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KRONiIK SUDAN KACINMA STRESI iLE TESTIS
DOKUSUNDA OLUSTURULAN HASARI UZERINE
FULVIK ASIDIN TEDAVI EDIiCi ETKiSININ
ARASTIRILMASI

Investigation on the Therapeutic Effect of the Fulvic
Acid upon the Testicular Damage Occurred by the Water
Avoidance Stress (WAS)

Cansu BAHCIVAN?, ibrahim SOGUT?, Canan HURDAGY, Esra CiKLER-DULGER!

OZET

Amag: Calisma, toksik olmayan bir ajan olan; antioksidan, antiapoptotik ve antiinflamatuvar &zelliklere sahip
fulvik asit (FA)’in kronik sudan kaginma stresinin (KS) testis dokusunda olusturdugu hasara karsi tedavi edici
etkisinin aragtiriimasidir.

Gereg ve Yontem: Calismamizda 18 adet Sprague-Dawley eriskin erkek sigan 3 esit 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
indlklenebilir nitrik oksit sentaz (iNOS) immunohistokimya isaretlemeleri yapildi. Biyokimyasal olarak
dokulardaki total antioksidan seviyesi (TAS), total oksidan seviyesi (TOS), oksidatif stres indeksi (OSI), katalaz
(KAT), glutatyon peroksidaz (GPx) ve stiperoksit dismutaz (SOD) duizeyleri 6lguldu.

Bulgular: KS grubunda hasarl seminifer tubdller, tunika albuginea komsulugunda artmis mast hiicre aktivitesi,
tubil icerisinde artmis iNOS aktivitesi ve azalmig B-aktin ve ZO-1 aktivitesi gozlendi. Bu grupta ayrica TOS
ve OSI diizeylerinin arttigi; TAS, SOD, KAT ve GPx duzeylerinin azaldigi gorildi. KS+FA grubunda, fulvik asit
kullanimiyla bu bulgularda iyilesme oldugu gozlendi.

Sonug: Bu bulgulara dayanarak fulvik asitin kronik stresin olusturdugu testis hasarina karsi tedavi edici bir ajan
olarak kullanilabilecegi sonucuna variimistir.

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

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is investigation on the therapeutic effects of a non-toxic agent that has
antioxidant, antiapoptotic and anti-inflammatory properties fulvic acid upon the testicular damage occured
by water avoidance stress (WAS).

Material and Methods: 18 Sprague-Dawley male adult rats were distributed into 3 experimental groups:
Control (C), Water Avoidance Stress (WAS) and Water Avoidance Stress+Fulvic Acid (WAS+FA). The histological
sections obtained from the testes has been stained with the Hematoxylin&Eosin (H&E) and Toluidine Blue (TB)
and zonula occuludens-1 (ZO-1), and B-actin and inducible nitric oxide sentase (iNOS) immunohistochemistry
labelling has been made to. Total antioksidant status (TAS), total oksidant status (TOS), oxidative stress
(OSl), catalase (CAT), glutation peroksidase (GPx) and superoxide dismutase (SOD) levels has been evaluated
biochemically.

Results: In WAS group it was observed that damage of the seminiferous tubules, increased mast cell activity
beneath the tunica albuginea, increased iNOS activitiy and decreased B-aktin and ZO-1 activity in the
seminiferous tubules. It was also observed increased TOS and OSlI levels and decreased TAS, SOD, CAT and GPx
levels in the same group. Healing was observed in the results of KS+FA group with fulvic acid replacement.
Conclusion: Based on these findings, it has been concluded that fulvic acid may use as a therapeutic agent
against testicular damage caused by chronic stress.

Keywords: Antioxidant; Infertility; Fulvic acid; Water avoidance stress; Oxidative stress.

Bu calisma Istanbul Bilim Universitesi, Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu (IBAPKO Karar No: 2016-01-16)
tarafindan desteklenmistir.
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GIRiS

Stres, organizmanin ic ve dis stres olusturucu faktorlere
karsi verdigi bir yanittir. Stres faktorl, uzun sireli
veya tekrarlayici oldugunda kronik bir hal alarak
homeostazin bozulmasina yol agar (1). Kronik stres
kosullarinda, dokulardaki reaktif oksijen tirlerinin
(ROS) retimi artarak dokularda oksidatif stres
olusumuna neden olur. ROS'larin yiiksek miktarlarinin
yaslanma, infertilite, kanser, norodejeneratif ve
kardiyovaskiler hastaliklarin patofizyolojisinde rol
oynadiklari bilinmektedir (2). ROS’larin ¢ok dusik
miktarlari erkek lireme sisteminde spermatozoa
olgunlasmasi;  sperm  kapasitasyonu, akrozom
reaksiyonu ve fertilizasyon gibi pek ¢cok 6nemli olayin
diizenlenmesinde olumlu rol oynarken; kronik stres
kosullarinda oldugu gibi yiliksek konsantrasyondaki
ROS’lar ise toksik etkilerinden dolayi, sperm kalitesini
ve buna bagl olarak fonksiyonlarini olumsuz yénde
etkileyerek infertilite patogenezinde yer alirlar (3).

Memelitestisleri, spermatositogenez ve spermiyogenez
olaylarinin gergeklestigi seminifer tibuller ve bunlarin
cevresindeki peritibiler ara dokudan meydana
gelir. Seminifer tubdller icerisinde cesitli gelisme ve
farklilasma evrelerindeki germ hiicreleri ile sertoli
destek hiicreleri yer alir. Seminifer epitel, komsu
sertoli hiicrelerinin bazolateral yizleri arasinda yer
alan kan-testis bariyeri sayesinde bazal ve adliminal
alanlara ayrilir. Esas olarak hiicre zari ve hiicre iskeleti
elemanlarini birbirine baglayan ZO-1, okludin ve
klaudinler gibi siki baglanti proteinlerinden olusan kan-
testis bariyeri, spermatositogenez ve spermiyogenezin
adliminal alanda, ara dokudan izole olarak, tamamen
steril bir sekilde gerceklesmesini saglar (4-5).

Hipertermi, inflamasyon, radyasyon, toksik ajanlar ve
glnlik stres testis dokusunda oksidatif strese neden
olan major faktorlerdir. Kronik stres gibi dokulardaki
ROS miktarini artirici faktorler, testislerde sertoli
hiicrelerinin yapisal proteinlerine zarar verir ve kan-
testis bariyerinin dinamizmini bozarlar (6). Vicuttaki
en siki kan-doku bariyerlerinden biri olan kan-testis
bariyerinin gecirgenliginin bozulmasi adliminal alan
icerisinde gelisimlerinin farkh evrelerindeki germ
hiicrelerinin apoptozunu uyararak spermatogenez
sirecini olumsuz yodnde etkiler. Spermatogenezin
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bozulmasinin  en dramatik sonucu ise erkek
infertilitesidir (7).
Normal kosullarda organizma, oksidatif stres ile

basa cikabilmek icin genellikle hiicre ici antioksidan
sistemlerini aktive eder. Ancak kronik stres gibi
kosullarda dokulardaki oksidatif stresin yiksek olmasi
ve mevcut antioksidan dizeylerinin bu artis karsisinda
yetersiz kalmasi hiicresel lipid, protein ve DNA'nin zarar
gormesine yol acar (8). Hiicre igi antioksidan sistemleri
yetersiz kaldiginda organizmanin oksidatif stres ile
basa cikabilmesi icin tercih edilebilen yollardan biri
antioksidan ajan replasmanidir (9).

Olim sonrasinda mikroskobik organizmalar yararli
maddelerin ayristirilmasini saglarken diger yandan
bircok yararli madde de agiga ¢ikar. Bu maddelerden
biri toprakta bulunan humik maddedir. Humik
maddeler suda ¢oziinme o6zelliklerine gore: humik
asit, fulvik asit ve humin olarak siniflandirilabilirler
(10). Humik maddenin tim pH degerlerinde suda
¢ozlinebilen fraksiyonu olan fulvik asit bagirsaklardan
kolayca emilerek birkag saat icerisinde viicutta elimine
olur (11). Fulvik asit, yapisindaki aktif karbon ve
yuksek oksijen molekili iceriginden dolayi gicli bir
antioksidandir. Fulvik asit, antioksidan etkisini, reaktif
oksijen tdrlerinin baglandigi bolgelere baglanarak
gosterir. Yapilan calismalarda fulvik asitin oOzellikle
SOD’a etki ederek antioksidan molekdllerin seviyesini
yukselttigi bildirilmistir (12).

Bu c¢alismanin amaci, deneysel olarak hayvanlar
Uzerinde yasamsal stresi taklit eden kronik sudan
kaginma stresinin testis dokusunda olusturmasi
beklenen oksidatif hasar tzerine fulvik asitin iyilestirici
etkisi olup olmadiginin arastirilmasidir. Bu ¢alisma,
kronik stresin yol agtigi testis hasari tGizerine fulvik asitin
tedavi edici etkisinin arastirildig literatiirde bilinen ilk
calismadir.

GEREC VE YONTEM

Deney Hayvanlari Deneylerde 250-300 gr agirhgindaki
eriskin  Spraque-Dawley erkek sigcanlar kullanildi.
Denekler, deney siresince standart kafeslerde, 12 saat
aydinlik/karanhk déngisinde, 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
calismalar ayni kurumda 24/02/2016 tarihli 2016/28
numaral etik kurulu onayi ile gergeklestirildi.

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
karisim kullanildi.

Stres ProtokolU Denekler birbirini takip eden 10 giin
boyunca giinde 1 saat olmak lzere 50 cm x 50 cm x
50 cm ebatlarindaki ihk suyla dolu pleksiglas havuzlarin
merkezindeki 6 cm x 8 cm ebatlarindaki platformun
Uzerine birakildilar. Havuzlar platformun 1 c¢cm altina
gelecek kadar ihk su ile dolduruldu. Stres protokolu
her glin sabah 08:00-09:00 saatleri arasinda uygulandi.
Deneylere baslanmadan 1 hafta 6nce tim denekler
ayni arastirici tarafindan dokunularak deney kosularina
ve arastirmaciya alistirildi (handling).

Deney Protokoll Deneylerde kullanilan toplam 18 adet
sican her bir grupta esit sayida denek olacak sekilde
3 gruba ayrildilar: (1) Kontrol (K) (n=6): Herhangi bir
islem uygulanmayan grup, (2) Kronik Stres (KS) (n=6):
10 gilin boyunca sudan kaginma stresi uygulanan grup,
(3) Kronik Stres+Fulvik Asit (KS+FA) (n=6): 10 giin
boyunca sudan kaginma stresi ve ardindan 10 mg/
kg fulvik asit (i.p.) uygulanan grup. Deneylerin 10.
gliniinde tim gruplardaki denekler, izofluran (Aerrane
Isofluran Volatil) aneztezisi ile sedasyonun ardindan
sakrifiye edildiler. Deneklerin testisleri histolojik ve
immunohistokimyasal incelemeler igin Bouin sollisyona
alindi. Biyokimyasal analiz igin ayrilan testisler, sivi
azotta dondurulduktan sonra analizleri yapilana kadar
-80°C’de muhafaza edildi.

Histolojik Yontem Bouin sollsyonunda fikse olan
testisler ylkselen alkol serilerinde (%70, %90,
%96, %100) dehidrate edildikten sonra ksilen
ile seffaflastirildilar. Parafin blok haline getirilen
dokulardan genel histolojik degerlendirme icin H&E
ve mast hiicre morfolojisi degerlendirmesi icin TM
boyamalari; immiinohistokimyasal analiz igin ise
Z0-1 (Thermo Fischer Scientific), B-aktin (Thermo
Fischer Scientific), iNOS (Thermo Fischer Scientific)
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isaretlemeleri yapilmak tizere 5 um kalinliginda kesitler
alindi (Thermo Scientific HM 340E).

Histolojik Boyama Yontemi Kesitler 1 gece boyunca
etiivde bekletilip ksilende deparafinize edildikten
sonra, azalan alkol serileri (%100, %96, %90, %70)
ve distile su asamalarindan gecirilerek boyandilar.
H&E (Biooptica) ile boyanan kesitler X100, X400
blyutmelerde ve TM (Biooptica) ile boyanan kesitler
X1000 buyutmede Olympus BX53 isik mikroskobu ile
incelenip fotograflandilar.

immunohistokimyasal Yontem Kesitler distile sudan
%3’lik 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) isleminin
ardindan iNOS isaretlemesi yapilacak kesitler iNOS
primer antikorunda (1:200) (Thermo Fischer Scientific,
Tavsan Poliklonal Antikor, LOT: QD213201) +4[l’de
24 saat boyunca; ZO-1 isretlemesi yapilacak kesitler
Z0-1 primer antikorunda (1:100) (Thermo Fischer
Scientific, Tavsan Poliklonal Antikor, LOT: QD215365)
oda sicakhginda 1 saat boyunca ve B-aktin isaretlemesi
yapilacak kesitler B-aktin primer antikorunda (1:100)
(Thermo Fischer Scientific, Tavsan Poliklonal Antikor,
LOT: RC2179435) +4[1'de 2 saat boyunca inkibe
edildiler. Tum kesitler, anti-polivalent biyotin (ScyTek
Laboratories LOT: 41865) sekonder antikoru ile 20
dakikalikinkiibasyonunardindan 3,3’ diaminobenzidine
(DAB) kromojen (ScyTek Laboratories LOT: 36702) ile
renklendirildiler. Harris hematoksilen ile 2 dakika zit
boyama vyapilarak preparasyon islemi tamamlandi.
immiinohistokimyasal reaksiyonlar, Olympus BX53 isik
mikroskobunda incelenerek fotograflandilar. Negatif
kontrol kesitlerine primer antikor ile inkiibasyon
asamasi uygulanmamistir.

Biyokimyasal Protokol Testis 6rnekleri tartilarak Ultra
Turrax T10 (IKA, Wilmington, NC, ABD) ile homojenize
edildi. TAS, TOS ve OSI seviyelerinin incelenecegi
ornekler, 0.15 N potasyum kloriir (KCl) soliisyonunda;
SOD, KAT, GPx seviyelerinin incelenecegi 6rnekler 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, Sangay,
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
anlamli  kabul edildi. Normal dagihma uygunluk
gosteren veriler igin tek yonli ANOVA testi uygulandi.

BULGULAR

Histolojik Bulgular K grubuna ait H&E ile boyanmis
testis orneklerinde, seminifer tubiller ve interstisyel
alanin normal yapida oldugu gozlendi (Sekil 1A); TM
ile boyanan 6rneklerde mast hicresine rastlanmadi
(Sekil 1B). KS grubuna ait érneklerin H&E ile boyanan
preparatlarinda seminifer tubil yapisinin bozuldugu,
seminifer tubdllerin bazal membranlarinda hasar
olustugu ve interstisyel alanda agilmalara eslik eden
morfolojik bozulmalar goézlendi (Sekil 1C); TM ile
boyanan preparatlarda tunika albuginea altindaki
peritibiler alanlarinda mast hiicrelerinin sayica arttig
ve bu hicrelerden bazilarinin degranile olduklari
gorildu (Sekil 1D). KS+FA grubuna ait 6rneklerin H&E
ile boyanan preparatlarinda saglikl seminifer tibillerin
arasinda az miktarda hasarl seminifer tiibillerin oldugu
goriuldi. Bazal membranlarda diizelme ve interstisyel
alanlardaki agilmalarin azaldigi goézlendi (Sekil 1E);
TM ile boyanan preparatlarda tunika albuginea

altindaki peritlibliler alanlarda az sayida graniile mast
hicrelerinin yer aldigi gozlendi (Sekil 1F).
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immiinohistokimyasal Bulgular K  grubunda,
spermatogenik seri hiicrelerinde ve interstisyel alanda
az miktarda iNOS ekspresyonu gorildi (Sekil 2A);
spermatogenik seri hiicreleri arasinda ZO-1 pozitif
alanlarin varhgi gozlendi (Sekil 3A) ve spermatogonyum
ve spermatositlerde yogun B-aktin pozitif reaksiyon
gozlendi (Sekil 4A). KS grubunda, interstisyel alandaki
endotel hiicrelerinde ve seminifer tibillerin butlinlugu
bozulmus kisimlarinda bulunan spermatogenik seri
hiicrelerinde iNOS ekspresyonunun arttigr gozlendi
(Sekil 2B); KS grubunda germinal hiicre kayiplarinin
oldugu bolgelerde ZO-1 pozitif alanlarin, zayiflayarak
azaldigi; bazi bolgelerde ise hi¢ goriilmedigi saptandi
(Sekil 3B) ve seminifer tublllerde ayrilma olan
bolgelerde B-aktin immiin reaksiyonu izlenmezken
bazal membran dizeninin bozuldugu kisimlarda
B-aktin ile pozitif reaksiyon veren miyoepiteliyal
hicreler dikkat cekti (Sekil 4B). KS+FA grubunda,
hasarli endotel hiicrelerinde ve bazi spermatogenik
seri hicrelerinde iNOS isaretlenmesi oldugu, ancak
preparatin genelinde iNOS ekspresyonunun azaldig
gorildu (Sekil 2C); KS+FA grubundaki orneklerde
yeniden kurulan kan-testis bariyerinde ZO-1 pozitif
alanlarin ve boyanma siddetinin arttigi gérulda (Sekil
3C) ve bazal laminada kopma olan bélgelerde B-aktin
reaksiyon izlenmemis olup preparatin genelinde yogun
B-aktin pozitif reaksiyon gozlendi (Sekil 4C). Negatif
kontrol gruplarinda herhangi bir immin reaksiyona
rastlanmadi (Sekil 2,3 ve 4D).

Sekil 1: K grubunda duzenli yerlesmis
seminifer tubdller ve saglikli interstisyel
alan (A) ve tunika albuginea komsulugunda
mast hicresinden fakir interstisyel alan
(*), (B); KS grubunda bozulmus seminifer
tabal  morfolojisi (=), butunluguni
kaybetmis bazal membran (klguk resim,
A) ve acilmis, hasarli interstisyel alan (*),
(C) ve tunika albuginea komsulugundaki
interstisyel alanda artmis mast hicreleri
(=), (D); KS+FA grubunda diizenli tibiil
yapisi (=), kesintisiz bazal membran (kugtik
resim, A) ve agilmalarin azaldigi, saglam
interstisyel alan (*), (E) ve interstisyel
alanda az sayida mast hicresi (=), (F).

Resim 1A, C ve E: H&E boyamasi, blyitme:

X100; Resim 1B, D ve F: TM boyamasi,
biyutme: X1000).
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Tablo 1: Biyokimyasal verilerin karsilastiriimasi

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

Parametreler K Grubu KS Grubu KS+FA Grubu p Degeri
SOD (ng/dL) 0.9266+0.1609 | 0.7442+0.0703 :.24610.09182 a: KS grubuna gore
KAT (ng/dL) 11.05+1.204 10.22+1.113 15.48+1.519a | a: KS grubuna gore
GPx (ng/dL)

8.00141.019 6.252+0.6227 I§0.83’_r0.7841 b: KS grubuna gore
TOS
(umol H202 eq/L) 4.687+0 4268 6.907+0.9466 ;1.03810.2881 a: KS grubuna gore
TAS
(mmol Trolox eq/L) 3.97740.3281 3.558+0.1422 | 5.03+0.4308 a | a: KS grubuna gore
OSlI (arbitrary unit) 0.126+0.019 0.194+0.028 0.08+0.007 b b: KS grubuna gére

a: *p<0.05, b: **p<0.01
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Sekil 2: (A) K grubunda dustik siddetli iNOS
immin isaretlenmesi; (B) KS grubunda in-
terstiyel alandaki endotel hucrelerinde (=)
ve spermatogenik seri hucrelerinde iNOS
pozitif (A) alanlar; (C) KS+FA grubunda in-
terstisyel alanda (=) ve spermatogenik seri
hicrelerinde (A) sayica azalmig iNOS pozitif
alanlar; (D) K grubundan hazirlanan (-) kont-
rol kesiti. (iNOS immiinohistokimyasi, biytt-
me: X400).

Sekil 3: (A) K grubunda, kan-testis
bariyerinde ZO-1 immun isaretlenmesi (->);
(B) KS grubunda ZO-1 immiin reaksiyonunun
azaldigi hiicreler arasi alanlar (-); (C) KS+FA
grubunda gorilen saglam hicreler arasi
baglantilarda artmis ZO-1 immin pozitif
isaretlenme (=) ve hasarin devam ettigi
alanlarda zayif ZO-1 immin isaretlenmesi
(A); (D) K grubundan hazirlanan (-) kontrol
kesiti. (ZO-1 immunohistokimyasi, blyltme:
X1000).
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Biyokimyasal Bulgular Sigan testis 6rneklerinde K, KS ve
KS+FA gruplari arasindaki biyokimyasal parametrelerin
degisimi incelendiginde KS+FA grubuna ait dokularin
SOD, KAT, ve TAS dizeylerinin K grubuna ve GPx
diizeylerinin ise KS grubuna gore anlaml derecede
arttigl bulundu. KS+FA grubuna ait TOS duzeyleri K
grubuna ve OSI diizeylerinin KS grubuna gore anlamli
derecede azaldigi goriilmastir (Tablo 1).

TARTISMA

infertilite, diinya genelinde ciftlerin yasadigi énemli
cinsel sorunlarin basinda yer almaktadir. Yarisi
erkekten  kaynaklanan  nedeni  agiklanamayan
infertilitenin etiyolojisinde, ¢agimizin édnemli sorunu
stresin rol oynadigi diisiintilmektedir (13).

Calismamizda, yasamsal stresin deneysel modeli olarak
kabul goren fizyolojik ve psikolojik bir stres cesidi olan
sudan kaginma stresi kullanilmigtir. Sudan kaginma
stresinin, karaciger, mide, deri, mesane gibi birgok
organda hasara neden oldugu bildirilmistir (14-16).
Cikler ve arkadaslari glinde 2 saat uygulanan 5 giinlik
sudan kaginma stresinin sican mesanesindeki trotelyal
hiicreler arasinda agilmalara yol actigini ve bag dokuda
mast hilicre sayisi ve aktivasyonunda artisa neden
oldugunu bildirmislerdir (17). Bu ¢calismada genel doku
morfolojisini incelemek lizere H&E boyamasi yapilan
orneklerin KS grubunda seminifer tlbdllerin bazal
membranlarinda ayrilmalar, tibil icerisinde komsu
sertoli hiicreleri arasindaki kan-testis bariyerinin bircok
bolgesinde kopmalar ve germinal hiicre kayiplari
gozlenmistir. Yazawa ve arkadaslarinin yapmig olduklari
immobilizasyon stresi ¢alismasinda deneyden 24 saat
sonra stres grubundaki deneklerin testis agirliklarinin
kontrol grubundakilere gore azaldigi ve bu azalmanin
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% - Sekil 4: (A) K grubunda vyaygin B-aktin
L immin isaretlenmesi (*); (B) KS grubunda
hasarli bolgelerde B-aktin immin
reaksiyonunda kayiplar (=); (C) KS+FA
grubunda saglam bolgelerde yaygin B-aktin
pozitif isaretlenmeler (*) ve hasarin devam
ettigi bolgelerde azalmis B-aktin immiin
reaksiyonunda kayiplar (-); (D) K grubundan
hazirlanan (-) kontrol kesiti.
. (B-aktin  immunohistokimyasi,
~|  X1000).

buyitme:

nedeninin stres grubunda goérilen hiicresel kayiplar
oldugu bildirilmistir (18).

Komsu sertoli hicreleri arasindaki lateral yizey
baglantilar ile kurulan kan-testis bariyeri, vicuttaki
en siki kan-organ bariyerlerinden biridir. Kan-testis
bariyerinin bitlnliginld korumasi, spermatogenezin
seminifer tibiller icerisinde, interstisyel alandaki

endotel hicreleri araciligiyla gelebilecek kimyasal
molekillerden ve  otoimmiin  reaksiyonlardan
korunmasini  saglar (4-5). Sertoli hicrelerinin

seklinin belirlenmesinde ve kan-testis bariyerinin
olusturulmasinda aktin 6nemli rol oynar. Aktin,
hiicre iskeleti elemanlarindan mikrofilamentlerin ana
bilesenidir. Kas olmayan hicrelerde bulunan aktin
izoformlarindan biri B-aktindir ve genellikle hlcrenin
periferine yakin vyerlesimli, hiicreye seklini veren
G¢ boyutlu bir ag seklinde dagilim gosterir. Sertoli
hiucrelerindeki aktin halkasi ve onunla iligkili ZO-1
iliskisinin zarar gérmesi, kan-testis bariyerinin yapi ve
fonksiyonunubozarakspermatogenezsiirecine olumsuz
etki eder (19). Calismamizda H&E boyamasi yapilan
kesitlerde gozlenen morfolojik bozulmalar ve hiicre
kayiplarinin hiicre iskeleti ile olan iligkisinin incelenmesi
icin kesitlere uygulanan B-aktin immunohistokimyasi
sonuglarina gére KS grubunda B-aktin ekspresyonunun
azaldigi goérulmistiir. Kan-testis bariyerinin bozuldugu
bazal bolgelerde ve adliminal alana yakin bolgelerde,
germinal hiicre kaybinabagliolarak, B-aktinisaretlemesi
ortadan kalkmistir. Kan-testis bariyerinin devamliligini
srdirdigi bolgelerde ise B-aktin imminpozitif alanlar
gorilmis ancak imminitenin siddetinin K grubuna
gore azaldigl tespit edilmistir Bu bulgular kronik
stresin kan-testis bariyerine zarar verdigi yonindeki
bulgularimizi  desteklemektedir. Ozellikle adliiminal
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alana dogru hiicre iskeletindeki bozulmalara paralel
olarak hicreler arasi alanlarin agilmasi spermiyogenez
surecinin de olumsuz etkilenebilecegini ve seminifer
tabal limenine olgunlagmamis spermlerin
salinabilecegini dislindiirmektedir. Itoh ve arkadaslari
hicre kilturinde, B-aktin halkalarinin bozulmasina
bagh olarak ZO-1 proteininde de azalma oldugunu
bildirmislerdir ~ (20). Bizim c¢alismamizin  ZO-1
immunohistokimyasi sonuglarina gore K grubunda kan-
testis bariyeri sinirinda dizenli bir yerlesim gdsteren
Z0-1 ekspresyonunun KS grubunda azaldigi veya hig
olmadigi anlasiimistir. TM ile boyanan kesitlerden elde
edilen bulgularimiza gére, kronik stres 6zellikle tunika
albugineanin hemen altinda kalan bag dokusunda mast
hicre sayisi ve aktivitesinde artisa neden olmustur.
Mast hicreleri salgiladiklari  TNF-a, interlkinler,
heparin ve histamin gibi medyatorler araciligiyla kan
damarlarinda endotel gegirgenligini artiran, boylelikle
bag dokuya inflamatuvar hiicre goclinii kolaylastiran
hiicrelerdir. Kan-testis bariyerinin zarar gérmesi ve
peritibller alanda inflamatuar hiicrelerin bulunmasi
tibll igcerisinde ROS’larin artmasina neden olarak
spermatogenezi tehlikeye sokar (21-22).

Uzun siireli veya tekrarlayan kronik stres, ROS tretimini
artirarak veya mevcut antioksidanlarin seviyesini
azaltarak dokularda oksidatif strese sebep olur.
Seminifer tubduller icerisindeki ROS miktarinin artisina
paralel olarak tlbdillerdeki iNOS ekspresyonu da
artar (23). Bizim galismamizda kronik stres uygulanan
deneklerin testis dokusundaki mast hicre 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

cikmaktadir. Stres kosullari, ROS artisina sebep olur.
Bunun sonucu olarak, hicresel molekillerde (lipid,
protein, nikleotid gibi) hasar gértlmektedir. Oksidatif
stres pro-oksidanlar ile anti-oksidanlar arasindaki
denge durumun bozulmasidir. Bu dengenin bozulmasi
hlcresel hasara ve ROS Uretiminde artisa sebep
olur. Viicudumuzda bu dengesiz kosullari ortadan
kaldirabilmek igin enzimatik (SOD, KAT, GPx) ve
enzimatik olmayan (glutatyon, tiyol gibi) savunma
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mekanizmalari gelistirmistir (24). Calismamizda KS
kosullarinda enzimatik antioksidan (SOD, KAT ve GPx)
seviyeleri azalmistir. Bununla baglantili olarak total
antioksidan seviyeleri de azalmistir. Bunun aksine KS
grubundaki testislerde, TOS ve OSI seviyeleri artmistir.
Bizim sonuclarimiza paralel olarak Ak ve arkadaslari
sudan kaginma stresi sonucunda lipid peroksidaz
gostergesi olan malondialdehit (MDA) seviyelerinde
artma, enzimatik olmayan antioksidanlardan glutatyon
seviyesinde azalma bulmuslardir (25). Bunlara ek olarak,
oksidatif stresin hipertansiyon, diyabet ve infertilite
gibi pek ¢ok hastalikla iliskili oldugu bildirilmistir (26).
Yapilan bircok calismada infertil erkeklerin %25-40"inin
semen orneklerinde yiksek oranda ROS’a rastlanmistir
(21, 27). Biyolojik sistemlerde oksidan-antioksidan
dengesinin bozulmasinin getirdigi olumsuz sonuglari
ortadan kaldirmak veya azaltmak igin basvurulan
yontemlerden biri disaridan antioksidan takviyesi
yapilmasidir. Antioksidanlar, vicutta olusan ROS
kaynakl kimyasal tepkimelere etki ederek, aciga cikan
molekillerin hicresel bilesenlere zarar vermesini
engellerler (28). Fulvik asit, toprakta bitkilerin ayrismasi
sonucu olusan humustan elde edilen dusik molekiil
agirhkli, kimyasal bir molekildir. Humik maddenin tim
pH degerlerinde suda ¢o6ziinebilen fraksiyonu oldugu
bilinen fulvik asitin humustan elde edilen molekdller
arasinda hormon, oksijen, vitamin ve mineraller
acisindan en zengin molekil oldugu bildirilmistir (29).
Oksijen igerigi acisindan ¢ok zengin olan fulvik asit,
antioksidan, antiinflamatuvar ve antiapoptotik etkilere
sahiptir. Chen ve ark. fulvik asitin deneysel stres
sonucu uyarilmis nétrofillerden salinan oksidanlarin
Uretimini azalthgini gostermistir (30). Crocked ve
arkadaslari, otoimmiin hastaliga sahip insanlarda
yaptiklari galismada fulvik asidin kan damarlarindaki
endotel hiicrelerin aralarindaki adhezyon molekdillerini
etkileyip sabit kalmalarini saglayarak antiinflamatuvar
etki gosterdigini bildirmislerdir (31). Bu nedenle
¢alismamizda kronik sudan kaginma stresinin testis
seminifer tubullerinde olusturdugu oksidatif hasar,
germ hiicre kayiplari ile ara dokuda meydana gelen
inflamasyonun geri déndirilmesi amaciyla terapotik
bir ajan olarak fulvik asit kullanilmistir.

H&E ile boyanan kesitlerde, KS grubunda izlenen hiicre
kayiplarinin KS+FA grubunda azaldigi, morfolojik olarak
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tubdl bGtinlGginin saglandig gorilmustir. Fulvik asit
etkisiyle bitinlugini koruyan tabdller incelendiginde
diizenli bir bazal membran yapisi, germinal epitelde
kalinlasma ve sertoli-germ hiicre iliskilerinde K
grubundakilere benzer sekilde dizgiin morfoloji
olustugu saptanmistir. Morfolojik iyilesme B-aktin
iminohistokimyasi  uygulanan KS+FA kesitlerinde
incelendiginde B-aktin pozitif hiicrelerin sayisinin ve
immdnite siddetinin arttigl saptanmistir. Germ hiicre
sirasininkalinlagmasivetiibllmorfolojisiningenelolarak
saglkli dokuya benzer goriinimde olmasi kan-testis
bariyerinin yeniden kuruldugunu dustindirmastar.
B-aktin hiicre iskeleti ile yakindan iliskili ZO-1 proteini
acisindan  KS+FA grubu incelendiginde ise ZO-1
pozitifligin  B-aktin  immunohistokimyasi  yapilan
kesitlerdekine paralel sekilde korundugu gorilmastar.
Bu bulgular fulvik asitin hiicre iskeletinde meydana
gelen bozulmayi engelleyerek kan-testis bariyerinin
bltunliginlt korudugunu ve buna bagh olarak
adliminal alan igerisinde kalan germ hiicrelerindeki
kaybin engellendigini gdstermektedir.

Bizim ¢alismamizda KS+FA grubuna ait toluidin mauvisi
ile boyanan kesitler incelendiginde ara dokudaki
mast hilicre sayisinin azaldigi, varhgini sirdiren
mast hicrelerinin de granile hicreler oldugu yani
mast hilicre aktivitesinin azaldigl gorilmuistir. Ayni
deney grubunda seminifer tlbdller igerisindeki iNOS
ekspresyonunun da azalmis olmasi tibul [imenindeki
ROS miktarinin azalmis olabilecegini ve bunun sonucu
olarak oksidatif stres oraninin dismis olabilecegini
distundirmektedir. Fulvik asit yapisinda icerdigi aktif
karbon ve bol miktardaki oksijen molekili nedeniyle
glcli antioksidan o6zelligi tasir. Bu 6zelligi sayesinde
fulvik asit etkisini, dokuda olusan serbest radikalleri
notralize ederek go6sterir (32). Dokularda olgilen
biyokimyasal oksidatif stres belirtecleri incelendiginde,
histokimyasal ve immunohistokimyasal bulgularimizi
destekler sekilde, KS grubunda azalan SOD, KAT, GPx
seviyelerinin KS+FA grubunda arttig gorilmustir.
KS+FA grubuna ait dokulardaki TOS diizeyi azalirken
TAS ve OSi diizeyi artmistir.

Calismamizin  sonucunda kronik sudan
stresinin  testis dokusunun antioksidan
sistemini zayiflattigl ve dokuda hem histolojik hem de

kaginma
savunma
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biyokimyasal hasara neden oldugu tespit edilmistir.
Disaridan alinan giicli bir antioksidan olan fulvik asit
destegi ile dokudaki antioksidan-oksidan dengesi
kurularak oksidatif stresin  olumsuz etkilerinin
engellendigi gorilmustir. Buna gore fulvik asitin
psikolojik strese bagl infertilite durumlarinda stres
kaynakl testikiler hasarin azaltilmasinda destekleyici
bir ajan olarak kullanilabilecegi sonucuna variimistir.
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