasal Bulgular Si¢an testis 6 rneklerinde K, KS

ve KS+FA gruplari arasindaki biyokimyasal
parametrelerin dedis imiincelendiginde KS+FA grubuna
ait dokularin SOD, KAT, ve TAS dlzeylerinin K grubuna
ve GPx duzeylerinin ise KS grubuna gére anlamh
derecede arttigi bulundu. KS+FA grubuna ait TOS
duzeyleri K grubuna ve OSI duizeylerinin KS grubuna
gOre anlamli derecede azaldigi g6 rilmus tur (Tablo 1).

TARTIS MA

Infertilite, diinya genelinde ciftlerin yas adigi 6 nemli
cinsel sorunlarin bas inda yer almaktadir. erkekteiarisi
kaynaklanan nedeni agiklanamayan infertilitenin
etiyolojisinde, ¢agimizin 6 nemli sorunu stresin rol
oynadigi dis Unulmektedir (13).

Calis mamizda, yas amsal stresin deneysel modeli
olarak kabul géren fizyolojik ve psikolojik bir stres

¢es idi olan sudan kaginma stresi kullaniimis tir. Sudan
kaginma stresinin, karaciger, mide, deri, mesane gibi
bir¢ok organda hasara neden oldugu bildirilmis tir
(14-16). Cikler ve arkadas lari ginde 2 saat uygulanan

5 gunlik sudan kaginma stresinin sican mesanesindeki
Urotelyal hucreler arasinda agilmalara yol ag¢tigini ve
bag dokuda mast hucre sayisi ve aktivasyonunda artis a
neden oldugunu bildirmis lerdir (17). Bu calis mada
genel doku morfolojisini incelemek tGzere H&E boyamasi
yapilan 6rneklerin KS grubunda seminifer ttbdllerin
bazal membranlarinda ayrilmalar, tibul i¢erisinde

koms u sertoli huicreleri arasindaki kan-testis bariyerinin

bir¢ok bdlgesinde kopmalar ve germinal hiicre
kayiplari gézlenmis tir. Yazawa ve arkadas larinin
yapmis olduklari immobilizasyon stresi ¢alis masinda
deneyden 24 saat sonra stres grubundaki deneklerin
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~ S ekil 4: (A) K grubunda yaygin B-aktin

y immunis aretlenmesi (*); (B) KS grubunda
hasarli bé lgeiRede RAiKEPRAIAR cubpi@a
saglam bélgelerde yaygin B-aktin pozitif
is aretlenmeler (*) ve hasarin devam ettigi
bolgelerde azalmis B-aktin immun
reaksiyonunda kayiplar ( ); (D) K grubundan
hazirlanan (-) kontrol kesiti. (3-aktin
immunohistokimyasi, blyitme: X1000).

nedeninin stres grubunda gérilen hiicresel kayiplar
oldugu bildirilmis tir (18).

Koms u sertoli hiicreleri arasindaki lateral yuzey
bagdlantilari ile kurulan kan-testis bariyeri, viicuttaki en
siki kan-organ bariyerlerinden biridir. Kan-testis
bariyerinin butinliginu korumasi, spermatogenezin
seminifer tubdller i¢erisinde, interstisyel alandaki
endotel hicreleri araciligiyla gelebilecek kimyasal
molekullerden ve otoimmun reaksiyonlardan
korunmasini saglar (4-5). Sertoli huicrelerinin s eklinin
belirlenmesinde ve kan-testis bariyerinin

olus turulmasinda aktin 6 nemli rol oynar. Aktin, hucre
iskeleti elemanlarindan mikrofilamentlerin ana

biles enidir. Kas olmayan hicrelerde bulunan aktin
izoformlarindan biri B-aktindir ve genellikle hiicrenin
periferine yakin yerles imli, hticreye s eklini veren g
boyutlu bir ag s eklinde dagilim goésterir. Sertoli
hiicrelerindeki aktin halkasi ve onunla ilis kili ZO-1

ilis kisinin zarar gé rmesi, kan-testis bariyerinin yapi ve
fonksiyonunu bozarak spermatogenez suirecine olumsuz
etki eder (19). Calis mamizda H&E boyamasi yapilan
kesitlerde g6 zlenen morfolojik bozulmalar ve hicre
kayiplarinin huicre iskeleti ile olan ilis kisinin incelenmesi
icin kesitlere uygulanan B-aktin immuinohistokimyasi
sonuglarina gére KS grubunda B-aktin ekspresyonunun
azaldigi gérulmus tur. Kan-testis bariyerinin bozuldugu
bazal bolgelerde ve adliminal alana yakin bdlgelerde,
germinal hiicre kaybina bagli olarak, p-aktin is aretlemesi
ortadan kalkmis tir. Kan-testis bariyerinin devamliligini
sirdurdigu bolgelerde ise B-aktin immunpozitif alanlar
g6rilmus ancak immunitenin g iddetinin K grubuna
g6re azaldid tespit edilmis tir. Bu bulgular kronik
stresin kan-testis bariyerine zarar verdigi yo nindeki

testis agirliklarinin kontrol grubundakilere gé re azaldig vethugdaimmarmrdesteklemektedir. (zellikle adliminal
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alana dogru hiicre iskeletindeki bozulmalara paralel olarak
hicreler arasi alanlarin agilmasi spermiyogenez surecinin de
olumsuz etkilenebilecegini ve seminifer tibul olgunlas mamis
spermlerin Isahealviteceginighia dagdiarmekiedikJligbinede, p-
halkalarinin bozulmasina bagli olarak ZO-1 proteininde de
azalma oldugunu bildirmis lerdir (20). Bizim ¢alis mamizin
Z0-1 immunohistokimyasi sonuglarina gére K grubunda

kan testis bariyeri sinirinda diizenli bir yerles im gésteren
Z0-1 ekspresyonunun KS grubunda azaldidi veya hi¢ olmadidi
anlas 1lmis tir. TM ile boyanan kesitlerden elde edilen
bulgularimiza gore, kronik stres ¢ zellikle tunika albugineanin
hemen altinda kalan bag dokusunda mast hucre sayisi ve

aktivitesinde artis a neden olmus tur.

Mast hucreleri salgiladiklari TNF-q, interlé kinler, heparin ve
histamin gibi medyatdrler araciligyla kan damarlarinda
endotel gegirgenligini artiran, boylelikle bag dokuya
inflamatuvar hiicre gé¢unu kolaylas tiran hucrelerdir. Kan-
testis bariyerinin zarar gé rmesi ve peritibuler alanda
inflamatuar hicrelerin bulunmasi tubdl igerisinde ROS'larin
artmasina neden olarak spermatogenezi tehlikeye sokar
(21-22).

Uzun sureli veya tekrarlayan kronik stres, ROS uretimini
artirarak veya mevcut antioksidanlarin seviyesini azaltarak
dokularda oksidatif strese sebep olur.

Seminifer tlbdller i¢erisindeki ROS miktarinin artis na
paralel olarak tibullerdeki iNOS ekspresyonu da artar (23).
Bizim ¢alis mamizda kronik stres uygulanan deneklerin
testis dokusundaki mast hiicre sayisinin ve aktivasyonunun
artmasina paralel olarak kan testis bariyerinin de bozulmus
olmasi ve dokudaki iNOS ekspresyonunun artmis olmasi bu
bilgiyi desteklemektedir.

Metabolik reaksiyonlar sirasinda ROS ortaya ¢ikmaktadir.
Stres kos ullari, ROS artis Ina sebep olur.

Bunun sonucu olarak, hicresel molekillerde (lipid, protein,
nukleotid gibi) hasar go rulmektedir. Oksidatif stres pro-
oksidanlar ile anti-oksidanlar arasindaki denge durumun
bozulmasidir. Bu dengenin bozulmasi huicresel hasara ve
ROS Uretiminde artis a sebep olur. Vicudumuzda bu
dengesiz kos ullari ortadan kaldirabilmek i¢in enzimatik
(SOD, KAT, GPx) ve enzimatik olmayan (glutatyon, tiyol gibi)

savunma
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mekanizmalari gelis tirmis tir (24). Calis mamizda KS

kos ullarinda enzimatik antioksidan (SOD, KAT ve GPx)
seviyeleri azalmis tir. Bununla baglantil olarak total
antioksidan seviyeleri de azalmis tir. Bunun aksine KS
grubundaki testislerde, TOS ve OSI seviyeleri artmis tir.

Bizim sonuglarimiza paralel olarak Ak ve arkadas lar1 sudan
kaginma stresi sonucunda lipid peroksidaz gostergesi olan
malondialdehit (MDA) seviyelerinde artma, enzimatik olmayan
antioksidanlardan glutatyon seviyesinde azalma bulmus lardir
(25). Bunlara ek olarak, oksidatif stresin hipertansiyon,
diyabet ve infertilite gibi pek ¢ok hastalikla ilis kili oldugu
bildirilmis tir (26).

Yapilan bir¢ok ¢alis mada infertil erkeklerin %25-40'inin
semen o rneklerinde ylksek oranda ROS'a rastlanmis tir (21,
27). Biyolojik sistemlerde oksidan-antioksidan dengesinin
bozulmasinin getirdigi olumsuz sonuglari ortadan kaldirmak
veya azaltmak icin bas vurulan yontemlerden biri dis aridan
antioksidan takviyesi yapilmasidir. Antioksidanlar, vicutta
olus an ROS kaynakli kimyasal tepkimelere etki ederek, aciga
¢ikan molekullerin hiicresel biles enlere zarar vermesini
engellerler (28). Fulvik asit, toprakta bitkilerin ayris masi
sonucu olus an humustan elde edilen dus Uk molekul
agirlikli, kimyasal bir molekuldir. Humik maddenin tim pH
degerlerinde suda ¢6zlinebilen fraksiyonu oldugu bilinen
fulvik asitin humustan elde edilen molekuller

arasinda hormon, oksijen, vitamin ve mineraller agisindan
en zengin molekul oldugu bildirilmis tir (29).

Oksijen igerigi agisindan ¢ok zengin olan fulvik asit,
antioksidan, antiinflamatuvar ve antiapoptotik etkilere
sahiptir. Chen ve ark. fulvik asitin deneysel stres sonucu
uyarilmis notrofillerden salinan oksidanlarin Gretimini
azalttigini go stermis tir (30). Crocked ve arkadas lari,
otoimmun hastalia sahip insanlarda yaptiklari ¢calis mada
fulvik asidin kan damarlarindaki endotel hiuicrelerin
aralarindaki adhezyon molekdllerini etkileyip sabit kalmalarini
saglayarak antiinflamatuvar etki gé sterdigini bildirmis lerdir
(31). Bunedenle ¢alis mamizda kronik sudan kaginma
stresinin testis seminifer tibdllerinde olus turdugu oksidatif
hasar, germ hucre kayiplariile ara dokuda meydana gelen
inflamasyonun geri dé ndurilmesi amaciyla terapétik bir

ajan olarak fulvik asit kullanilmig tir.

H&E ile boyanan kesitlerde, KS grubunda izlenen hiicre
kayiplarinin KS+FA grubunda azaldidi, morfolojik olarak
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tabdl batdnltginan saglandigi gé rilmus tar. Fulvik
asit etkisiyle buttnluginid koruyan tibuller
incelendiginde duzenli bir bazal membran yapisi,
germinal epitelde kalinlag ma ve sertoli-germ hiicre
ilis kilerinde K grubundakilere benzer s ekilde diizgiin
morfoloji olus tugu saptanmis tir. Morfolojik iyiles me
B-aktin imUnohistokimyasi uygulanan KS+FA kesitlerinde
incelendiginde B-aktin pozitif hticrelerin sayisinin ve
immunite s iddetinin arttigi saptanmis tir. Germ hicre
sirasinin kalinlas masi ve tubul morfolojisinin genel
olarak saglikh dokuya benzer gé rinimde olmasi kan-
testis bariyerinin yeniden kuruldugunu

dis UndUrmdas tar. B-aktin hucre iskeleti ile yakindan
ilis kili ZO-1 proteini agisindan KS+FA grubu
incelendiginde ise ZO-1 pozitifligin B-aktin
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biyokimyasal hasara neden oldugu tespit edilmis tir.
Dis aridan alinan guc i bir antioksidan olan fulvik asit
destegi ile dokudaki antioksidan-oksidan dengesi
kurularak oksidatif stresin olumsuz etkilerinin
engellendigi g6 rulmus tar. Buna gore fulvik asitin
psikolojik strese bagli infertilite durumlarinda stres
kaynakli testiktler hasarin azaltiimasinda destekleyici
bir ajan olarak kullanilabileceg@i sonucuna variimis tir.
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