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LLO		: Lipid linked oligosaccharides / Lipit bağlı oligosakkarit
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RAT TESTİSİNDE TUNİKAMİSİN İLE OLUŞTURULAN ENDOPLAZMİK RETİKULUM STRESİNE KARŞI MELATONİN KULLANIMININ ETKİSİ

[bookmark: _Toc488176619]Tatar M. Aydın Adnan Menderes Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Histoloji ve Embriyoloji (Veteriner) Programı, Doktora Tezi, Aydın, 2019.

Sunulan çalışmada, hücrenin endoplazmik retikulum (ER) stresinden korunması veya ER stresinin ya da olumsuz etkilerinin ortadan kaldırılmasına yardımcı olunması amaçlanmıştır. Bu amaç doğrultusunda tunikamisin (TM) ile testiste oluşturulacak olan ER stresinin olumsuz etkilerine karşı, melatoninin önleyici veya tedavi edici yönde kullanımının olası sonuçlarının araştırılması planlanmıştır. Çalışmada, 42 adet erişkin Sprague Dawley rat, yedi eşit gruba ayrıldı. TM1 grubuna tek doz TM, 200 µg/kg dozda i.p. olarak uygulandı. Uygulamadan 24 saat sonra doku örnekleri alındı. TM2 grubundan, tek doz TM uygulamasını takip eden yedi gün sonra doku örnekleri alındı. Proflaktik melatonin (PMel) grubuna yedi gün boyunca, 20 mg/kg melatonin i.p. olarak uygulandıktan sonra, tek doz TM uygulanıp 24 saat sonra doku örnekleri alındı. Tedavi melatonin (TMel) grubuna ise tek doz TM uygulandıktan 24 saat sonra başlayarak, yedi gün boyunca melatonin uygulandı ve 24 saat sonra doku örnekleri alındı. Sham kontrol gruplarına (SK1 ve SK2) hem TM çözücüsü hem de melatonin çözücüsü, deneme gruplarının protokolü doğrultusunda verildi. Kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapılmadı. Elde edilen doku örnekleri histolojik, immunohistokimyasal, enzim histokimyasal, moleküler biyolojik ve biyokimyasal yöntemlerle incelendi. Araştırma ile TM’nin testis dokusuna toksik etkisi, hem uygulamadan 24 saat sonra hem de bir hafta sonra alınan dokularda, histolojik ve biyokimyasal yöntemlerle belirlendi. TM’nin hücrede ER stresi oluşturduğu, GPR78 üretim yoğunluğunun immunohistokimyasal ve moleküler düzeyde belirlenmesiyle tespit edildi. ER stresinin dokuda oksidan düzeyi ve apoptozis oranını artırdığı gösterildi. Melatoninin, TM kullanımından önce veya sonra yedişer gün süreyle kullanımının etkileri, histolojik ve biyokimyasal yöntemlerle belirlendi. Dokularda kontrol grubuna benzer görüntüler elde edildiği ve antioksidan oranının arttığı görüldü. Histometrik olarak hem TM hem de melatoninin tubulus çapını küçülttüğü belirlendi. Bununla birlikte profilaktik olarak melatonin uygulamasının, tedavi edici olarak melatonin kullanımından daha başarılı şekilde GRP78 oranını azalttığı, immunohistokimyasal ve moleküler düzeyde belirlendi. Sonuç olarak; melatoninin, hücre hasarı oluşmadan önce uygulanmasının, hücrenin ER stresinden korunmasında etkili olacağı ileri sürülebilir. 
Anahtar kelimeler: Apoptoz, endoplazmik retikulum stresi, melatonin, testis, tunikamisin.
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THE EFFECT OF THE USAGE OF MELATONIN AGAINST TUNICAMYCIN-INDUCED ENDOPLASMIC RETICULUM STRESS IN RAT TESTES

Tatar M. Aydin Adnan Menderes University, Institute of Health Sciences Histology and Embryology (Veterinary) Program, PhD Thesis, Aydin, 2019.

[bookmark: _Toc488176620]The present study aimed to protect the cell from endoplasmic reticulum (ER) stress or to help eliminate ER stress or its negative effects. For this purpose, it is planned to investigate the possible consequences of melatonin in preventive or therapeutic use against the negative effects of ER stress on testis with tunicamycin. In this study, 42 adult Sprague Dawley rats were divided into seven equal groups.A single dose of tunicamycin (TM) was administered as 200 µg/kg ip in the TM1 group. Tissue samples were taken 24 hours after the application. In group TM2 tissue samples were taken seven days after single dose TM administration.  In group PMel (prophylactic of melatonin), 20 mg/kg melatonin ip was administered for seven days, followed by a single dose of TM and tissue samples were taken 24 hours later. The treatment melatonin (TMel) group received melatonin for seven days, starting 24 hours after single dose TM, and tissue samples were taken 24 hours later. Both TM solvent and melatonin solvent were given to the sham control groups in accordance with the protocol of the experimental groups. No application was made to the control group. Tissue samples were examined by histological, immunohistochemical, enzyme histochemical, molecular biological and biochemical methods. The toxic effect of TM on testicular tissue was determined by histological and biochemical methods in the tissue samples taken 24 hours after the application and one week later. TM caused ER stress was determined by determining GPR78 production density at immunohistochemical and molecular level. It was shown that ER stress increases the oxidant level and apoptosis rate in the tissue. The effects of melatonin for seven days before or after the use of TM were determined by histological and biochemical methods. Histological findings were similar to the control group and the antioxidant ratio was increased in the tissue. Histologically, both TM and melatonin reduced tubulus diameter. However, it was determined by immunohistochemical and western blot methods that prophylactic application of melatonin administration decreased the GRP78 rate more successfully than melatonin use as a therapeutic. In conclusion, it can be suggested that administration of melatonin before cell damage will be effective in protecting the cell from ER stress.
Keywords: Apoptozis, endoplasmic reticulum stress, melatonin, testis, tunicamycin.
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Endoplazmik retikulum (ER), ökaryot hücrelerin yaşamları ve gelişmeleri için hayati öneme sahip bir organeldir. ER hücrelerde proteinlerin biyosentezi, katlanması, bir araya getirilmesi ve modifikasyonu, kalsiyum homeostazisi, lipid ve steroid sentezinden sorumludur. ER’de hücresel proteinlerin üretimi ve katlanmasının yaklaşık üçte biri meydana gelir (Xu ve ark, 2005; Karna ve ark, 2019).
ER’ye iletilen yeni sentezlenmiş proteinlerin, N-glikolizasyon, oligomerizasyon, disülfid oluşumu ve hidroksilasyon gibi birkaç sentez sonrası modifikasyonlara maruz kalarak katlanmaları gerçekleşir. Katlanma için gerekli olan bu sentez sonrası modifikasyonların çoğu ER’de gerçekleşir (Araki ve Nagata, 2011).  
Proteinlerin katlanma aşaması, hata olasılığının çok yüksek olduğu karmaşık işlemler ile meydana gelir. N-bağımlı glikozilasyon inhibisyonu, hipoksi, Ca+2 homeostazının bozulması, enfeksiyonlar, oksidatif stres, sıcaklık faktörü gibi pek çok etken proteinlerin doğru bir şekilde katlanmasına etki edebilir (Guzel ve ark, 2017). Bu gibi etkenler ER işlevinin bozulmasına ve ER lümeninde katlanmamış ya da hatalı katlanmış proteinlerin birikimine neden olarak ER stresine yol açmaktadır. Hücreler ise; oluşan ER stresini engelleyebilmek ve tekrar ER homeostazisini oluşturmak amacıyla katlanmamış protein cevabı (unfolded protein response / UPR) yolağını aktif hale getirmektedir (Zhang ve Kaufman, 2004; Xu ve ark, 2005; Kincaid ve Cooper, 2007).
ER stresi meydana geldiğinde, proteinlerin katlanma aşamasının düzgün bir şekilde tamamlanmasını sağlayan glukoz düzenleyici protein 78 (Glucose regulated protein 78 / GRP78)  gibi moleküler şaperonlar (refaketçi moleküller), proteinlerin doğru katlanmasına yardımcı olmaktadır. Son zamanlarda yapılan çalışmalarda, GRP78 ve CHOP (C/EBP homologous protein / C/EBP protein transkripsiyon faktör homoloğu) ekspresyon düzeyleri, ER stresinin akut ya da kronik fazını ayırt etmek için sıklıkla kullanılan belirteçlerdir. Ayrıca testis dokusu ile ilgili yapılan bazı çalışmalarda, testis seminifer tubul hücrelerinde ER stresinin varlığı GRP78 immünreaktivitesi ile ortaya konulmuştur (Lachance ve ark, 2010; Schönthal, 2013).
Günümüzde, ER stresi kaynaklı olarak gösterilen birçok hastalık grubu bilinmektedir. Bunlar arasında nörodejeneratif hastalıkları (amiyotrofik lateral skleroz, parkinson, alzheimer, huntington), iskemi/reperfüzyon hasarı olan hastalıklar, metabolik hastalıkları (tip 2 diyabet ve obezite) ve kanseri saymak mümkündür (Xu ve ark, 2005).
Tunikamisin (TM), tapsigargin ve ditiyotreitol gibi kimyasallar genellikle hücre kültürlerinde veya hayvanlarda deneysel amaçlı ER stresi oluşturmak için kullanılır (Yoshida, 2007). Ticari olarak bulunan tunikamisin genel olarak N-asetilglukozamin transferazları inhibe eden homolog nükleosid antibiyotiklerin bir karışımıdır. Bu nedenle N-bağlantılı glikoproteinlerin oluşumunu engeller. ER stresine neden olmanın yanı sıra, protein glikozilasyonunun bozulması da çeşitli hücre yüzeyi reseptör tirozin kinazlarının sentezini engeller (Schönthal, 2013).
Çeşitli toksik ajanlara maruz kalınmasının testis dokusunda oksidatif stres aracılı ER stresine neden olduğu bilinmektedir. Aşırı reaktif oksijen türleri üretiminin ER stresi ve UPR ile ilişkili olduğu ileri sürülmektedir (Yin ve ark, 2017; Zou ve ark, 2017). Öte yandan yapılan çalışmalar antioksidanların, oksidatif stres aracılı ER stresini ve UPR sinyalinin aktivasyonunu hafiflettiğini göstermiştir (Ji ve ark, 2012a). Leydig hücresi erkek üreme mikro ortamının önemli bir parçası olduğundan, testiste oluşacak ER stresi Leydig hücrelerinin zarar görmesinde önemli bir faktör olabilmektedir ve Leydig hücrelerinin spermatogenezi desteklemesini engelleyebilmektedir. Leydig hücrelerinin testosteron üretimini azaltarak, testiküler hücre ölümü ve spermatogenezde bozukluklara neden olmaktadır (Du ve ark, 2018).
Pineal bezin ana salgı ürünü olan melatonin (N-asetil-5-metoksitriptomin), güçlü bir antioksidan ve serbest radikal toplayıcı olarak işlev görür. Melatonin, birçok tümör hücresinde apoptozisi uyarırken, normal hücrelerde anti-apoptotik bir madde olarak davranır ve yaşlanma, alkol hasarı, iskemi-perfüzyon ve D-galaktozamin / lipopolisakkarit uygulaması ile uyarılan karaciğer apoptozuna karşı hücre koruyucu etkisi bildirilmiştir (Tunon ve ark, 2013). 
Melatoninin, ER stresi ile ilişkili birçok hastalığı önlediği ve ER stresinin neden olduğu hücre hasarlarını onardığı bilinmektedir (Feng D ve ark, 2017; Song ve Kim, 2017; Du ve ark, 2018).
Melatoninin yüksek antioksidan özelliğe sahip olması, kan-testis bariyeri gibi fizyolojik bariyerleri geçmesi ve neredeyse hiç toksisiteye sahip olmaması gibi özellikleri aracılığıyla erkek fertilite parametrelerinin iyileştirilmesinde ilişkili olduğu bildirilmiştir (Rocha ve ark, 2015). Melatonin, erkek üremesinin düzenlenmesinde anahtar hormonlardan olan gonadotropin bıraktırıcı hormon (gonadotropin relasing hormon / GnRH) ve lüteinleştirici hormon (luteinizing hormon / LH) salınımını etkileyerek erkek üreme fonksiyonlarını etkileyebilir (Li ve Zhou, 2015). Melatonin testis fonksiyonları üzerine tesir edebilmesi için, doğrudan testis hücrelerindeki reseptörler üzerinde rol oynaması gerekir. Melatoninin testiste serbest radikalleri temizleyebilmesi, böylece testis oksidatif hasarını önleyebilmesi mümkündür (Bhattacharya ve ark, 2019).
Anormal ER ve ER stresi; kanser, nörolojik hastalıklar ve metabolik hastalıklar da dahil olmak üzere giderek artan bir listeye önemli katkıda bulunan temel durum olarak ortaya çıkmaktadır. Özellikle ER’nin yapısı ve fonksiyonu arasında yakın bir ilişki vardır ve ER yapısındaki bozukluklar hastalıklarla bağlantılı olmaktadır. ER ortamı çeşitli faktörlerle düzenlenebilir ve özellikle melatoninin bu düzenleyici etkisi ile konuya ilişkin artan bir ilgi dikkat çekmektedir (Hu ve ark, 2016). 
Yapılan çalışmada rat testis dokusunda tunikamisin ile uyarılan ER stresine karşı melatoninin koruyucu ve tedavi edici etkilerinin histolojik, immünohistokimyasal, moleküler biyolojik, biyokimyasal ve enzim histokimyasal yönden incelenmesi planlanmıştır. Böylece ER stresinin testis seminifer tubul hücreleri üzerindeki etkisini ortaya koyarak erkek infertilitesine ve bu konuda uygulanacak olan yeni tedavi yaklaşımlarının geliştirilmesine katkı sağlanması amaçlanmaktadır.
 








[bookmark: _Toc26096046][bookmark: _Toc482344491][bookmark: _Toc486288767][bookmark: _Toc488004476][bookmark: _Toc488176622]2. GENEL BİLGİLER


[bookmark: _Toc26096047]2.1. Erkek Genital Sistem

[bookmark: _Toc482344493][bookmark: _Toc486288769][bookmark: _Toc488176624][bookmark: _Toc488004478]Erkek üreme sistemi testisler, epididimis, vas deferens ve eklenik genital bezlerin oluşturduğu iç yapılar ile skrotum ve penisin oluşturduğu dış yapılardan meydana gelmektedir. Bu yapılar, fertilizasyon için spermin oluşumu, depolanması ve ejakulasyonunu gerçekleştirmenin yanında androjen üretimi için iyi şekilde vaskülerize edilmiştir (Gurung ve Jialal, 2019). Steroidlerin sentezi ve spermatozoon üretimi testisin temel fonksiyonlarındandır. Testosteron; spermatogenez, embriyo ve fötüsün gelişimi sırasında cinsel farklılaşma ile gonadotropin salgısının kontrol edilebilmesi için önem arz etmektedir (Lambard ve ark, 2005; Leal ve ark, 2009). Spermatozoonların dışarı iletimleri, genital kanallar ve yardımcı bezlerin ürettikleri salgıların yanı sıra, oluşan düz kas hücrelerinin kasılmaları aracılığıyla sağlanır. Üretilen salgılar aynı zamanda genital kanalda bulunan spermatozoonlara gerekli olan besinleri karşılamaktadır. Genital kanal ve yardımcı bezlerin salgısı ile spermatozoonlar, çiftleşme ile dişi genital kanala bırakılan spermayı meydana getirirler (Junqueira ve Mescher, 2013).


[bookmark: _Toc26096048]2.1.1. Testisin Yapısı (Anatomisi)

Çoğu memelilerde testisler, ilk konumları olan bel omurlarının yanındaki karın bölgesinden skrotuma göç ederler. Testislerin inişi transabdominal ve inguinoskrotal faz olarak adlandırılan, morfolojik ve hormonal olarak farklı iki faz şeklinde oluşmaktadır (Silber, 2018a). Vücut boşluğunun dışında skrotumda bulunan testislerin sıcaklıkları normal vücut sıcaklığından yaklaşık 2-3°C daha düşüktür. Bu düşük sıcaklık testislerin ve spermatogenezin normal çalışması, sperm üretimi için gereklidir (Eroschenko, 2017). Testislerin ana fonksiyonları, erkek gamet hücresi spermatozoonların üretimi ve salınmasında görev yapmaktır. Testisler hem rodentlerde hem de insanlarda bir çift şeklindedir. Farelerde, her testis ortalama 0.06 g ağırlığında ve 0.66 cm x 0.39 cm x 0.45 cm boyutlarındadır. Sıçanlarda, her testis ortalama 1,7 g ağırlığında ve 2,4 cm x 1,3 cm x 0,9 cm boyutlarındadır (Şekil 1) (Knoblaugh ve ark, 2018). Yetişkin bir erkekte testisler ortalama olarak 20 g ağırlığa sahiptir. İnsan testisi yaklaşık 18.6 ± 4.8 cm3 hacim, 3.6-5.5 cm uzunluk ve 2.1-3.5 cm genişliği olan oval şekilli bir organdır (Condorelli ve ark, 2013). Hem rodentlerde hemde insanlarda testisler, yoğun bir fibröz kapsül olan tunika albugineya ve skrotomun iç yüzeyini döşeyen tunika vaginalis ile kaplanarak skrotuma yerleşmişlerdir. Rodentlerin testisleri, yaşam boyunca açık kalan inguinal kanallar aracılığıyla karın boşluğu ile iletişim kurması bakımından benzersizdir. Testisler skrotum içindeyken inguinal kanallar epididim yağları ile doludur ve skrotumun dışında her bir testis ayrıca epididim yağ yastığı ile çevrilmiş şekildedir (Knoblaugh ve ark, 2018).
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Testis, intersitisyel Leydig hücreleri tarafından cinsiyet hormonları üretimi ile endokrin bir organ olmanın yanı sıra spermatogenez ile spermatozoon üretimi fonksiyonuyla da ekzokrin bir bezdir (Fietz ve Bergmann, 2017). Testislerin ana işlevleri sperm ve testosteron üretmektir (Szmelskyj ve ark, 2015). Testisler, tunika albugineya olarak bilinen kalın bir bağ dokusundan oluşan kapsül ile sarılıdır. Tunika albugineya testisin arka tarafında kalınlaşarak mediastinum testisi oluşturmak üzere testisin içine doğru uzanır. Mediastinum testisten uzanan ince bir bağdokusu septumu, her bir lobülde 1-4 seminifer tubulün bulunduğu yaklaşık 250 tam olmayan bölmeye ayırarak testiküler lobülleri oluşturur (Şekil 2) (Jiménez-Reina ve ark, 2016; O'Donnell ve ark, 2017). 
Her bir seminifer tubul, proliferatif spermatogenik (germ) hücreler, proliferatif olmayan destek hücreleri ve sertoli hücrelerini içeren çok katlı germinal epitel ile kaplıdır. Seminifer tubuller spermatogenik hücre bölünmesi, hücrelerin olgunlaşması ve spermatozoona dönüşümünün gerçekleştiği alanlardır (Eroschenko, 2017). Kıvrımlı seminifer tubuller tubuli seminifer recti olarak devam eder ve mediastenum testisin içinde yer alan rete testise açılırlar. Sonrasında testisin üst ucundan alt ucuna uzanan tamamlanmamış vertikal bir septum oluşturur. Mezonefrik kanaldan köken alan 12-14 elastik kanal, rete testisi epididimisin baş kısmındaki epididimal kanal ile bağlar (Fietz ve Bergmann, 2017).
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2.1.2.1. Tubulus seminiferus kontortus

Tubulus seminiferus kontortus (tubulus seminiferus contortus / TSC), spermatozoonların üretildiği yerdir. Ortalama her bir testiste 250-1000 TSC bulunur. Karmaşık yapıda çok katlı bir epitel ile döşeli olan TSC, yaklaşık 150-250 µm çapında ve 30-70 cm uzunluğundadır (Junqueira, 2006).  Tunika albugineyadan itibaren kör uç ile başlayan ve testisin iç kısmına doğru kıvrımlar yaparak seyreden seminifer tubuller, fibröz bağ dokusu kılıfı ve belirgin bir bazal lamina ile sınırlandırılmıştır (Ergün, 2016). Bu tubuller, olgun spermatozoonlara kademeli olarak farklılaşan ve gelişen germ hücreleri ile onları saran ve destekleyen Sertoli hücrelerinden oluşan karmaşık bir seminifer epitelden oluşmaktadır (Şekil 3) (Matsumoto ve Bremner, 2016). 
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[bookmark: _Toc26096260]Şekil 3. Seminifer tubulün enine kesiti (Matsumoto ve Bremner, 2016).

Bir bazal membran ile çevrili olan seminifer tubullerin bazal membranının dışında retiküler bağdokusu yer alır. Kör uçlarla başlayan ve testisin içine doğru uzanan bu kanalcıkların çok sayıda kıvrım yapması nedeniyle kesitlerde bunların yuvarlak, oval ya da kıvrımlı görüntüleri ortaya çıkar. Seminifer tubuller, bazal membran üzerine geniş tabanlı olarak oturan Sertoli hücreleri ile bunlar arasında yer alan spermatogonyumların ilk sırayı oluşturduğu çok sıralı bir hücre dizilişi gösterir (Tanyolaç, 1999). 
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İlk fizyolojik önemini gösteren Enrico Sertoli’nin adını taşıyan Sertoli hücreleri, spermatogenik hücreleri besleyen ve seminifer tubulleri iki ayrı bölmeye ayıran uzun “sütun” şeklinde epitel hücreleridir (Parvinen, 1993; Hess ve França, 2005; Franca ve ark, 2016). Spermatogenik köken hücrelerin tümü, Sertoli hücresine metabolik ve fiziksel destek için bağımlı olmalarından dolayı onun geniş yüzeyi ile yakından ilişkilidir. Testislerin fonksiyonlarını yerine getirmesi açısından Sertoli hücreleri önem arz etmektedir (Franca ve ark, 2016; Wang ve Han, 2019). Bu hücreler spermatogenik serideki hücreleri kuşatan uzamış piramidal hücrelerdir. Sertoli hücrelerinin tabanları bazal laminaya oturur, apikal uçları ise genellikle seminifer tubulün lümenine uzanır (Junqueira ve Mescher, 2013). Seminifer tubulün lümeni bir dış bazal kompartman ve bir iç adluminal kompartman olmak üzere ayrılmıştır. Bu ayırım ile adluminal bölme bağ dokusu elemanlarından izole edilir ve böylece gelişmekte olan sperm hücrelerini, immun sistem tarafından oluşabilecek otoimmün tepkimeye karşı korurlar (Gartner, 2017). 
Çoğu türde, Sertoli hücresinin sitoplazmasının bazal kısmında düzensiz şekilli çekirdek bulunur. Bu çekirdek seminifer tubul döngüsünün aşamasına ve gelişim dönemine bağlı olarak düzensiz bir şekle sahip olup büyük boyuttadır (Ye ve ark, 1993; Heyn ve ark, 2001). Çekirdek zarı, vimentin intermediyer filamanların birikimi ile ilişkili derin invaginasyonlar ile kuşatılmıştır. Ayrıca çekirdek zarında, yoğunluğu spermatogenik döngünün aşamasına bağlı olarak değişen birden fazla nükleer por bulunabilir (Cavicchia ve ark, 1998). Sertoli hücre çekirdeğinin bir başka özelliği de, kromozomların sentromerik bölgelerinde kümelenmiş genellikle birbirine zıt taraflarda birleşmesiyle nükleoplazmada kolayca tanınabilen üç parçalı bir yapıya sahip büyük boyutlu çekirdekçiğe sahip olmasıdır (Guttenbach ve ark, 1996).
Çekirdekleri, tipik olarak oval veya üçgen, ökromatik ve Sertoli hücrelerinin komşu germ hücrelerinden ayırt edilmesini sağlayan belirgin bir çekirdekçik özelliğine sahiptir. Sertoli hücreleri, çok sayıda granülsüz ER, az granüllü ER, iyi gelişmiş Golgi kompleksi, çok sayıda mitokondri ile lizozom organellerini içermektedir (Russell, 1993; Junqueira ve Mescher, 2013).  
Sertoli hücresi tamamen farklılaştığında, seminifer epitelin bazal membranından tubulün lümenine uzanan büyük boyutlu kolumnar şekilli bir epitel hücresi şeklini alır (Brooks, 2007; Rodriguez-Sosa ve Dobrinski, 2009). Sertoli hücrelerinin bazal kısmı, seminifer tubullerin yapısal bütünlüğünü koruyan çeşitli ekstraselüler matriks proteinlerinden (laminin, kollajen ve heperan sülfat gibi) oluşan fibröz bir yapı olan bazal membrana yapışır (Oliveira ve Alves, 2015).
Testisin gelişiminde ve fonksiyonunda temel rol oynayan Sertoli hücrelerinin seminifer tubul içindeki yeri ve yapısı, erkek fertilitesi ve spermatogeneziste doğrudan ya da salgı faktörleri aracılığıyla etkili olmasından ötürü önem arz etmektedir. Sertoli hücrelerinin toplam sayısı, desteklenecek germ hücre sayısını ve dolayısıyla maksimum sperm üretimini belirler (Sharpe ve ark, 2003). Seminifer tubulü işgal eden toplam Sertoli hücresi yoğunluğu farelerde yaklaşık %15, insanlarda ise %40 arasında değişmektedir (Russell ve ark, 1990; Elzawam, 2013). Sertoli hücreleri, germ hücrelerinin gelişmesine ve kan testis bariyeri oluşmasına yapısal ve besleyici destek sunan eşsiz bir korumalı mikro çevre sağlayan ‘hemşire benzeri’ hücreler olarak da bilinmektedir. Ayrıca bu hücreler, seminifer epitelinin bütünlüğünü korumak için olgun spermatidlerin salınmasından sonra arta kalan sitoplazma kalıntılarının yanı sıra farklılaşmanın tüm aşamalarında dejenere germ hücreleri fagosite eden makrofaj olarak da işlev görmektedir (Carr ve ark, 1968). Bunlarla birlikte düzenleyici faktörlerin üretimi ve salınması, lokal immun spesifik ortamın oluşturulması Sertoli hücrelerinin temel fonksiyonları arasında yer almaktadır (Dym ve Madhwa Raj, 1977; Johnson ve ark, 2008). Germ hücrelerinin gelişimi için gerekli olan özel ortamın oluşturulması ve seminifer tubullerin endokrin ortamının düzenlenmesi bu işlevler arasındadır. Yine, kan testis bariyerinin oluşumu ve intersitisyel sıvılarda bulunan birçok maddenin lümenden çıkışından sorumludur. Kan testis bariyerini oluşturan sıkı bağlantılar, büyük moleküllerin intersitisyel alandan seminifer tubullerin lümenine geçişini engellerler (Oliveira ve Alves, 2015).  
Sertoli hücreleri, serum transferrinden gelişmekte olan gametlere demir transfer eden, testis transferrin adı verilen bir apoprotein üretmektedir. Embriyonik gelişim sırasında, fetal Sertoli hücreleri, Müller kanalının gelişmesini önleyen ve böylece bir dişi embriyosundan ziyade bir erkeğin gelişimini sağlayan anti-Müllerian hormonu üretmektir (Gartner, 2017). Sertoli hücre olgunlaşması, spermatogenezin desteklenmesi için önemlidir ve Sertoli hücrelerinin olgunlaşmaması, insanlarda erkek fertilitesini bozan birçok durumun ayırt edici özelliğidir (Stukenborg ve ark, 2018). Sertoli hücreleri aracılığıyla androjen etkisinin farelerde fertilite için gerekli olduğu gösterilmiştir. Androjenlere karşı duyarlılık androjen reseptörünün varlığını gerektirmektedir (De Gendt ve ark, 2004).




2.1.2.2.1. Kan-testis bariyeri

Kan-testis bariyeri, memeli vücudundaki en sıkı kan-doku bariyerlerinden biridir. Bu bariyer seminifer epiteli, bazal ve apikal (adluminal) bölmelere ayırır (Cheng ve Mruk, 2012). Bitişik Sertoli hücrelerinin birbirleriyle ve bazal membran ile etkileşimi, Sertoli hücresinin işlevi için çok önemlidir. Sertoli hücreleri arasındaki sıkı bağlantı ve yapışmalar, seminifer tubul içerisinde immünolojik olarak ayrıcalıklı bir alan oluşturulmasına izin verir. Sertoli hücreleri ve bazal membran tarafından oluşturulan bu bariyer, kan-testis bariyeri olarak bilinir (Russell, 1977). Kan-testis engeli kendine özgü eşsiz ve karmaşık işlevler yerine getirmek için benzersiz bir şekilde görevlendirilmiştir. Şöyle ki; Sertoli hücrelerinin birbirine bağlanması, gelişen spermatogenik hücrelerin tubul lümenine geçişine izin vermek için ayrılmayı ve bu süreç boyunca kan-testis bariyerini korumak için yeniden birleşmeyi koordine etmek görevleri arasında yer almaktadır. Kan-testis bariyer fonksiyonunun düzenlenmesi normal fertilite için önem arz etmektedir (Alukal ve Lamb, 2009).
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Memeli spermatogenezi, testisin spermatogonial kök hücrelerinin (spermatogonial stem cells / SSC) spermatozoonları oluşturmak için gerçekleştirdiği karmaşık bir süreçtir. Seminifer epitelde, SSC’ler yaşam boyunca kök hücre havuzunu korumak için kendi kendini yeniler veya çok sayıda germ hücresi oluşturmak için farklılaşırlar (Hofmann, 2008). Bu nedenle, normal spermatogenezisi ve fertiliteyi korumak için SSC’nin kendini yenileme ve farklılaşması arasındaki denge gereklidir. Kök hücre homeostazı, çevredeki mikro ortamdan veya SSC nişinden gelen sinyallerle sıkı bir şekilde düzenlenir (Garcia ve Hofmann, 2015). Spermatogenez sürecinin süresi türler arasında değişiklik göstermektedir (De Krester, 1994). Ortalama bir spermatogenez döngüsü, fare ve hamsterde 35 gün, sıçanda 50 gün, bazı primatlarda 45-65 gün ve insanlarda 70 gün sürmektedir (França ve ark, 2005; Bergmann, 2006; Sharma, 2007; Amann, 2008; de Kretser ve ark, 2016). Spermatogenez, testisdeki Leydig hücrelerinin folikül uyarıcı hormon (follicle stimulating hormone / FSH) ve LH etkisi altında androjen üretmeye başladığı puberte ile başlamaktadır. Androjen üretimine etki eden FSH ve LH’nın yokluğunda ise bu işlem durmaktadır (Szmelskyj ve ark, 2015).
Yetişkin erkek memelilerde spermatogenezis; spermatogoniyal proliferasyon, spermatositlerin mayozu ve haploid spermatidlerin farklılaşması olmak üzere üç ana faza ayrılır (Zhang ve ark, 2011; Gunes ve ark, 2015). Yetişkin testislerde spermatogenez, diploid SSC’lerden başlar (Zhang ve ark, 2011).  Bu fazların her biri sırasında, sperm öncüleri veya erkek üreme hücreleri spesifik olarak adım adım spermatozoaya dönüşerek değişim geçirir ve sonunda dış kanal sistemine salınır (Evans ve Ganjam, 2017). Sıçanlarda spermatogenezis; spermatogoniyal bölünmeler için iki hafta, spermatosit gelişimi için üç hafta ve spermiogenezis için üç hafta olmak üzere yaklaşık sekiz hafta sürmektedir (Şekil 4) (Vidal ve ark, 2018).
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[bookmark: _Toc26096261]Şekil 4. Ratlarda Spermatogenezisin şematik çizimi (Vidal ve ark, 2018).

2.1.2.3.1. Proliferasyon (mitoz / spermatositogenezis)

Spermatositogenezis seminifer tubulün bazal bölümünde gerçekleşir. Proliferasyon, spermatogonyumların dahil olduğu tüm mitotik bölünmeleri ifade etmektedir (Evans ve Ganjam, 2017). Spermatogonyumlar, kromatin boyanma ve şekline göre koyu tip spermatogonyum (koyu tip A spermatogonya / Ad), soluk tip spermatogonyum (soluk tip A spermatogonya / Ap) ve spermatogonyum B olarak sınıflandırılır (Clermont, 1972; Plant, 2010). Spermatogonyum tipleri arasında diğerlerine göre düşük mitoz oranına sahip olmaları nedeniyle koyu tip spermatogonyumların spermatogoniyal kök hücreler olduğu düşünülmektedir (Ehmcke ve ark, 2006; Matsumoto ve Bremner, 2016). Koyu tip spermatogoniya, önce soluk tip spermatogonyuma ve daha sonra spermatogonyum B oluşturmak için mitoz bölünmeler geçirir (Russell, 1990). Daha fazla farklılaşmayı taahhüt eden spermatogonyum B, 24 günlük uzun bir mayotik faza giren preloptoten spermatositleri oluşturmak için mitoz bölünmeye maruz kalır (Matsumoto ve Bremner, 2016).

2.1.2.3.2. Mayoz

B tipi spermatogonyumlar primer spermatositlere farklılaşan öncül (progenitor) hücrelerdir (Junqueira, 2006). B tipi spermatogonyumlar, primer spermatositleri oluşturmak için birinci mayoz bölünmenin profazına girerler (de Kretser ve ark, 2016).  Bu bölünmenin profaz aşaması uzun sürdüğünden, kesitlerde görülen spermatositlerin çoğu bu evreye aittir. Primer spermatositler spermatogenik serinin en büyük hücreleridir (Junqueira, 2006). Mayoz bölünme, germ hücrelerinden sırasıyla primer ve sekonder spermatositlerin oluşması için iki adet mitoz bölünmenin dahil olduğu bölünme şeklidir (Tanyolaç, 1999; de Kretser ve ark, 2016). Bu bölünmeler sırasında, spermatogonyumda bulunan diploid kromozom sayısı, spermatidlerin karakteristik özelliği olan haploid sayısına düşürülür (de Kretser ve ark, 2016). Primer spermatositlerden birinci mitoz sonucunda oluşan sekonder spermatositler, kromozomları haploid fakat hala çift kromatidli küçük hücrelerdir. Sekonder spermatidlerin geçirdiği ve daha kısa süren ikinci mitoz bölünme sonucunda ise spermatidler meydana gelir. Mayoz bölünmenin tamamlanmasıyla, tek kromatidli haploid kromozom içeren ve çok daha küçük hücreler meydana gelir (Tanyolaç, 1999).

2.1.2.3.3. Farklılaşma (Spermiyogenezis)

Spermiyogenezis, spermatozoon üretiminin son aşamasıdır ve spermatidlerin erkek DNA’sını ovuma aktarmak için son derece özelleşmiş hücrelere (spermatozoon) dönüşüm aşamasıdır. Bu evrede hücre bölünmesi gerçekleşmez (Junqueira ve Mescher, 2013).  Kromozomların yoğunlaşması ile sperm başının oluşması ve ovumun sperm penetrasyonu için gerekli proteolitik enzimleri içeren akrozomal kep oluşumu; motiliteye izin veren sperm kuyruğunun ya da flagellumun oluşumu; Sertoli hücreleri tarafından fazla spermatid sitoplazma kalıntılarının fagositoz ile uzaklaştırılması ve olgun spermatozooanın lümene salınması, spermiyogenez sırasında meydana gelen ana değişikliklerdir. Spermiyogenez gelişmekte olan spermatidleri koruyan ve destekleyen Sertoli hücreleri tarafından idare edilmektedir (Matsumoto ve Bremner, 2016).  Farklılaşma olarak bilinen bu süreci, spermlerin seminifer tubullerin lümenine salınması takip eder (spermiasyon) (Cupps, 1991; Schnobrich, 2018).

2.1.2.4. Spermatogenezisin hormonal kontrolü

Memelilerde testisin düzgün işleyişi endokrin, parakrin ve otokrin yolaklar aracılığıyla etkili bir dizi hormonal haberciye bağlıdır. Testislerde birincil haberciler gonadotropinler, FSH, LH ve androjenlerdir (Holdcraft ve Braun, 2004). Gonadotropinlerin, testis somatik hücrelerinin düzgün çalışmasını sağladığını gösteren birçok kanıt vardır (DeFelici ve Canipari, 2009). Gonadotropinlerin etkisi altında olan testisler, testosteron ve spermatozoon üretir. Spermatogenezisin başlatılması ve sürdürülebilmesi için FSH ve LH gibi gonadotropinlerin gerekli olduğu bilinmektedir (O'Donnell ve ark, 2017). LH, androjen biyosentezini uyarmak için Leydig hücrelerini hedefler ve ortaya çıkan androjenler (testosteron ve onun androjen metabolitleri), spermatogenezisi uyarmak ve desteklemek için seminifer epitel içindeki reseptörlere etki eder (Walker ve Cheng, 2005). FSH reseptörleri sadece Sertoli hücrelerinde bulunur ve aşamalara bağlı olarak ekspresyonu değişir. FSH, spermatogenezisi desteklemek için doğrudan Sertoli hücrelerindeki reseptörleri hedef alır (O'Donnell ve ark, 2017). 
FSH ve testosteron tam bir üreme potansiyeli elde etmek için gereklidir. Sertoli hücreleri germ hücrelerinin spermatozoona olgunlaşma sürecinde, testosteron ve FSH dan gelen sinyaller aracılığıyla germ hücrelerinin ihtiyaç duyduğu faktörlerin ortaya çıkmasını sağlarlar (Walker ve Cheng, 2005). Germ hücre farklılaşmasını düzenlemek için somatik hücreler yoluyla etki eden androjenlerden birincisi testosterondur (Holdcraft ve Braun, 2004). Testosteronun bir önemli etkisi, germ hücre çoğalmasını ve gelişmesini teşvik etmek için Sertoli hücreleri üzerinedir. Sertoli hücreleri, spermatogenezin meydana geldiği seminifer tüplerin somatik bir bileşenidir. FSH, aynı zamanda Sertoli hücreleri üzerine etki göstererek testosteron ile uyum içinde hareket eder (Plant ve ark, 2016).
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2.1.3. İntersitisyel Doku

Androjen üretimi açısından testisin intersitisyel dokusu önem taşımaktadır. Testisin seminifer tubuller arası alanlarda bağ dokusu, sinirler, lenf ve kan damarları yerleşik durumdadır. Testis dokusundaki kapilların pencereli türden olması kan proteinleri gibi makromoleküllerin geçişini kolaylaştırır (Junqueira, 2006). İntersitisyel doku olarak adlandırılan seminifer tubuller arasındaki gevşek bağ dokusu, testiküler parankim hacminin yaklaşık %40’ını içermektedir (Kerr, 1991). İntersitisyel kompartman, primer cinsiyet steroidlerini üreten hücreler olan Leydig hücre kümelerinden oluşmaktadır (Haider, 2004). İntersitisyel kompartman ayrıca sitokinlerinin salınmasıyla Leydig hücresi steroidogenezini düzenleyen, dejenere hücrelerin ve nekrotik kalıntıların fagositozunda rol oynayan makrofajları da içerir. İntersitisyum, testosteron ve diğer ürünlerin dolaşıma verilmesi ile birlikte FSH-LH gonodotropinleri gibi testis fonksiyonlarının temel endokrin düzenleyicilerinin salınımına izin veren zengin kapillar ağ ve arteriyolleri içermektedir (Matsumoto ve Bremner, 2016).
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2.1.4. Leydig Hücreleri

Leydig hücrelerinin kökeni, bazı koşullarda kendi kendini yenileyen bazı koşullarda ise Leydig hücrelerine farklılaşan postnatal 7 günlük rat testislerinde kök Leydig hücrelerin tanımlanmasıyla netleşmiştir (Ge ve ark, 2006). Kemirgenlerde, progenitör Leydig hücrelerinin, doğum sonrası 10-14. günleri arasında meydana gelen kök Leydig hücrelerinden farklılaşması Leydig hücre soyunun başlangıcını işaret etmektedir. Doğumdan sonra yaklaşık 28. günde progenitör Leydig hücreleri olgunlaşmamış Leydig hücrelerine dönüşmeye başlarlar. Bu hücreler bir kaç kez bölündükten sonra, testosteron salgılayan olgun Leydig hücrelerine farklılaşırlar (Zirkin ve ark, 2009). İntersitisyel hücreler, seminifer tubuller arasındaki gevşek bağ dokulu alanda tek tek ya da kümeler halinde yerleşmiştir. Eozinofilik sitoplazmalı, iri, yuvarlak veya poligonal şekilli olan bu hücrelerin çekirdekleri de şekline uygunluk gösterir. Leydig hücreleri iyi gelişmiş Golgi kompleksi, mitokondriyonlardan ve granülsüz endoplazmik retikulumdan zengindirler (Ergün, 2016). 
Leydig hücreleri, testosteron üretiminin ana kaynağıdır. Andojen üretimine esasen LH’nın hipofiz sekresyonu aracılık eder ve Leydig hücreleri bol miktarda LH reseptörleri içerir. Leydig hücreleri steroid üretimi sayesinde spermatogenezi, sekonder cinsiyet karakterlerini ve libidoyu korumak için gerekli hipofiz feedback mekanizmaları sağlar. Testis mikrosirkülasyonundaki testosteron konsantrasyonu, sistemik dolaşımdakilerden en az on kat daha yüksektir (Johnson ve Thompson Jr, 1986; Schnobrich, 2018).
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2.1.4.1. Testosteron

Testosteron, testisin intertubuler boşluklarında bulunan Leydig hücreleri tarafından salgılanan ana androjendir (O'Donnell ve ark, 2017). Leydig hücrelerinde üretilen testosteron, komşu testiküler kılcal damarlara salınmasından sonra genel dolaşıma verilerek, vücuttaki androjen hedef organlarında endokrin bir sinyal olarak hareket eder (Matsumoto ve Bremner, 2016). Testosteronun spermatogenezisi kontrol etmesi nedeniyle yüksek testosteron seviyesi, hipotalamus tarafından GnRH salgılanmasını inhibe eder. Bu ön hipofiz bezinin daha az LH salgılamasına neden olur. Düşük LH seviyeleri, testislerde Leydig hücreleri tarafından üretilen düşük testosteron seviyelerine yol açar. Ergenlik sırasında testosteron erkek cinsel gelişimini kontrol eder (Szmelskyj ve ark, 2015). Testosteronun spermatogenezisi desteklemedeki bilinen ana etkileri; Sertoli hücreleri tarafından seminifer tubul sıvı üretimini teşvik etmek, olgun spermatidlerin Sertoli hücresinden salınmasını düzenlemek (spermiasyon) ve spermatogenik siklusun VII evresinde geç germ hücre tipleri ile pakiten spermatositlerin gelişimini desteklemektir (Creasy ve Chapin, 2018).
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2.1.5. Spermatozoonun Yapısı

Spermatozoon, gelişimini tamamlamış ve dölleme yeteneğine sahip erkek eşey hücresidir. Ratlarda spermatozoon uzunluğu ortalama 33 µm’dir (Van Der Horst ve ark, 2011). Hücre ışık mikroskobunda incelendiğinde sadece baş ve kuyruk olmak üzere iki bölüm ayırt edilirken, elektron mikroskop ile incelendiğinde ise kuyruk bölümünün boyun, orta parça, ana parça ve son parça olmak üzere dört kısımdan oluştuğu görülür (Ergün, 2016). 
[bookmark: _Toc26096057]
2.1.5.1. Baş

Türlere göre farklı derecelerde yandan basık olan baş kısmı, yoğunlaşmış haploid çekirdek bulundurur. Başın ön bölümüne galeya kapitis denir. Başın ön kısmı, fertilizasyonda ovumun içine girmesini sağlayan hiyaluronidaz, nöyraminidaz, asit fosfataz, akrozin gibi hidrolitik ve proteolitik enzimleri içeren akrozomal kep ile çevrilmiştir. Ovumun korona radiyata ve zona pellicudasının delinmesi için bu enzimler gereklidir (Ergün, 2016).
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Spermatozoonun hareketini sağlayan, baş ile orta parçayı birbirine bağlayan kısa ve dar bir bölümdür (Sharma, 2007). Merkezinde bir adet sentriyol, periferinde uzunlamasına seyreden dokuz adet kalın fibriller ile orta parçanın dış fibrillerinden oluşur (Ergün, 2016). Boyun bir bazal plak ile başlar, geriye doğru ön ve onun da gerisinde arka sentriyol bulunur. Arka sentriyolden, spermiyumun kuyruğunu şekillendiren flagellum gelişir (Tanyolaç, 1999).
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Orta parça, ana parça (pars principalis) ve son parça (pars terminalis) olmak üzere kuyruk üç parçadan oluşur. Spermatozoon yapısında 40-50 μ uzunlukla en büyük kısmı oluşturan kuyruk bölümünde, işlevi kinetik olan flagellum, kinosilyum yapısındadır (Tanyolaç, 1999). Flagellum, kinosilyum yapısından dolayı, merkezde bir çift, periferde dokuz çift mikrotubulus demetine sahiptir. Ayrıca bu yapıda merkezi konumlu bu fibriler yapının dışında daha kalın olan, uzunlamasına ve sirküler diziliş gösteren lateral fibriller de bulunmaktadır (Hassa ve Aştı, 2003). Orta parçadaki sitoplazma içinde ve lateral fibrillerin çevresinde bol miktarda bulunan mitokondriyonlar spiral biçimde sıralanır ve spermatozoon’nun hareketi için gerekli olan flagellumun oluşturacağı kinetik enerjinin kaynağını oluştururlar (Tanyolaç, 1999). 


[bookmark: _Toc26096060]2.1.6. Eşey Hücrelerini İleten Yollar
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Tubulus seminiferus kontortus’un mediastinum testise doğru açılan düz, kısa ve dar boru şeklindeki kısımı tubulus rektusu oluşturur. Tubulus rektusun duvarını oluşturan epitel tek katlı prizmatik hücrelerden oluşur (Tanyolaç, 1999). Bu kısa bölümde spermatogenik hücreler kaybolduğundan sadece Sertoli hücreleri bulunur. Sertoli hücreleri, bir bazal lamina üzerinde tek katlı prizmatik epitele dönüşerek kanalı döşer. Duvarını, dıştan düz kas hücrelerini içeren gevşek bağ dokusu sarar (Ergün, 2016).
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Rete testis, testisin kranial kutbunda direkt olarak Tunika albugineya'nın altına yerleşmiş bir dilate intratestikular yapıdır. Ayrıca, testis arterinden gelen testisin arteriyel kaynağına yakındır. Testiküler arter kıvrımlıdır ve ısı değişimi için venöz pampiniform pleksus ile çevrilir. Kemirgenlerde rete testis düzleştirilmiş bir kübik epitel ile kaplıdır (Knoblaugh ve ark, 2018).
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Bağ dokusu ile çevrelenmiş epididimisin uzun kıvrılmış kanalı testisin üst ve arka tarafı boyunca skrotumda uzanır. Duktulus efferentese giren baş (kaput) kısmı, gövde (korpus) ve duktus deferens içine açılan kuyruk (kavda) kısmı olmak üzere epididimis üç bölümden oluşur (Junqueira ve Mescher, 2013). Epididimisin duvarını, bazal lamina üzerine oturan yalancı çok katlı prizmatik epitel hücreleri oluşturur. Hücrelerin lümene bakan yüzleri stereosilyum ile kaplıdır. Bu hücrelerin hem salgı yapma hem de absorbsiyon görevleri vardır. Testisi terk eden sıvının büyük çoğunluğu ile Sertoli hücrelerinden salgılanan androjen bağlayıcı protein ve inhibin, kanalın proksimal bölümünden geri emilirken, spermatozoonlara hareketlik kazandıran bir salgı buradan salınır (Ergün, 2016). 
Spermin epididimis kanalı içerisinden geçişi biraz zaman alır, bu sürede spermler olgunlaşır ve döllenme kabiliyeti kazanır. Spermin epididimis içindeki hareketi sırasında; bağımsız ileri yönde hareketlilik yetkinliği geliştirilir, akrozom olgunlaşır ve hücre membranında biyokimyasal değişiklikler meydana gelir (Junqueira ve Mescher, 2013). Epididimis salgısı sperm canlığının korunmasında, sperm motilitesinde ve fertil olma kapasitesini artırma da rol oynamaktadır. Epididimis kanalı spermatozooayı taşıyan, konsantre eden ve depolayan bir kanal olarak bilinir (Arrotéia ve ark, 2012). Bu kanalda, spermatozoonların döllenme yeteneği olan hücrelere dönüşümü, epididimis olgunlaşması olarak bilinen bir işlemle spermatozoanın yapısında morfolojik, biyokimyasal, fizyolojik ve işlevsel değişiklerle meydana gelir (Gatti ve ark, 2004).
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2.1.6.4. Duktus deferens

Duktus deferens, dairesel ve uzunlamasına şekillenmiş kalın bir kas tabakası ile çevrili dar lümenli boru şeklinde bir oluşumdur (Alm, 1982). Duktus deferensten önceki bölüm olan duktus epididimiste epitel, duktus deferenste ise kas (tunika muskularis) fonksiyonel yönden önem taşır. Duvarı daha kalın olan duktus deferens, tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika adventisya olmak üzere üç ana katmandan oluşur (Tanyolaç, 1999). Mukozanın lamina epiteliyalisi yalancı çok katlı prizmatik olup lümene bakan bölümünde bulunan ve duktus epididimidise göre daha kısa olan steryosilyumlar ileri bölümlere varmadan kaybolur. Tunika muskularis içte ve dışta uzunlamasına, ortada sirküler seyreden güçlü düz kaslardan meydana gelmektedir (Junqueira ve Mescher, 2013). İleri derecede kalınlık gösteren bu katmanın, ejakülasyon sırasında spermatozoonların atılmasını sağlayan güçlü peristaltik hareketlere sahip olması fonksiyonel olarak önemlidir. Kanalı dıştan saran Tunika adventisya, gevşek bağ doku yapısında olup damar ve sinirlerden zengindir (Ergün, 2016).
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2.1.7. Testisin Embriyolojisi ve Gelişimi

Memelilerde genital çıkıntılar (bipotonsiyel gonadlar), sölom boşluğundaki dorsal mezenterin her iki yanında uzanan bir çift yapı olarak intermedier mezodermden köken alır. Memeli genital çıkıntıların oluşumu, mezonefrozun ventromedial yüzeyi üzerindeki sölom epitel hücrelerinin çoğalmasıyla başlar. Mezonefroz ile genital çıkıntı birlikte ürogenital plağı oluşturur (Yang ve ark, 2019). İç genital organlar intermedier mezodermin ürogenital plağından meydana gelirler. Bu bölgedeki sölom epitelinde bilateral oluşan kabartı crista genitalis adını alır ve bu kabartılar testis ve ovaryumun çatısını oluştururlar. Çıkıntılar cinsiyet hücrelerinden yoksundur, çünkü cinsiyet hücreleri bu bölgeden değil, epiblasttan yani embriyonik ektodermden köken alırlar (Lawson ve ark, 1991). Bu dönemde, crista genitalisler (gonadlar) ve burada yerleşen primitif cinsiyet hücreleri henüz farklılaşmamışlardır (Hassa ve Aştı, 2003). Genital kabartının şekillenmesinden sonra oluşan farklılaşmamış gonad yapısında dışta korteks, iç kısmında ise medulla yer alır. Embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip ise, farklılaşmamış gonadın korteksi ovaryuma farklılaşır, medullası lize olur. Eğer embriyo XY seks kromozom kompleksine sahip ise medulla testise farklılaşır, korteks dejenere olur (Moore, 2002).
Erkek üreme hücresi soyunun kuruluşu, gebeliğin 4. haftasında embriyogenez sırasında başlar. Embriyogenezis sırasında germ hücre oluşumu türlerin devamlılığı için gereklidir. Farelerle yapılan çalışmalarda, ekstraembriyonik endoderme yakın proksimal epiblastda bulunan primordiyal germ hücre (primordial germ cell / PGC) prekürsörlerinin (Zwaka ve Thomson, 2005), ekstraembriyonik ektodermindeki parakrin sinyal (Bone morfogenetik protein-BMP 4) uyarımına cevap olarak vitellüs kesesindeki proksimal epiblasttan köken aldığı gösterilmiştir (Ying ve ark, 2001; Stukenborg ve ark, 2014). İnsan embriyosunda PGC’lerin üçüncü haftanın sonunda ilk kez tanımlandıkları yer fare ile aynıdır (De Felici, 2013). Bu evre sırasında ekstraembriyonik ektodermdeki hücreler, mevcut BMP 4 aracılığıyla epiblastta interferon ailesinin bir üyesi olan Fragilis proteini ve transkripsiyon faktörü Smad1 ekspresyonunu başlatır. Embriyonik dönemin 7. gününde PGC prekürsörleri gelişen allantoisin bazaline doğru dağılarak, ekstraembriyonik mezodermde bir hücre topluluğu oluştururlar. Bu hücre topluluğundan eksprese edilen Stella geni ile birlikte Fragilis PGC farklılaşmasında önemli rol oynar (Tres ve ark, 2004). Farelerde bipotonsiyel gonadlar embriyonik 9,5. günde mezonefrozun ventral yüzeyinin bel bölgesinde gelişir ve dorsal mezenterin her iki yanında çiftleşmiş proliferatif hücre bantlarını oluştururlar. Genital çıkıntıların büyümesi, sölom epitelinin çoğalması ve ardından altındaki bazal membranın parçalanmasıyla gerçekleşir (Hu ve ark, 2013). Genital sırtın kalınlaşması anteroposterior eksen boyunca embriyonik 10.5 günde başlar. Kalınlaşma ile eş zamanlı olarak, genital çıkıntılar göç eden PGC’ler tarafından kolonize edilirler (Molyneaux ve Wylie, 2004; Richardson ve Lehmann, 2010). 
Erkeklerde farklılaşmamış gonad 6. haftanın sonunda testisin somatik unsurlarına farklılaşacaktır. Cinsiyet gelişimi, farklılaşmamış gonadların yanı sıra, hem Wolf hem de Müller kanalı ile birlikte başlar. Müller ve Wolf kanalları 6. haftadan sonra cinsel farklılaşma öncesi fötüste birbirine paralel olarak seyrederken, erkeklerde bulunan Müller kanalı testis tarafından salgılanan anti-Mülleran hormonun (anti-Müllerian hormone / AMH) etkisiyle gerileyerek fetal testis tarafından salgılanan testosteronun etkisiyle Wolfman kanalı daha belirgin hale gelir (Silber, 2018b).  Çoğu primordiyal germ hücreleri 6. haftaya kadar gonada göç etmiş ve bitişik somatik gonadal hücreleri ile yakından ilişki içindedir. Bu primordial germ hücreleri, gonadal farklılaşmanın erkek (testis) veya dişi (yumurtalık) olmasına bağlı olarak oosit veya spermatogoniyal kök hücre olabilirler (Sobotta ve ark, 1974; Silber, 2018b).
[bookmark: _Toc26096066]Testis belirleyici faktör (Testis-determining factor / TDF), postnatal gelişim döneminde primer seks kordonlarını stimüle ederek, TSC’ları meydana getirir. Bu faktör tubulusların, farklılaşmamış gonadın medulla kısmının derinlerine doğru uzamasını sağlayarak oluşturduğu kordonlar aracılığıyla ve kordonların burada dallanıp anastomoz yapmasıyla ağsı görünümdeki rete testisin oluşmasını sağlar. Dolambaçlı seyreden bu tubuller rete testis yoluyla duktulus efferentise bağlıdır. Primitif seks kordonlarının sölom epitelinden mezenşimal bir tabaka olan Tunika albugineya ile ayrılması sayesinde gonadın kan dolaşımı sağlanır (Moore, 2002).
2.1.7.1. Erkek cinsiyetinin belirlenmesi

Testislerin gelişimi için Y kromozomunun önemine dair güçlü kanıtlar 1959’dan beri mevcuttur (Ford ve ark, 1959; Rey ve ark, 2016). Bununla birlikte, Y kromozomundaki TDF’nin tanımlanması kolay olmamıştır. Cinsiyet belirleyici gen (Sex Determining Region Y / SRY) 1990 yılında insan ve farede klonlanıncaya kadar reddedilmiştir. Deneysel ve klinik kanıtlar açıkça SRY’nin testis belirleyici faktör olduğunu ortaya koymuştur (Rey ve ark, 2016). SRY tanımlandığından bu yana önemli ilerleme kaydedilmiştir. Cinsiyet belirlenmesinin, bipotansiyel gonadı destekleyici hücre soyundaki moleküler yollar aracılığıyla düzenlenen çok karmaşık bir süreç olduğu ortaya çıkmıştır (Sekido ve Lovell-Badge, 2013). Yapılan çalışmalar ile SRY’nin ana rolünün çok önemli ve kısa bir zaman dilimi içeresinde SOX9 ifadesinin düzenlenmesinde görev aldığı bulunmuştur. SOX9 transkripsiyon faktörünü kodlayan hedef gen, testis tayininin ana düzenleyicisi olarak ortaya çıkmıştır (Hiramatsu ve ark, 2009). 
SRY, yüksek değişken kısım taşıyan bir DNA bağlayıcı protein ailesinin üyesidir. SRY geni Y kromozomunun kısa koluna, psödootozomal bölge-1 (Proteinase-activated receptor 1  / PAR1) çok yakın eşleşir (Şekil 5). Yp üzerindeki PAR1 ve Yq üzerindeki PAR2, yalnızca erkek spermatogenezi sırasında X kromozomunun homolog sekansları ile mayotik rekombinasyona uğrayan Y kromozomunun bölgeleridir. SRY'nin PAR1'e yakınlığı, anormal bir rekombinasyonun ardından X kromozomunun translokasyona duyarlı olmasını sağlar (Rey ve ark, 2016).
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[bookmark: _Toc26096262]Şekil 5. Cinsiyet tayini ve farklılaşmasında rol alan X ve Y kromozom genleri (Rey ve ark, 2016).
SRY geni hemen hemen tüm plasental memelilerde bir tek kopya gen olarak bulunur. SRY ekspresyonu türler arasında değişkenlik göstermektedir (Sekido ve Lovell-Badge, 2013). Cinsiyet belirleyici gen (SRY), Y kromozomunda bulunur. SRY geninin varlığında, gonadal cinsiyet erkek olur ve testislerin gelişmesine neden olur. Yokluğunda ise, gonadal cinsiyet dişi olma yönünde farklılaşarak ovaryumlar gelişir (Pretzer, 2008). Spermatozoa, X veya Y kromozumu taşıdığından embriyonun cinsiyeti döllenme sırasında belirlenir. Gonadal cinsiyet başlangıçta farklılaşmamıştır ve embriyonun cinsiyeti gebeliğin yaklaşık 30. gününe kadar morfolojik olarak ayırt edilmez (Evans ve Christensen, 1993). 
Genotipik bir erkek embriyosunda (XY) farklılaşmamış gonadın testise dönüşmesi, medullar cinsiyet kordonları ve rete testisin bir ağ oluşturmak için cinsiyet kordonlarına füzyonunun ardından cinsiyet kordonlarından Sertoli hücrelerinin farklılaşmasını kapsamaktadır (Pretzer, 2008). Embriyonik testis tarafından üretilen ilk hormon, Sertoli hücreleri tarafından salgılanan bir glikoprotein olan AMH veya Müller inhibe edici maddedir (Teixeira ve ark, 2001). AMH, erkek genital kanalın gelişimi için önemli bir rol oynar. Embriyonik genital gelişimin kritik aşamasında (gebeliğin 7. haftasında)  erkek gonadlarda AMH’nin yüksek ekspresyonu Müller kanalının gerilemesini teşvik eder. AMH’nin yokluğunda ise, Müller kanallarından dişi genital kanalı gelişir (Xu ve ark, 2019). 
Fetal testis tarafından üretilen ikinci hormon testosterondur. Wolf kanalının erkek genital sistemi yapılarına farklılaşması için gereklidir (Teixeira ve ark, 2001). Bu hormonun üretim ve sekresyonu, Leydig hücreleri oluşturmak üzere farklılaşan intersitisyel mezenkimal hücrelerin oluşumu ile başlar. Testosteron etkisi altında, mezonefrik kanallardan epididimisler ve duktus deferens oluşur (Pretzer, 2008).  SRY yokluğunda ovaryum farklılaşması gerçekleşir (Buergelt, 1997). Bununla birlikte, gelişmemiş dişi fetüste AMH salgılanmadığından; uterus, fallop tüpü ve vajinanın oluşması için Müller kanalı gelişir (Pretzer, 2008).


[bookmark: _Toc26096067]2.1.8. İlk Spermatogenik Dalga

İki faza ayrılan spermatogenezisin memeli hayvanlar ve insanlarda, ilk fazı doğumdan sonra başlayan ilk spermatogenik dalga ile karakterizedir (Silva ve ark, 2011). Spermatogenezin ikinci fazı olan olgun spermatogenezis, ilk spermatogenetik dalgadan sonra puberteye ulaşan hayvanlarda devamlı oluşan karakteristik spermatogenetik dalgalardan meydana gelir (Rodriguez ve ark, 1997). Ratta meydana gelen ilk spermatogenetik dalga, spermatogenezisin başlatılması ve gelişmesinin yanı sıra seksüel olgunlaşma ile testiküler gelişmede önemli bir katkıya sahiptir (Jahnukainen ve ark, 2004). İlk spermatogenik dalga sırasında testiküler somatik hücreler prolife olur ve olgunlaşırken, Sertoli hücreleri germ hücrelerini sarar ve destekler (Meehan ve ark, 2001). 
Ratlarda pubertenin başlaması ilk spermatogenik dalganın son bulmasıyla karakterizedir. Spermatozoonun tubulus lümeninde görülmesinin, büyük olasılıkla bu zamana denk geldiği düşünülmektedir (Aragon ve ark, 2005). Sperm üretimi immatür spermatogonyum popülasyonunun kendini yenilemesiyle başlar (Meehan ve ark, 2001). Erkek ratta spermatozoon ilk kez tubulus lumeninde 45-50 günlük zamanda görülmektedir (Aragon ve ark, 2005). Erkek farelerde ise doğumdan sonraki 35. günde tespit edilmiştir (Forand ve ark, 2009).


[bookmark: _Toc26096068]2.1.9. Spermatogenik Siklus

Seminifer tubullerin histolojik analizleri, bitişik germ hücrelerinin senkronize bir şekilde farklılaştığını göstermektedir. Böylece seminifer tubulün her bir bölümü hücre tiplerinin spesifik şekillerini ve hücre-hücre ilişkilerini gösterir. Bu da epitelyal bölümlerin farklı evrelerde sınıflandırılmasını sağlar (Kasuga ve ark, 1999). Bu evrelerin sayısı insanlarda 6, farelerde 12 ve ratlarda 14 olmak üzere her bir tür için farklılık göstermektedir (Şekil 6) (Caroppo, 2011; Meistrich ve Hess, 2013; Picut ve Remick, 2017). Bu evreler geleneksel olarak romen rakamları ile belirtilir ve belirli bir sırayı takip eder. Aşamaların sayısı, spermatogenik döngünün süresine, spermatogonia ve olgun sperm arasındaki oluşum sayısına ve spermatogonya'nın bölünme sıklığına bağlıdır (Vidal, 2018). İlginç bir şekilde rodentlerde birbirini takip eden aşamalar da mekânsal olarak bitişiktir. Böylece tüm seri tubuller boyunca bir ‘spermatogenik dalga’ olarak tanımlanabilir. Kemirgenlerde, herhangi bir özel aşama tubulün tüm çevresini kaplar ve spermatojenik dalganın tespitini oldukça basit hale getirir (Caroppo, 2011).
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[bookmark: _Toc26096263]Şekil 6. Türlere göre spermatogenik siklus (Vidal ve ark, 2018).

Ratın seminifer epiteli içinde aynı anda dört kuşak germ hücrelerinin senkronize gelişimleri, birbirlerini kesin olarak tanımlanmış bir sırada takip eden spesifik hücresel ilişkilere yol açar. Hücresel ilişki dizisinin tekrarlanan her bir birimi seminifer epitel döngüsü olarak adlandırılır (spermatogenik siklus) (Creasy ve Chapin, 2018). Memelilerde seminifer epitel döngüsü, her bir spermatogenik fazdaki germ hücrelerin spesifik hücre birlikteliklerinin tekrarlanabilir formlarındaki komşu hücrelerle ya da ‘aşama’lar ile karakterize edilir (Evans, 2012). Sıçan spermatogenik siklusun aşamalar (stage)  halinde ayrıntılı sınıflandırılması büyük ölçüde, periyodik asit Schiff (Periodic acid–Schiff / PAS) boyası kullanılarak görüntülenen spermatid akrozomunun gelişim morfolojisine dayanmaktadır (Ahmed ve de Rooij, 2009; Nakata ve ark, 2015). Sıçanlarda, rakamlarla gösterilen (1-19) 19 farklı spermatid gelişim aşaması, romen rakamları (I-XIV) ile belirtilen 14 farklı hücresel ilişkileri tanımlamak için bir işaret olarak kullanılır (Şekil 7) (Creasy ve Chapin, 2013; Xiao ve ark, 2014). 
Testislerin doğru evrelenmesi, PAS boyalı testiste spermatid akrozomunun yüksek büyütmede incelenmesini gerektirse de, hemotoksilen-eozin ile boyanmış testis kesitlerinde adluminal pozisyondan bazal pozisyona hareket eden ve tekrar geri dönen uzamış spermatidin konum ve şekli kullanılarak daha kolay bir evreleme metodu uygulanabilir. Döngünün bu evrelenmesi çoğu rutin inceleme için yeterlidir. Aynı zamanda uzmanların spermatogenik siklusun erken, orta ve geç evrelerini kolayca ayırt etmesini sağlayacaktır (Creasy ve Chapin, 2018).
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[bookmark: _Toc26096264]Şekil 7. Rat spermatogenik siklusu (Creasy ve Chapin, 2018).


[bookmark: _Toc26096069]2.1.10. Spermatogenik Siklus Dönemleri

Seminifer tubulün enine seri kesitleri incelendiğinde birbirini takip eden farklı gelişim aşamalarında erkek germ hücre şekilleri görülmektedir. Tubulusun bir bölümü içerisinde aynı evrenin tekrar görülmesi için geçen zaman, bir spermatogenik siklus olarak tanımlanmaktadır (Yan, 2000). Spermatogenezisin tamamlanması için gerekli olan siklus sayısı ve bir spermatogenik siklus içindeki evre/dönem sayısı türler arasında farklılık göstermektedir. Ratlarda bir spermatogenik siklus 14 evreye ayrılır (França ve ark, 1998). Ratlarda bir siklusun tamamlanması 12 gün sürer ve bir spermatogonyumdan spermatozoa oluşumu için 4 siklusa (48 gün) gerek vardır (Ventelä, 2003).
Spermatogenik siklus dönemlerinin sınıflandırılması için spermatid çekirdeği, akrozomun morfolojik özellikleri ve hücrede mitotik figürlerin bulunması veya bulunmaması gibi özellikler göz önünde bulundurularak değerlendirme yapılmaktadır (Hess, 1990; Ventelä, 2003). Testis içinde bu dönemler, seminifer tubullerin uzunluğu boyunca birbirini takip eden düzen içinde tekrar edilir. Rat testisinde her bir tubulus kesiti, 14 spermatogenik siklus evresinden birini gösterir ve spermiyogenezis 19 adımda gerçekleşir (Hess, 1990; França ve ark, 1998). Elektron mikroskobunun kullanılmasıyla seminifer epitel siklusundaki spermatidlerin gelişimi daha net bir şekilde incelenmiştir (Hess, 1990).
Dönem I
Siklusun 1-4. dönemleri yuvarlak spermatidlerdeki Golgi aygıtının net biçimde görünmesi ile tanınır. İlk dönem yoğun granül içermeyen birinci adım spermatidlerin görülmesi ve Golgi aygıtının belirlenmesiyle karakterizedir. Ayrıca bu dönemde 15. adım spermatidleri de belirlenmektedir.
Dönem II
Bu dönemin tanınması genellikle ikinci adım spermatidin Golgi aygıtında veziküllerle çevrelenmiş 0,3-0,6 µm çapta iki proakrozomik granülün tanınmasına bağlıdır.
Dönem III
Üçüncü adım spermatidlerde tek akrozomik granül, veziküller içinde lokalize olmuştur. Bu granüller 0,6-0,8 µm çapa sahiptir ve ikinci adımdaki proakrozomik granüllerden daha büyüktür. Vezikül, nükleer membranda biraz yassılaşmış olabilir. Golgi aygıtı ise vezikülün biraz yanında bulunabilir.
Dönem IV
Siklusun 4. dönemi esas olarak dördüncü adım spermatidlerde bir veya daha fazla akrozomik sistem konfigürasyonunun bulunmasıyla ayırt edilir. Akrozomik granül 0,8 ve 1,1 µm arası bir çapa sahiptir. Geç dördüncü adım spermatidlerde akrozomik veziküller, nükleer membrana doğru yaslanmıştır. Golgi aygıtı, oluşan akrozomik sistemin bir tarafında bulunur.
Dönem V
Yuvarlak spermatidlerin akrozomik sisteminin az eğri olması ve akrozomik granülün her iki yana doğru uzamış olması 5. dönem tubulusu olarak sınıflandırılır. Uzamış spermatidlerin çekirdeği 5. dönemde epitelin derinliğine doğru hareket eder. Bu dönemde spermatidler tubulus epiteli içine maksimum penetrasyon göstermiştir. On yedinci adım spermatidin başı, Sertoli hücre çekirdeğine bitişik olarak gizlenir.
Dönem VI
Akrozomik sistem altıncı adım spermatid nükleusunun yaklaşık dörtte birini kaplar. Küçük bazofilik granüllere sahip on sekizinci adım spermatidler lumene doğru göç etmiştir.
Dönem VII
Büyük bazofilik granüller lumen sınırındaki 19. adım spermatidlerin çekirdeği yanında yerleşmiştir. Akrozomik sistem 7. adım spermatid nükleusun neredeyse üçte birini kaplar. Ondokuzuncu adım geç spermatid nükleusunun eğriliği dikkat çekicidir.
Dönem VIII
Siklusun 7. döneminden 8. döneme geçişte, bazofilik granüller 19. adım spermatidin baş bölgesine doğru hareket eder ve burada birleşirler. Sekizinci adım spermatidin nükleusu ve akrozomik sistemi sitoplazmanın bazal kutbuna doğru yerleşir. Bu dönem için tipik özellik Sertoli hücresinin nükleusunun bazal membrandan uzağa yerleşmesidir. Siklusun 8. döneminde 19. adım spermatidler serbest bırakılır.
Dönem IX
Bu dönemin tanınması için önemli iki özellik, dokuzuncu adım spermatidin akrozomik sisteminin uzaması ve epitel içinde artık kitlelerin bulunmasıdır. Aynı zamanda lumen sınırında 19. adım spermatidler dizilmezler.
 Dönem X
Siklusun 10. dönemi kolaylıkla 9. dönemden ayırt edilir. Geç 10. adım spermatidin akrozomik sistemi nükleusun apeksinden kaudal bölgesine doğru uzar. Spermatid nükleusunun sagital bir kesiti V biçimli bir yapı gösterir.
Dönem XI
Akrozomal-nükleer açıdaki sagital kesitte nükleus çapı ayırt edici bir özelliktir. On birinci adım spermatidlerin, akrozomik sistemi ve nükleusu kaudal bölgeye doğru keskin bir açıda çıkıntı yapar.
Dönem XII
Siklusun 11 ve 12. dönemleri arasında spermatid değişimi en yüksektir. Yoğunlaşmış çekirdeğe sahip onikinci adım spermatidlerin sivri akrozomik uçları kesit düzleminde görülmektedir.


Dönem XIII
Geç 13. adım spermatidde akrozomik sistem nükleusun ventral tarafında çıkıntı yapar ve nükleer apex kromatin yoğunluğundan dolayı yoğun şekilde boyanır. Dikkat çekici çekirdekçiğe sahip geniş diploten spermatositler bu dönemde tipiktir.
Dönem XIV
Siklusun 14. dönemi sadece mitotik figürler (mayoz I veya mayoz II) ve/veya sekonder spermatositler bulunduğunda tanımlanır (Hess, 1990).
A (Mayoz I)
İlk mayotik bölünme, spermatosit sitoplazmasının merkezinde saçılmış görünümde kromatin yığınından oluşmuş büyük mitotik figürlerin bulunmasıyla tanınır.
B (Mayoz II)
Sekonder spermatositler yuvarlak spermatidlerden tipik olarak daha geniştir. Mayoz II, merkeze yerleşmiş yoğun kromatin kümelerinden oluşmuş mitotik figürlerin bulunmasıyla belirlenir.
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Gelişim sürecinin erken döneminde ve erişkin testiste apoptozisin devamlı olarak meydana gelen bir süreç olması, testiste farklı hücre tiplerinin homeostazisinin korunması için gereklidir (Sharma ve ark, 2014). Testiste mevcut olan iki önemli apoptotik yolun birincisi ekstrinsik veya hücre yüzey reseptör aracılı apoptozis, ikincisi ise intrinsik veya mitokondri aracılı apoptozistir. İlk germ hücre apoptozisi, fötal yaşam döneminde epiblasttan köken alan primordial germ hücrelerinin gonad taslaklarına göçü sırasında oluşmaktadır. Bu dönemde hücrelerin fazla sayıda apoptozise uğramasında çoğunlukla Bcl-x ve Bax genleri aracılık etmektedir (Shaha ve ark, 2010). Testisin farklılaşması ve germ hücreleri ile Sertoli hücreleri arasındaki sayısal dengenin sağlanmasında apoptozisin önemli bir rolü vardır. Bu dönemde apoptozisde oluşacak bir bozukluk, fenotipik bir erkek infertilitesinin oluşumuna katkıda bulunur (Aitken ve ark, 2011).
Hayvanlarda kriptorşidizmi indükleyen birçok deneyde, DNA hasarının neden olduğu germ hücrelerinin apoptozunda bir artış olduğu bildirilmiştir. Bu da erkek germ hücresinde özellikle DNA hasarının apoptozisin öncüsü olduğunu göstermektedir (Durairajanayagam ve ark, 2015). Son zamanlarda FSH ve testosteronun, germ hücre apoptozunu kontrol eden sağkalım faktörleri olarak rol oynadığı kanıtlanmıştır. Seminifer epitelin ısı, radyasyon ve soğuk gibi çevresel uyaranlara duyarlılığı, germ hücre ölümünü teşvik eden faktörler olabilir (Blanco-Rodríguez ve Martínez-García, 1997). Programlanmış germ hücre ölümü, gonadotropinler ve testiküler testosteron eksikliği, Sertoli hücre toksinleri ve kemoterapotik ajanlar gibi birçok apoptotik uyarıcı ile uyarılabilir (Hikim ve ark, 2003a). Yapılan çalışmalar ile gonadotropinlerin ve testisdeki testosteron yoksunluğunun, preleptoten ve pakiten spermatositler ile 19. adım yuvarlak spermatidlerin dahil olduğu VII-VIII. dönemdeki yuvarlak ve uzun spermatidleri kapsayan germ hücrelerinde apoptozise neden olduğu bildirilmiştir. Geçici ısıya maruz kalma, spermatogenik döngünün farklı aşamalarında apoptozun aktivasyonunu da indükler (Hikim ve ark, 1997; Hikim ve ark, 2003b; Hikim, 2011).
Testiküler hipertermi, erken ve geç evrelerde germ hücre apoptozisini indükler. I.’den IV. aşamaya kadar olan pakiten spermatositler ve erken spermatidler ile XII.’den XIV. aşamaya kadar olan aşamalardaki geç spermatositler ısıya en duyarlı olanlardır. Gerçekten de, hormon eksikliği ve testiküler hipertermiden sonra spermatogenezisin regresyonunun düzenlenmesinde germ hücre apoptozisi önemli rol oynar (Hikim, 2011). Yaşamın ilerleyen dönemlerinde çevresel toksik maddeler, kemoterapotik ajanlar ve ısı gibi etkenlere maruz kalınması sonucu meydana gelen germ hücre hasarlarının elimine edilmesinde de apoptozisin önemli bir rolü bulunmaktadır (Wang ve ark, 2007).


[bookmark: _Toc26096071]2.1.12. Spermatogenik Hücrelerde Bulunan Hsp70 Proteinleri

Isı şok proteinleri 70 (Heat shock proteins 70 / Hsp70); diğer proteinlerin katlanma işlemine, transport ve hücre içindeki multiprotein komplekslerinin oluşturulmasına yardım eden moleküler şaperonlar olarak hizmet ederler. Spermatogenik hücrelerde, ER’de bulunan GRP78 ve mitokondri içinde bulunan GRP75 dahil olmak üzere en az 7 adet Hsp70 proteini vardır. Bununla birlikte, çoğu Hsp70 proteini, sitoplazma içinde yerleşik bulunmaktadır (Goldberg, 2000). Hsp70-2 ile Hsp70T, gelişimsel olarak düzenlenmiş ve yalnızca spesifik olarak spermatogenik hücrelerde eksprese edilen Hsp70 ailesinin iki üyesidir. Hsp70-2 proteini, spermatogenezin mayotik fazında sentezlenir ve pakiten spermatositlerinde bol miktarda bulunur. Yapılan bir çalışmada, Hsp70-2’nin mayozda yer alan proteinler için bir şaperon olup olmadığını anlamak için nakavt prosedürü kullanılarak Hsp70-2 bulunmayan erkek farelerin infertil, Hsp70-2 bulunmayan dişilerin ise fertil olduğu bulunmuştur (Eddy, 1999).
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Spermatogenezisi ve androjen biyosentezini teşvik etme rolü bulunan erkek hipotalamik-hipofiz-gonodal eksen çok hassas bir kontrol sistemidir. Bu eksen birçok seviyede çalışan, karmaşık, dinamik, kontrol edilen ve çok iyi bir şekilde düzenlenmiş bir sistemdir.   Hipotalamus, hipofiz ve testisler,  kendi sentezlerini ve sekresyonlarını kontrol etmek için reprodüktif eksen içerisinde birçok aşamada feedback hormonlarını ve peptidleri salgılarlar. Hipotalamustaki spesifik nöronlar tarafından GnRH salgılanır (Hwang ve ark, 2013). GnRH hipofizyal portal dolaşım yoluyla ön hipofiz bezine taşınır. Burada GnRH, LH ile FSH sentezi ve salgısını düzenlemek için, belirli bir hipofiz hücre tipi üzerinde, kendine ait reseptörlerine bağlanırlar (Bliss ve ark, 2010). Gonadotropinler sırayla sistemik sirkülasyona salgılanarak, spermatogenez ve androjen biyosentezini düzenlemek için testislere etki gösterirler. Sonrasında, gonadal steroidler ve peptitler sistemik sirkülasyona salgılanarak, hem pozitif hem de negatif feedback döngülerinde hipotalamik ve hipofiz fonksiyonunu modüle etmeye çalışırlar (Caroppo, 2009).
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Endoplazmik retikulum (endoplasmic reticulum / ER) kese şeklinde yapılar ve tubullerin oluşturduğu son derece dinamik bir ağdan oluşmuş organeldir. Yapısal ve işlevsel olarak farklı olan granüllü ve granülsüz ER olmak üzere iki tür ER vardır. Granüllü ve granülsüz ER sitoplazmik yüzeyinin ribozomlar ile kaplı olup olmamasına göre adlandırılmıştır. Granüllü ER’nin sitoplazmik yüzeyinde ribozomlar bulunmaktadır (English ve ark, 2009; Kocamış, 2016). Yüzeyi ribozomlarla kaplı olan granüllü ER protein sentezi, sekresyonu, katlanması, posttranslasyonel modifikasyon ve transportta önemli bir rol oynar. Granüllü ER özellikle antikor üreten plazma hücreleri ve insülin salgılayan β hücreleri gibi sekretör hücrelerde bol olarak bulunur. Ribozom bulunmayan granülsüz ER temel olarak protein sentezinden sorumlu değildir. Ancak lipit sentezi, kolesterol sentezi, steroid hormon sentezi, endojen ve ekzojen maddelerin detoksifikasyonu, karbonhidrat metabolizması ve kalsiyum homeostazisinin sağlanmasında temel olarak görev alır (Alias ve Gnanasekaran, 2015).
Sekretuvar yol boyunca taşınan olgunlaşmamış / yeni proteinlerin olgunlaşması ve katlanması ER’nin temel fonksiyonudur (Urra ve ark, 2013). ER lipit, glukoz, kolesterol ve protein metabolizmasını düzenlemek için çeşitli metabolik sinyaller ve yollara entegre olan özel bir organeldir. Golgi ile birlikte, doğru katlanan proteinlerin salınmasını ve taşınmasını kolaylaştıran ER protein sentezinin esas yeridir (Vitale ve ark, 1993; Tsoukas ve Mantzoros, 2016). ER membranına tutunmuş ribozomlar lümende yeni peptidlerin (de novo peptides) translasyonunu gerçekleştirir. ER’nin lümenindeki glikoz düzenleyici protein, kalneksin ve kalretikulin gibi protein şaperonlar yeni oluşan peptidlerin doğru katlanmasına yardımcı olur ve katlanmamış ve yanlış katlanmış öncülerin birikimini önlerler (Gregor ve Hotamisligil, 2007). Proteinler yapısal olarak sağlamlaştıktan sonra son modifikasyonlar için Golgi aygıtına salınır ve hücresel hedeflerine taşınırlar. Plazma hücreleri, karaciğer hücreleri ve pankreatik β hücreleri gibi yüksek salgı kapasitesi için özelleşmiş hücrelerin, artan protein sentezi talebini karşılamak için ER kapasitelerini genişletebilecekleri bilinmektedir (Federovitch ve ark, 2005). Yalnızca doğru katlanan proteinler Golgi aygıtına taşınırken, doğru katlanmamış proteinler ya katlanma işlemini tamamlamak için ER’de tutulur ya da ER ilişkili bozunmaya (endoplasmic-reticulum-associated protein degradation / ERAD) uğramak için sitozole aktarılır. Fizyolojik koşullar altında ER’de protein yükü ve katlanma kapasitesi arasında bir denge vardır (Bravo ve ark, 2013). 
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İç membran sistemi için çözünebilir proteinlerin yanı sıra, transport ve membran proteinleri, granüllü ER’nin sitozolik tarafında tutunmuş ribozomlar aracılığıyla sentezlenir (Şekil 8). Aslında ökaryotlardaki bütün proteinlerin yaklaşık üçte biri, salgı yolunu hedef alan, ER proteinlerinin en büyük fonksiyonel gruplarından biri olan polipeptitlerin sentezi ve translokasyonunda yer alan proteinlerdir (Chen ve ark, 2010).
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[bookmark: _Toc26096265]Şekil 8. ER’nin ana fonksiyonları (Agostinis ve Afshin, 2012).

Polipeptit ribozom üzerinde sentezlendiğinden, bir amino terminal sinyal dizisi onu ER membranı boyunca protein translokasyonunun gerçekleştiği, iletken bir kanal olan Sec61 translokonuna yönlendirir (Osborne ve ark, 2005). Proteinlerin sentezlendikten sonra, uygun şekilde katlanıp kendi doğal konformasyonlarına işlenmeleri gerekir. Bu işlem proteinlerin ko-translasyonel (protein sentezi sırasında) ve post-translasyonel (protein sentezi sonrasında) modifikasyonunu katalize eden spesifik enzimler ile yeni sentezlenmiş proteinin doğru katlanmasını kolaylaştıran şaperonlar tarafından gerçekleştirilir. Proteinlerin modifikasyonları arasında, disulfit bağlarının oluşumu, ER’de sinyal peptidini içeren amino asitlerin proteinden ayrılması, N-bağlı glikolizasyon ve proteini zara bağlayan bir tür bağ eklenmesi yer almaktadır (Agostinis ve Afshin, 2012). Granüllü ER lumeni, proteinlerin katlanması ve olgunlaşması için ideal bir ortamdır. Hücrenin geri kalanından farklı olarak, disülfit bağlarının oluşumunu teşvik eden oksitleyici bir ortamın varlığının yanı sıra; Hsp, oksidoredüktazlar, lektinler, glikan modifiye edici enzimler ile proteine son halini vermek için birlikte çalışan ko-faktörleri kapsayan protein şaperonları ve katlanma enzimlerinin (foldazlar) kompleks ağını içerirler (Anken ve Braakman, 2005).
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Şaperonlar, yeni oluşacak olan polipeptid zincirlerinin kendi doğal yapılarına uygun şekilde katlanmasına yardımcı olan ve birikimlerini önleyen proteinlerdir. Bu yeni oluşacak olan polipeptid zincirlerine uygun üç boyutlu konfigürasyonun oluşması için uygun ortam sağlayan, çok özel bir dizi şaperon ve katlanma enzimleri ER’de sentezlenir (Beissinger ve Buchner, 1998; Hartl ve ark, 2011). Yeni oluşacak polipeptid zinciri için bir sinyal dizisi üretilir üretilmez, oluşan polipeptid hızlıca ER lümenine transfer edilerek şaperon ve katlanma enzimleri ile hemen etkileşime girer. Şaperonlar sıklıkla protein-protein kümelerinde bulunurlar, bu da birden fazla proteinin belirli bir zamanda bir substrat üzerinde çalışmasına izin verir (Velasco ve ark, 2019). Şaperonlar bir substratı uygun katlama yolu boyunca yönlendirir, böylece biyolojik olarak fonksiyonel olan ve ER lümenindeki yanlış katlanmış proteinlerin birikmesini önleyen uygun şekilde katlanmış bir protein üretirler (Özcan ve ark, 2006). ER’de kalite kontrolünü sürdürmek için görev yapan, Hsp’ler ve lektinleri içeren ana ER şaperonları mevcuttur. Kalneksin ve kalretikulun gibi lektinler, substratlarını bir glukoz parçası aracılığıyla bağlayan şaperon proteinleridir (Williams, 2006). Kalite kontrol açısından, lektinlerin uygun konformasyonlarda katlanmayan substratların döngüsüne dahil olduğu düşünülmektedir. Bu sürekli olarak yanlış katlanmış proteinlerin bozulması için önemlidir. Isı şok proteinleri uygun protein katlanmasını kolaylaştıran ve genel ER kalite kontrolünü sürdürmek için lektinler ile birlikte çalıştığı düşünülen bir şaperon sınıfıdır. Endoplazmik retikulumda bol miktarda bulunan ısı şok proteini GRP78'dir (Teodoro, 2012).
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GRP78, endoplazmik retikulum ana şaperonu olan glikoz düzenleyici protein, ısı şok ailesinin (Hsp70) bir üyesi olan ve aynı zamanda immunoglobulin bağlayıcı protein (binding immunoglobulin protein / BIP) olarak da bilinen 78 kDa’lık proteindir (Imai ve ark, 2017). Şaperon görevinin dışında GRP78 ER’de birkaç görevi daha üstlenmektedir. GRP78 tüm hücre tiplerindeki rolleri;  translokon kanalı aracılığıyla ER lümenine yeni polipeptit zincirlerinin geçişi, birikimi önlemek için yeni oluşan polipeptit zincirlerin hidrofobik kısımlarına bağlanması, ER lümeninde yüksek konsantrasyonlarda depolama için Ca+2 'nın bağlanması, katlanmamış protein yanıtının düzenlenmesi ve ERAD aracılığıyla yanlış katlanmış proteinleri yıkımlanmaları için yönlendirmek şeklinde sıralanabilir (Lièvremont ve ark, 1997; Shen ve ark, 2002; Cortini ve Sitia, 2010).
GRP78'in yapısı temel olarak bir nükleotid bağlama alanı (nucleotide binding domain / NBD) ve bir substrat bağlama alanı (substrate-binding domain / SBD) içerir. NBD ATP’ye bağlanırken, SBD substrat peptit / proteini, kısmen katlanmış protein formunda bağlar (Yang ve ark, 2015). GRP78 fonksiyonu sırasında iki temel konformasyonel değişikliğe uğrar. Bu yapılar açık ve kapalı konformasyon olarak adlandırılır. Açık konformasyon, bu nükleotidin nükleotit bağlanma alanına tutunduğu ATP’ye bağlı durumdur. Kapalı konformasyon, NBD ve SBD gibi iki ana alan arasında sadece küçük bir etkileşimin olduğu ADP’ye bağlı durumdur (Mayer, 2013; Gurusinghe ve ark, 2018). Genellikle GRP78, ATP’ye bağlı durumdadır, geri dönüşümlü bir şekilde bağlanmıştır. GRP78 proteininin önemli bir özelliği, NBD bölgesinin kendisinin ATP'yi tamamen hidrolize etmek için yeterli olmayan zayıf bir ATPase aktivitesinin olmasıdır. Bundan dolayı kendiliğinden hidroliz meydana gelmez. Proteinler veya polipeptitler, translasyondan sonra ribozomlardan salındığında, bunlar substrat bağlanma alanı tarafından tanınacaktır (Gurusinghe ve ark, 2018).
GRP78’in önemli bir rolü de UPR düzenleyici olmasıdır. Bu, GRP78'in ER'de fazla miktarda mevcut olması ve ER'deki tüm GRP78'in yeni oluşan polipeptid zincirlerini aktif olarak bağlamasıyla gerçekleştirilmektedir. GRP78, UPR sinyal iletim yollarına aracılık eden üç ER-yerleşik transmembran proteininin lümenal alanlarına bağlanarak onları inaktif olarak konumlanmalarını sağlar (Chen ve ark, 2002; Shen ve ark, 2002). Protein sentezi için talep artışı olduğu zaman UPR sinyal proteinlerini bağlayan GRP78, yeni oluşacak olan polipeptid zincirlerinin oluşumuna katılır ve böylece inhibitör etkisi ortadan kalkarak UPR sinyal moleküllerini aktivite eder. UPR sinyal molekülleri aracılığıyla oluşan aktivasyon GRP78 ekspresyonunu upregüle eder (Haze ve ark, 1999). Bu şekilde, protein üretimine olan talebin arttığı zamanlarda ER kapasitesini arttırmaya çalışır. Ayrıca bu durum ER kapasitesini iyileştirmeyi ve UPR sinyal moleküllerini kapatmayı sağlar (Teodoro, 2012).
Bir ER şaperonu olarak asıl rolünün yanı sıra, ER lümenine yerleşmiş katlanmış polipeptitlerin katlanmasına yardım eden GRP78, çeşitli başka fonksiyonlara sahiptir. Bunlar; Sec61 translokonunun lümen tarafını kapatarak ER membranının geçirgenliğini korumak, ERAD için hedef proteinleri belirlemek ve kalsiyumun tutulmasını sağlamaktır. Ek olarak GRP78, ER lümeninde katlanmış proteinler birikmesiyle ER homeostazı ele geçirildiğinde oluşan ER stresinde yanıtın ana düzenleyicisi bir protein olarak görev görür (Şekil 9) (Hartley, 2009).
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[bookmark: _Toc26096266]Şekil 9. ER’de GRP78’in fonksiyonları (Hartley, 2009).
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Bir polipeptit zinciri içindeki asparajinin aminine bağlanan oligosakkaritler, N-glikanlar olarak adlandırılır. N-bağlı glikozilasyon, polipeptit zinciri ER'de katlanırken başladığından ve protein katlandıktan sonra Golgi aygıtında devam ettiğinden, bir ko-translasyonun yanı sıra post-translasyon modifikasyonudur (Agostinis ve Afshin, 2012). Proteinlerin asparajin kalıntılarına glikanların bağlanması, ökaryotlarda bol miktarda ve yüksek oranda korunmuş temel bir modifikasyondur. N-glikozilasyon işlemi, bir lipit bağlı oligosakkaritin (lipid linked oligosaccharides / LLO) birleştirilmesi ve oligosakkaritin polipeptit zincirlerinin seçilmiş asparajin kalıntılarına aktarılması olmak üzere iki temel fazı içermektedir. LLO'nun biyosentezi, ER zarının her iki tarafında yer alır. Ayrıca bu biyosentez, dallanmış oligosakkaritin bir araya getirilmesini katalize eden bir dizi spesifik glikoziltransferaz içerir (Breitling ve Aebi, 2013). Oligosakkaritler, polipeptit zincirindeki asparagin (Asn) aminine bağlanır ve N-glikan olarak isimlendirilir. ER'de polipeptit zinciri katlanmaya devam ederken N-bağlı glikolizasyon başlar. Protein katlanması tamamlandıktan sonra Golgide devam eder ki bu durum translasyonun devamı olduğu kadar, translasyon sonrası modifikasyondur. N-bağlı glikolizasyon için, polipeptit zincirindeki Asn-X (prolin dışında herhangi bir aminoasit)-Ser/Thr kısmında amino asit sekansı ile uyum gerekir (Agostinis ve Afshin, 2012). 
Oligosakariltransferaz (OST), polipeptit zincirlerinde Asn-X-Ser / Thr konsensüs dizisini seçer ve asparajinin yan zincir amidi ile oligosakkarit arasındaki N-glikosidik bağı oluşturur. Bu ER-lokalize yol, ökaryotik hücrelerde N-glikoproteomun geniş çeşitliliğini meydana getiren, N-bağlı glikanların Golgi-katalizli modifikasyonunun temeli olan proteomun sistemik bir modifikasyonuyla sonuçlanır (Breitling ve Aebi, 2013). Proteinler üzerindeki glikanların varlığının dayanıklılık ve çözünürlüklerini etkilediği bilinmektedir. Ayrıca glikan çekirdeği katlama işlemlerine katkıda bulunabilir (Culyba ve ark, 2011). N-glikanların terminal kalıntıları, ER'de protein katlanmasının kalite kontrolünde önemli bir rol oynar. Sonuçta glikan sinyalleri bir proteinin doğru katlanıp katlanmadığını gösterir. Yine bu sinyaller, proteinlerin Golgide olgunlaşmasını sürdürmelerini, proteinler doğru katlanmadığında ve bozulduğunda ise oluşan hasarlı proteinlerin glikan sinyalleri aracılığıyla ER’den uzaklaştırılmasını sağlar (Aebi ve ark, 2010). Bu nedenle, proteinlere aktarılacak olan oligosakkaritin eksiksiz olması çok önemlidir. Oligosakkaritin bu “kalite kontrolüne” oligosakaritransferazın substrat özgüllüğü aracılık eder (Breitling ve Aebi, 2013).
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Hücrede proteinlerin katlanmasında primer sorumlu organel ER iken, ikincil katlanma bölgesi sitozoldür. ER’de proteinlerin katlanması ile aynı zamanda proteinlerin posttranslasyonel modifikasyonlarının olması sitozole göre ER’deki protein katlanmasının daha karmaşık olduğunu gösterir. ER’deki protein katlama süreci, foldazlar, şaperonlar ve lektinlerin dahil olduğu üç grup protein ile N-ilişkili oligosakkaridlerin işlenmesinden sorumlu enzimleri içermektedir. Protein katlanmasındaki basamakları katalizleyen enzimler olan foldazların en önemli üyeleri peptidil-prolil izomerazlar ve protein disülfit izomeraz (protein disulfide isomerase / PDI)’lardır (Schröder ve Kaufman, 2005b; Braakman ve Hebert, 2013). ER’de bulunan moleküler şaperonlar, proteinlerin katlanmayan bölgelerini kapatarak protein katlanmasına aracılık ederler. Katlanmamış proteinlerin ER’de birikmesi ve ER’de bulunan moleküler şaperonlarla öncelikli etkileşimi, ER’deki kalite kontrol mekanizmasının bir diğer yolunu oluşturmaktadır (Ni ve Lee, 2007).
ER, protein katlanması ve olgunlaşması için uygun, yüksek derecede oksitleyici bir ortama sahiptir. Memeli hücrelerinde, ER’yi kuşatan proteinler hidrofobik sinyal dizileri aracılığıyla ER’ye yönlendirilir (Delic ve ark, 2010; Nilsson ve ark, 2015). Bu proteinler ER'ye translasyonel olarak aktarılır ve katlanma birkaç aşamada gerçekleşir. İlk olarak proteinlerin katlanmasında, proteinler ER membranının Sec61p translokon kompleksi içinden geçerken katlanma gerçekleşir. İkinci olarak, post-translasyon katlanma, tamamlanan polipeptitin ribozomdan salınması sonucu oligomerik düzeneğin meydana gelmesinden sonra gerçekleşir (Naidoo, 2009). ER'de yüksek konsantrasyonda bulunan şaperonlar ve katlanma enzimleri katlanmanın her aşamasına katılırlar. Ayrıca bunlar, kalite kontrolünün de tüm aşamalarına katılırlar. ER’deki sıkı kalite kontrol, eksik dizayn edilmiş ve düzgün katlanmamış proteinlerin bu şekilde sitozole salınımının önlenmesini sağlarlar. Hidrofobik bölgelerin oluşması ve eşleşmemiş sisteinlerin toplanma eğilimlerinin bulunması, yeni oluşan proteinlerin şaperonlar ve katlama sensörleri tarafından tanınan özelliklerinden bazılarıdır (Naidoo, 2011).
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ER'nin ana fonksiyonlarından biri, salgı yolunu hedef alan proteinlerin sentezidir. ER'de sentezlenen proteinler, N-glikolizasyon ve disülfit bağlarının oluşumu gibi post-translasyonel modifikasyonların ardından uygun şekilde katlanmış doğal yapısı meydana gelir. Sadece doğru katlanmış proteinleri dışa aktarmak için ER, protein katlanmasını kolaylaştıran çeşitli şaperonlara ev sahipliği yapar. Aynı zamanda bu şaperonlar, katlanmamış proteinlerin ER'de tutulmasını ya da uygun katlamanın elde edilememesi durumunda bozulmasını sağlayan kalite kontrol sisteminin bir parçası olarak işlev görürler (Bravo ve ark, 2013). Kalneksin ve kalretikulin gibi lektinler, ER kalite kontrol sisteminde şaperon olarak önemli roller oynamaktadırlar. Daha önce belirtildiği gibi, ER'deki çoğu yeni polipeptit zinciri katlama işlemini kolaylaştırmak için N-glikolize edilmektedir (Schröder, 2008). N-glikolizasyon sonrasında, hedef protein üzerindeki bir asparagin kalıntısına dallanmış bir oligosakkarit bağlanarak yeni oluşacak proteinin hidrofilikliği artırılır. Kalneksin ve kalretikulin, bir terminal glikoz kalıntısı içeren glikolize edilmiş substratlara bağlanır ve protein-protein agregasyonunu inhibe ederek protein katlanmasına yardımcı olur. Ek olarak kalneksin ve kalretikulin, ER’de kısmen katlanmış ve katlanmamış proteinleri yakalar (Hebert ve ark, 2005). Düzgün bir şekilde katlanmış proteinler glukosidaz-II ile deglükolize edilirken, yanlış katlanmış proteinler glikoprotein glükoziltransferaz ile reglukolize edilir ve ER'de tutulur (Hebert ve Molinari, 2007). Her bir reglukolizasyon ya da deglukolizasyon döngüsünde katlanma girişimleri, α-manosidaz I yoluyla demannozilasyon oluşana kadar devam eder. Demannozile edildikten sonra glikoproteinler, glukozidaz II ve glukozil transferaz için daha zayıf bir substrat haline gelir, böylece yeni glikolizasyon döngülerine girmeleri önlenir (Hebert ve ark, 2005). 
ER-bozunumunu arttırıcı alfa-mannosidaz benzeri protein (ER degradation-enhancing alpha-mannosidase-like protein / EDEM) gibi diğer lektinler, demannozilasyon prosesini hızlandıran, temel olarak yanlış katlanmış proteinlerin alıcıları olarak çalışmaktadır. EDEM'in aşırı ekspresyonu, protein bozulmasını büyük ölçüde hızlandırırken, düşük regülasyonu katlama girişimlerini uzatmakta ve protein bozulmasını geciktirmektedir (Molinari ve ark, 2003; Olivari ve ark, 2006). Genel olarak ER kalite kontrol sistemi, doğru şekilde katlanmış proteinlerin ER'yi terk etmesini sağlarken, hatalı veya yanlış katlanmış proteinlerin ER'de tutulmasını ve yıkımlanmasını sağlarlar (Bravo ve ark, 2013).
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Endoplazmik retikulum, protein katlanması, lipit biyosentezi, kalsiyum ile redoks homeostazının dahil olduğu hücrenin homeostazında ve hayatta kalmasında önemli rollere sahip özel bir organeldir (Rutkowski ve Kaufman, 2004). ER'nin lümeni, uygun protein katlanması için temel bölgedir. Bu alan GRP78 (BIP), GRP94, PDI, kalneksin ve kalretikulin dahil moleküler şaperonlar ve katlanma enzimleri içerir. Sadece düzgün bir şekilde katlanmış proteinler Golgi organeline iletilirken, tamamen katlanmamış proteinler, katlama işlemini tamamlamak için ER'de tutulur veya ER ile ilişkili bir bozulmaya uğramak üzere sitozole iletilir (Ozcan ve Tabas, 2012). Fizyolojik koşullar altında, ER’nin protein yükü ve katlama kapasitesi arasında bir denge vardır. Artan protein sentezi, yanlış katlanmış protein birikimi, ER'nin kalsiyum veya redoks dengesindeki değişiklikler nedeniyle ER homeostazındaki bozulma, ER stresi olarak adlandırılan bir duruma yol açar (Ron ve Walter, 2007).
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Şaperonlar, bir protenin katlanmış veya katlanmamış olduğunu tanırlar. Bir proteinin diğer proteinin katlanmadığını fark etmesi, BIP ve UDP (Uridine diphosphate / Uridin difosfat) glukoz glikoprotein glikoziltransferaz (UDP-glucose: glycoprotein glucosyltransferase / UGGT) aracılığıyla gerçekleşmektedir (Schröder ve Kaufman, 2005a).
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İmmunglobin bağlayıcı protein, ER’de en bol bulunan ve birçok rolde görev alan şaperondur. N-terminal ATPaz ve C-terminal peptit bağlayan alan içeren sitosolik Hsp70’e benzerdir. Bir şaperon olarak BIP, katlanmamış bölgedeki hidrofobik kalıntılar ile proteinlere bağlanarak katlanmamış proteini tanırlar (Ni ve Lee, 2007; Määttänen ve ark, 2010). Katlanma aşamasındaki proteinlerle ilişkisi olmayan BIP yanlış katlanmış ya da katlanmamış olan proteinlere bağlanırlar. ATP bağlı formdaki BIP, düşük afiniteli substratları bağlar. Substrat bağları, peptit bağlılar için yüksek afiniteye sahip olan ADP-bağlı formları oluşturmak için BIP’in ATP az aktivitesini stimüle eder (Schröder ve Kaufman, 2005a). Protein çekirdeğinde gömülü olan β-iplikçiklerindeki hidrofobik peptitler gibi kısa oluşumların, BIP aracılığıyla bağlandıkları peptitlere bağlanma deneyleri ile gösterilmektedir. Böylece, katlanmayan proteinin termodinamik özelliği onun yüzeyindeki hidrofobik bölgelerin ortaya çıkarılmasıyla BIP tarafından farkedilmektedir (Gething, 1999).
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Kalneksin döngüsündeki bir protein aracılığıyla katlanmamış glikoproteinin fark etmenin en iyi kanıtı UGGT varlığıdır. UGGT, ER’de yüksek mannoz oligosakkaritleri taşıyan katlanmamış proteinlere UDP-glikozdan bir kısım glikoz ekleyen eşsiz bir durum olarak belirlenmiştir. UGGT substrat olarak katlanmamış proteinleri tanıyan bir moleküler şaperondur (Määttänen ve ark, 2010).


[bookmark: _Toc26096084]2.3.2. ER Stresi Nasıl Algılanır?

Stres düzenleyici olan ER protein kinaz RNA benzeri ER kinaz (ER-resident protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase / PERK) ve inositol gerektiren protein–1 (inositol requiring enzyme 1 / IRE1) ER’de bozulmuş protein katlanması ile ilişkili olarak, oligomerizasyon aktivasyonuna neden olan enzimlerdir. Hem PERK hem de IRE1, ER lümeninde bulunan ve katlanmamış proteinleri algılayan alanlar içermektedir. Bu alanların katlanmamış protein yükünü nasıl algıladığı açıklamak için üç model önerilmiştir. Birincisi, katlanmamış proteinlerin doğrudan IRE1 ve PERK'in luminal alanlarına bağlanması ile açıklanan ‘doğrudan tanıma modeli’dir (Şekil 10a) (Ron ve Walter, 2007; Hetz, 2012). İkinci olarak ise, ER’de bol miktarda bulunan BIP şaperonuna bağlanması ile PERK ve IRE1’in inaktif duruma getirildiğini gösteren ‘dolaylı tanıma modeli’dir (Şekil 10b) (Zhang ve Wang, 2012). Bu BIP'ın IRE1 ve PERK'nin lümenal bölgelerine bağlanmasıyla aktivasyonun baskılandığı durumdur. Son olarak ise, hem BIP ayrışmasının hem de peptid bağlanmasının sensör aktivasyonuna neden olduğunu öneren ‘melez tanıma modeli’dir (Şekil 10c) (Ron ve Walter, 2007).
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[bookmark: _GoBack]ER, bir kalite kontrol sistemi ile yüksek oranda yeni oluşan proteinlerin katlanma ve birleştirilme sırasında meydana gelen sorunlarına karşı uyum sağlamaya çalışır. Proteinler, mutasyonlar, şaperon-protein etkileşimini teşvik etmek için yetersiz hücresel enerji ve şaperon kapasitesi, ER’de Ca+2'nin tükenmesi ve ER redoks durumunun bozulması gibi çeşitli faktörlerden dolayı yanlış katlanabilirler (Hartley, 2009). Yanlış katlanan veya katlanmayan proteinlerden kaynaklanan ER stresiyle başa çıkabilmek için hücreler, hasar seviyesine bağlı olarak homeostazın iyileşmesini düzenleyen veya apoptozu tetikleyen dinamik bir sinyalleşme ağı olan katlanmamış protein yanıtını (UPR) aktive ederler (Hetz ve ark, 2015). Amacı ER stresini hafifletmek ve ER homeostazını geri kazandırmak olan UPR, bu fonksiyonunu işlevsel olarak dört farklı etki ile sonuçlanan, koordineli bir yanıtın uyarılması ile gerçekleştirir. Bunlar, ER katlama yükünün azaltılması için translasyonda geçici bir azalma, ER'nin katlama kapasitesini arttırmak için ER şaperonlarının miktarında bir artış, geri dönüşümsüz olarak yanlış katlanmış proteinlerin yıkımlanmalarını artırmak için ERAD ile ilişkili genlerin translasyonun da bir artıştır. Son olarak, eğer stres kronik ve hücrenin iyileşmesi çok zor ise, UPR apoptozu uyarır (Hartley, 2009; Tabas ve Ron, 2011). 
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ER stresine cevap oluşturarak ER’de yeniden homeostazis oluşturmayı sağlayan UPR, birkaç sinyal yolunun aktivasyonu aracılığıyla meydana gelmektedir (Schröder ve Kaufman, 2005b; Ron ve Walter, 2007). Her biri özel bir ER lokalize transmembran molekülü tarafından aktive edilen UPR'nin üç ana dalı vardır. Bunlar protein kinaz RNA benzeri ER kinaz (Protein kinase RNA -like ER kinase / PERK); inositol gerektiren protein-1(Inositol requiring enzyme-1 / IRE1) ve aktive edici transkripsiyon faktörü–6 (Activating transcription factor-6 / ATF6) olarak bilinmektedir. UPR’nin aktivasyonu bu üç faktör tarafından düzenlenmektedir (Şekil 11) (Wu ve Kaufman, 2006). Hsp70 ailesinden olan BIP, ER’ye taşınacak yeni sentezlenmiş proteinlere geçici olarak bağlanan, katlanmamış ve hatalı katlanmış proteinlere ise kalıcı olarak bağlanan peptit bağımlı ATP-az’dır. Stressiz koşullarda BIP; IRE1, PERK ve ATF6’nın luminal alanlarına tutunarak ER’de inaktif şekilde korunmalarını sağlamaktadır (Liu ve ark, 2003). 

[image: C:\Users\Compaq\Desktop\Giriş şekiller 23.11\Son\11-11.jpg]
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ER stresine birincil hücresel yanıt kısa süreli translasyonun azaltılmasıdır (Lai ve ark, 2007). UPR’nin PERK kolu, ER’de katlanmamış ya da yanlış katlanmış proteinlerin birikimi sonrasında hayatta kalma ve apoptotik sinyaller arasında uyum sağlamaktadır. Ancak PERK’in ana fonksiyonu translasyonu ayarlamaktır (Chakrabarti ve ark, 2011). PERK, α ökaryotik başlama faktör-2 (elF2α)’yi fosforillemesi sonucu translasyon hızını azaltan, kinaz aktiveli sitozolik alanlı tip-1 transmembran proteinidir. BIP ile birlikte bulunması, PERK’in inaktif monomerik durumda bulunmasını sağlar (Hussain ve Ramaiah, 2007; Zhang ve Kaufman, 2008). Strese maruz kalan ER’de, PERK’den GRP78’in ayrılmasıyla PERK’in dimerizasyonu ve sonrasında aktifleşmesi sağlanır (Szegezdi ve ark, 2006). PERK’in aktive olması elF2α’nın 51. pozisyondaki serinin fosforillenmesiyle, hücre içinde genel translasyon durdurulur. ER stresine karşı PERK’in aktivasyonuyla hücrenin protein yükü azaltılarak katlanmamış proteinler düzeltilmeye çalışılır. Fakat fosforillenmiş elF2α, aktive edici transkripyon faktörü-4 (Activating transcription factor 4 / ATF4) mRNA’nın translasyonunu başlatır (Rasheva ve Domingos, 2009).
Transkripsiyon faktörü ATF4, amino grup asit taşıyıcıları ve hücresel redoks kontrol genleri dahil ER stresi hedef genlerini upregule etmektedir. Translasyonun düzenlenmesi, ATF4 ve defosforilize elF2α tarafından upregule edilen DNA hasarını uyarabilen gen 34 (GADD34) aracılığıyla ve stres ile indüklenen fosfataz büyüme faktörünün durdurulmasıyla gerçekleştirilir (Lai ve ark, 2007). ATF4’ün nükleusa girmesiyle C/EBP protein transkripsiyon faktör homologu (C/EBP homologous protein / CHOP), GADD34, ATF3, aminoasitlerin transportu, glutatyon biyosentezi ve oksidatif strese dirençte rol alan genlerin transkripsiyonunu aktifleşir (Rasheva ve Domingos, 2009). Transkripsiyonel olarak ATF6 tarafından aktive olan CHOP, apoptozis sinyalidir ve hücreyi apoptozise sürükler (Szegezdi ve ark, 2006). Aynı zamanda PERK; enzim detoksifikasyonu, protein sentezi ve bozulması, immun sinyal, antioksidan, şaperon ve hücrenin büyümesi ile hayatta kalmasını kapsayan genleri indükleyen bir transkripsiyon faktörü olan Nrf2’nin (Nuclear Factor-E2 related factor-2 / Nrf2) fosforillenmesini sağlamaktadır. Antioksidan yanıt, birkaç noktada elF2α-ATF4 / Nrf2 birleşmesiyle ortaya çıkarılmasına rağmen, bu birleşim birincil apoptotik transkripsiyon faktörü CHOP’da ayrılır. ATF4, CHOP ekspresyonunu teşvik ederken, Nrf2’yi sınırlar (Hussain ve Ramaiah, 2007).
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Memeli IRE-1, serin / treonin kinaz ve sitosolik alanındaki endoribonukleaz aktivitelere sahip olan bifonksiyonel tip-1 transmembran glikoproteindir. BIP ile etkileşimde bulunan IRE1’in N-terminal kısmı ER stresi proteinlerini algılamak için ER lumenine lokalize olmuştur. Memelilerde α ve β olmak üzere belirlenmiş iki izoformu vardır (Hussain ve Ramaiah, 2007; Chakrabarti ve ark, 2011). IRE-1  β  ekspresyonu bağırsak epitelyal hücreleriyle sınırlıyken, IRE-1 α her yerde eksprese edilebilir (Bertolotti ve ark, 2001). ER stres durumunda, BIP’in IRE-1’den ayrılması sonrasında, IRE-1 in luminal alanlarına katlanmamış proteinler bağlanarak, IRE-1’in dimerizasyonunu ve sonraki aktivasyonunu teşvik eder (Bertolotti ve ark, 2000). IRE-1’in endonükleaz aktivesi, öncelikle ATF6 tarafından indüklenen XBP-1 mRNA’dan 26 nükleotidli intronu uzaklaştırır (Szegezdi ve ark, 2006). Bu uzaklaşmanın sonucu olarak potansiyel transkripsiyon faktörü olarak hareket eden 41 kDa sXBP1 oluşturulur. sXBP1’in, ER şaperonları ve Hsp40 ailesi üyesi P58 dahil farklı hedefleri vardır (Chakrabarti ve ark, 2011). P58, PERK aracılı translasyonu azaltan negatif feedback döngüsünü oluşturarak PERK’i bağlar ve sınırlandırır. PERK ve elF2α’nin fosforilasyonundan birkaç saat sonra uyarılan P58’in upregulasyonu hemen gerçekleşmez. P58 indüksiyonu, UPR’nin sonlanmasından sorumlu olarak translasyonun azalmasıyla gerçekleşmektedir. Bu noktada eğer UPR başarılı ise ER normal fonksiyonuna döner ve hücre hayatta kalır. Fakat stres devam ederse P58 aracılığıyla translasyon bloğu azaltılarak apoptotik proteinlerin sentezine izin verilebilir (Szegezdi ve ark, 2006). 
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ATF6, transkripsiyon aktivasyon alanı ve BIP’e bağlanan ER luminal alan içeren sitozilik alanı olan bir tip II transmembran protenidir (Rasheva ve Domingos, 2009). Normalde ER membranında GRP78 ile birlikte inaktif olarak bulunan ATF6’nın, ER stresi oluştuğunda, GRP78 lumene katlanmaya yardımcı olmak için ayrıldığında, Golgiye transportu gerçekleşir ve Golgide site 1 ve site 2 proteazlar tarafından sırasıyla kesilerek aktifleştirilir (Szegezdi ve ark, 2006). Aktifleşen ATF6’nın nükleusa taşınmasıyla hedef genlerin aktivasyonu sağlanır ve ER stres yanıtını destekleyici genler indüklenir (Schröder ve Kaufman, 2005b; Rasheva ve Domingos, 2009). GRP78, GRP94, PDI, CHOP, X box bağlayıcı protein (X box-binding protein 1 / XBP1), P58IPK (58 kDa-inhibitor of protein kinase), kalretikulin ve Herp hedef genler arasında yer almaktadır. ATF6, CHOP mRNA’nın ekspresyonuna neden olabilir, ancak ER stres kaynaklı apoptozda ATF6’yı ilişkilendiren herhangi bir rapor bildirilmemiştir. Bu yüzden, ATF6 aracılı sinyalin, sadece hayatta kalmayı ve ER strese karşı koymayı amaçladığı düşünülmektedir (Szegezdi ve ark, 2006).
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ER'nin oksitleyici ortamında protein katlanması, enerji gerektiren bir işlemdir (Braakman ve ark, 1992; Zhang ve Kaufman, 2004). Normal ER koşullarında yeni bir proteinin sentez edilmesi sırasında protein katlanma sürecindeki ara maddeler katlanmamış olarak bulunabilmektedir. Enerji eksikliğine bağlı olarak ER stresi ortaya çıktığı zaman, çoğu katlanma ara maddeleri, düşük enerjili aşamada geri dönüşümsüz olarak bozulur ve birikirler. ER lumenindeki ERAD substratları,  ubikitinlenmiş ve proteazom tarafından yıkımı gerçekleştirilecek ER proteinleri için bu substratlar translokon aracılığıyla sitoplazmaya transfer edilir (Werner ve ark, 1996). Bu işlem ER stresinde hatalı katlanan proteinlerin yıkımlanması olarak adlandırılır (Şekil 12) ve UPR tarafından düzenlenir (Zhang ve Kaufman, 2004). ER’de yanlış katlanmış proteinlerin proteozomal yıkımlanması UPR aktivasyonunun korunması için gereklidir. Proteazom inhibisyonu, ER stresinde hatalı katlanan proteinlerin yıkımlanması (ERAD)’nın birkaç bileşenini kodlayan genlerin transkripsiyonuna neden olan UPR’yi aktif hale getirmek için yeterlidir (Travers ve ark, 2000). ERAD, doğal olmayan proteinlerin, kalite kontrol reseptörleri tarafından anormal moleküller olarak tanınmasıyla başlatılır. Sonrasında bu yanlış katlanmış veya katlanmamış proteinler, kalite kontrol reseptörü, ERAD substratını doğrudan tanıyan adaptör proteinlerini içeren, ubikitinon kompleksi ya da ER-membran ilişkili dislokasyon ile ayıklanırlar. Daha sonra bir translokon, proteinin sitozole retrotranslokasyonu için kanal görevi görür ve bu işlem genellikle ER ilişkili E3 ubikitin ligaz tarafından ubikitinasyon ile birleştirilir. Sitosolik bileşenler, ERAD substratının ER'den ekstrakte edilmesine yardımcı olmak ve proteasomal bozunma için substratı hazırlamak üzere retrotranslokasyon komplekslerinde toplanırlar (Cyr ve Hebert, 2009).
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Şekil 12. Yanlış katlanmış ER proteinlerinin yıkımlanması için genel ERAD yolu (Cyr ve Hebert, 2009).
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Uzun süreli ER stresi ve UPR'nin aktivasyonu apoptozu indükleyebilir. Hafif ER stresi koşullarında, hücre kendini koruyabilir ve homeostazisi geri kazanabilir (Scull ve Tabas, 2011; Kara ve Oztas, 2019). Bununla birlikte, ER stresi çok şiddetli ise ve hücre koruyucu cevapları ile ER homeostazını geri yükleyemezse, UPR'nin uzun süreli aktivasyonu hücre ölümünü tetikler. Hem mitokondriyal bağımlı hem de bağımsız yolların, ER stres kaynaklı hücre ölümüne dahil olduğu düşünülmektedir (Hartley, 2009). ER tarafından uyarılan; CHOP indüksiyonu, apoptoz sinyali düzenleyici kinaz 1 (apoptosis signal-regulating kinase1 / ASK1) / c-Jun amino-terminal kinazın (c-Jun N-terminal kinase / JNK) IRE1-α aracılı aktivasyonu ile prokaspaz-12'nin ayrılması ve aktivasyonu olmak üzere en az üç bilinen apoptotik yol mevcuttur (Oyadomari ve Mori, 2004; Sundar Rajan ve ark, 2007).
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CHOP, öncelikle PERK-ATF4 yolu tarafından indüklenen bir bazik lösin fermuar (bZip) içeren transkripsiyon faktörüdür. Ancak, IRE1 ve ATF6 yolaklarını da indüklediği gösterilmiştir. CHOP eksikliği olan hücreler, ER stresine bağlı apoptoza dirençli iken CHOP'un aşırı ekspresyonu, hücre döngüsünün durması ve apoptozu tetikler (Kim ve ark, 2002). CHOP'un etkilerinin ortaya çıkarıldığı mekanizma, koruyucu fonksiyonlu proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonunu bastırırken, aynı zamanda apoptoz ile ilgili genlerin transkripsiyonunu indükleme kabiliyeti nedeniyle karmaşıktır. CHOP ile indüklenen apoptozun olası mediatörleri arasında Gadd34, ölüm reseptörü 5 (DR5), tribles 3 (TRB3) ve BCL2 homoloji 3'ü (BH3) yer almaktadır (Marciniak ve ark, 2004). 
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C-Jun N-terminal kinaz yolu, UPR sırasında otofosforile olan bir serin / treonin kinaz olan IRE1'in ER stresine yanıt olarak aktive edilir (Tan ve ark, 2006). Mitojenle aktifleştirilen protein kinaz (mitogen-activated protein kinase / MAPK) kaskadı'nın IRE1-α aracılı aktivasyonu ile de apoptoz indüklenebilir. IRE1-α nın sitoplazmik alanı, JNK ve stres ile aktive olan protein kinaz çiftinin aktivasyonu ile plazma membranında hücre ölüm reseptörlerinin aktivasyonu aracılığıyla tümör nekroz faktörü (TNF) reseptör-ilişkili faktör (Tumor necrosis factor (TNF) receptor-associated factors-2 / TRAF-2) ile etkileşime girer. Aktif TRAF2, JNK'nın fosforilasyonuna ve aktivasyonuna neden olması için MAPK olan apoptoz sinyali düzenleyici kinazı 1 (ASK1)’i aktive eder (Hartley, 2009). Daha sonra aktifleşen ASK1, JNK protein kinaz ve mitokondri / Apaf 1 bağımlı kaspaz aktivasyonunun gerçekleşmesine neden olur (Zhang ve Kaufman, 2006). Uzun süreli JNK aktivasyonu, TNF, H2O2 ve DNA’ya zarar veren ajanların da dahil olduğu çeşitli hücre ölümünü indükleyen uyarıcıların pro-apoptotik fonksiyonlarının azaltılması yönünde etkiye sahiptir (Tan ve ark, 2006). 
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ER’de kaspazların aktivasyonu ile de hücre ölümünü başlatabildiği ve bu kaspaz yoluna kaspaz-12'nin aracılık ettiği düşünülmektedir (Szegezdi ve ark, 2003). Kaspaz-12, kaspaz aktivasyon kaskadının ER ile ilişkili bir proksimal efektörüdür ve bu enzimin kusurlu olduğu hücreler, ER stresine bağlı apoptoza kısmen dirençlidir. ER stresi altında, aktive kaspaz-12, kaspaz-3'ü etkileyerek kaspaz-9'u aktive eder, bu da apoptoza yol açar (Zhang ve Kaufman, 2006). Farelerde yapılan çeşitli çalışmalarda ER stres aracılı apoptoza yanıt olarak kaspaz-12'nin aktivasyonu ve fonksiyonu incelenmiştir. Örneğin kaspaz-12 nakavt farelerin, bir Alzheimer hastalığı modelinde Amiloid-β peptit kaynaklı apoptoza dirençli olduğu bulunmuştur (Nakagawa ve ark, 2000). UPR tarafından başlatılan bu yeni kaspaz kaskadı, hem mitokondri hem de ölüm reseptör aktivasyonuna bağımlı değildir. Kaspaz 12 aktivasyonu sonrasında, ER’den sitozole geçiş yapar. Burada kaspaz-12, doğrudan efektör kaspaz olan kaspaz-3’ü aktive eden pro-kaspaz-9’u parçalamaktadır (Szegezdi ve ark, 2003).
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Tunikamisin, thapsigargin ve dithiothreitol gibi kimyasallar genellikle hücre kültürü ve hayvanlarda deneysel amaçlarla ER stresi oluşturmak için kullanılmaktadır (Şekil 13) (Yoshida, 2007; Oslowski ve Urano, 2011). Bu grup ER stresörleri, glikozilasyon inhibitörlerini içermektedir. ER'de sentezlenen proteinlerin çoğu N-glikozile edilmiştir. N-glikozilasyon sıklıkla protein katlanması için gereklidir. Dolayısıyla, N-glikozilasyonu bozan kimyasallar ER stresini indükleme potansiyeline sahiptir (Yoshida, 2007). Tunikamisin, UDP-GlcNAc-dolikol fosfat, GlcNAc-fosfat transferaz aktivitesini önleyerek N-glikozilasyonu inhibe eden Streptomyces lysosuperificus tarafından üretilen bir antibiyotiktir (Dorner ve ark, 1990; Esko ve ark, 2017). 2-Deoksi-D-glikoz ayrıca N-glikozilasyonu inhibe etmek için kullanılır, ancak tunikamisinden daha az etkilidir (Lin ve ark, 1993; Yoshida, 2007).
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[bookmark: _Toc26096270]Şekil 13. İlaç kaynaklı ER stresinin potansiyel mekanizmaları ve tunikamisin ve thapsigargin ile ilgili hedefler (Foufelle ve Fromenty, 2016).
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Tunikamisin (TM), Streptomyces lysosuperificus tarafından üretilen glukozamini içeren antibiyotik olup, gram-pozitif bakteriler, mantarlar, maya ve virüsler dahil olmak üzere farklı mikroorganizma türlerine karşı aktiftir. İlk yapılan araştırmalar bu antibiyotiğin bakteri, bitki ve hayvanlarda N-glikoproteinlerin sentezini inhibe edebildiğini göstermiştir (Ericson ve ark, 1977). Daha spesifik olarak tunikamisin, N-glikoproteinlerin öncüsü olarak kullanılan lipid bağlantılı oligosakkaritin sentezindeki ilk adım olan N-glukozaminin poliizoprenoid lipit dolikol fosfata transferini bozar. Özellikle, bu biyosentetik adım ökaryotik hücrelerde ER içerisinde gerçekleşir. Böylece dolikol fosfat aracılığıyla birbirine bağlanan moleküllerin kimyasal bağlanımı engellenmiş olur (Zhang ve ark, 2008). Tunikamisin bu şekilde N-bağlı glikoproteinlerin sentezini bloke ederek, ER lümeninde hatalı katlanmış veya katlanmamış proteinlerin birikimine neden olur ve bu olay sonucunda ER stresi oluşur (Reszka ve ark, 2010; Bieberich, 2014). Sonuç olarak, yeni sentezlenmiş proteinlerin glikozilasyonunun bozulması, ER'de katlanmalarının bozulmasına yol açmaktadır (Schönthal, 2012). Yapılan in vitro çalışmalarla tunikamisin ile nöron ve endotel hücre ölümünün ER stres kaynaklı olduğu gösterilmiştir. Özellikle ER stresi çalışmalarında deneysel stres oluşturmak için tunikamisin kullanılmaktadır (Foufelle ve Fromenty, 2016).
Yapılan literatür taramasında, TM’nin testiste hasar ve ER stresi oluşturduğuna dair son derece sınırlı çalışma olduğu (Peterson ve ark, 1996; Taşcı, 2019) görülmüştür.
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Endoplazmik retikulum kalsiyum depolama ve protein katlanması için temel organeldir. ER, protein katlanması işlemi sırasında baskın olan disülfit bağ oluşumu nedeniyle eşsiz bir oksitleyici katlanma ortamına sahiptir. ER'nin oksidatif ortamında ve ayrıca ER-Ca+2 içerisindeki değişiklikler ER stres kaynaklı reaktif oksijen türlerinin (ROS) üretilmesine neden olur. Protein disülfit izomerazlar, ER oksidoredüksin-1 (ERO1), azaltılmış glutatyon ve mitokondriyal elektron transport zincir proteinleri, ER stres kaynaklı ROS üretiminde önemli rol oynamaktadır (Bhandary ve ark, 2013). ER redoks ortamı, giren proteinlerin kaderini belirler ve redoks sinyalleşme mediatörleri aracılığıyla ROS’un seviyesi düzenlenir. ER stresi ve ROS'un, PDI, ERO-1, glutatyon/glutatyon disülfit, NADPH oksidaz 4 (Nox4), NADPH-P450 redüktaz ve kalsiyum gibi redoks sinyal aracıları ile ilişkili oldukları bulunmuştur (Zeeshan ve ark, 2016; Egea ve ark, 2017). ER stresi ile ROS oluşumu, UPR sinyalinin akut ve kronik koşullarının temel bileşenleridir. Ayrıca ROS üretimindeki artışın UPR’yi birkaç durumda tetiklediği gösterilmiştir (Santos ve ark, 2009). Benzer şekilde, UPR aktivasyonundan sonra periferik damar endotellerinde Nox4 seviyesinin artması sonucu ROS oluşumunda bir artış olduğu bildirilmiştir. Stresli koşullar altında Nox4 ekspresyonu artar. Örneğin; tunikamisin maruziyeti sonucu oluşan stres nedeni ile Nox4 ekspresyonu on kat artmaktadır (Santos ve ark, 2009; Santos ve ark, 2014; Zeeshan ve ark, 2016).
Oksidatif proteinlerin yolağında, PDI'den moleküler oksijene elektron transferi ve ERO1, bir flavin adenin dinükleotidi (FAD) bağımlı reaksiyonu kullanır. Bu elektron transferi, ERO1'in ER'deki protein yükü ile güçlü bir ilişkiye sahip olduğunu ve ROS oluşumunu tetikleyebileceğini, bu nedenle ER stresine katkıda bulunabileceğini göstermektedir. PDI bir şaperon etkiye sahiptir ve tiyol oksiredüktaz ile birlikte protein birikmesini önler (Hatahet ve Ruddock, 2007; Zeeshan ve ark, 2016). ROS'un moleküler oksijen ile üretilmesinden hemen önce elektronlar, disülfit bağ modifikasyonları sırasında birkaç tiyol-disülfit değişim reaksiyonuna girerler. Bu süperoksit anyon radikalleri, ROS üretimini daha fazla uyarmaya yardımcı olur. Oksidatif protein katlanması sırasında ER'deki disülfit bağları tarafından ROS'un yaklaşık %25'inin üretildiği tahmin edilmektedir. Bu nedenle, birçok disülfit bağına sahip proteinler, daha az bu tür bağlara sahip proteinlerle kıyaslandığında ROS üretiminde daha büyük bir role sahip oldukları bildirilmiştir (Tu ve Weissman, 2004).
Lipidler, reaktif oksijen ürünlerinin toksik etkilerine en duyarlı yapılardır. Serbest radikal etkisiyle yağ asiti zincirinden hidrojen atomunun uzaklaşması, bu yağ asiti zincirinin radikal niteliği kazanmasına neden olur, oluşan lipid radikali (lipid radical, L) dayanıksız bir bileşik olup, bir dizi değişikliğe uğrar (Jones ve ark, 1979).  Lipidlerden oluşan lipid peroksil (LOO) radikalleri hidroksil (OH) radikallerinden daha etkin olarak hasar yapabilmektedirler. Üç veya daha fazla çift bağ içeren yağ asitlerinin peroksidasyonu sonucunda malondialdehid (malondialdehyde / MDA) oluşur (Uçgun ve ark, 2005). Kim ve ark (2018) tunikamisin kaynaklı ER stresinin, lipit peroksidasyonunu arttırdığını ve farelerin karaciğerinde glutasyon konsantrasyonunu azalttığını göstermiştir.
Reaktif oksijen türlerine karşı hücrelerde ilk antioksidan  savunma hattını, süperoksit dismutaz, katalaz ve glutatyon peroksidaz oluşturmaktadırlar (Ighodaro ve Akinloye, 2018). Hücre içi enzimatik antioksidanlardan biri olan süperoksit dismutaz (superoxide dismutase / SOD), süperoksidin, hidrojen peroksit ve moleküler oksijene dönüşümünü katalize etmektedir (Young ve Woodside, 2001). 
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Melatonin (N-asetil-5-metoksitriptamin), hemen hemen her canlı organizmada birden fazla etki mekanizması ile işlev gösteren bir moleküldür. Memelilerde hormon ve kronobiyotik olarak işlev gören pineal melatonin, sirkadiyen zamansal iç düzenin oluşturulmasında büyük rol oynamaktadır (Cipolla-Neto ve ark, 2014). Pineal bezde endojen olarak sentezlenen bir hormon olan melatonin, özellikle metabolizma ve kemik gelişiminin kontrolünde, yoğun antioksidan aktiviteye ve çok çeşitli biyolojik etkilere sahip bir moleküldür. Melatonin güncel olarak kanser terapisinde bir yardımcı madde olarak, yaşlanma karşıtı olarak, menopoz hastalarında kemik yoğunluğunu arttırma terapilerinde, bir immünostimülatör ajan olarak veya bir uyku düzenleyicisi olarak kullanılmaktadır (Galindo Moreno ve ark, 2016). Pineal bez hücreleri tarafından salgılanan melatonin, iki farklı enzim etkisi ile serotoninden sentezlenir. Memelilerde bir sinyal görevi üstlenerek reprodüksiyon sistemin koordinasyonunu sağlar. Bu enzimlerden N-asetil transferaz (N-Acetyltransferase / NAT) serotoninin asetile edilmesini sağlarken, hidroksiindol-o-metiltransferaz (hydroxy-indole-o-methyl-transferase / HIOMT) ise indol halkasının metile edilmesinde görevlidir (Tordjman ve ark, 2017). Pineal bezde serotonin miktarı gündüz yüksek gece düşüktür, ışık şiddeti ve süresi bezdeki seratonin miktarını değiştirir. Bezdeki melatonin miktarı ise seratonin ritminin tersi yöndedir; yani melatonin sentezi gündüz az gece çoktur. Geceleyin seratonin miktarının azalması da melatonin sentezinin artmasından ileri gelir. Geceleri pineal bezde, kanda, serebrospinal sıvıda ve idrarda melatonin miktarı artar (Namıduru ve ark, 2001). Potansiyel olarak antioksidan, antienflamatuar ve antiapoptotik özelliklere sahip pineal ve pineal olmayan hücreler tarafından salgılanan bir lipofilik, kısmen hidrofilik indoldür (Zaouali ve ark, 2013). 
Sirkadiyen ve mevsimsel ritimlerdeki düzenleyici rolü iyi bilinen melatonin, ayrıca karanlığın kimyasal ifadesi olarak bilinir. Bunların yanında, melatoninin diğer birçok fonksiyona sahip olduğunu gösteren kanıtlar artmaktadır. Örneğin, immün geliştirici ve anti-enflamatuar özelliklere sahip olduğu, mitokondride homeostatik roller aldığı ve kanserin ilerlemesini engellediği kabul edilmektedir (Galano ve ark, 2011). Doğal bileşiklerde yaygın olarak bulunan indol türevlerinin tıbbi ve biyolojik yönlerden çok önemli maddeler olduğu iyi bilinmektedir. İndol halkası içeren melatoninin antioksidan etkileri, iyi bir şekilde tanımlanmıştır (Tan, 1993). Serbest radikal temizleyici ve geniş spektrumlu bir antioksidan olarak görev yapan melatonin yüksek oranda korunmuş bir moleküldür (Sreejith ve ark, 2007). Melatoninin güçlü bir in vitro antioksidan olduğu kadar güçlü bir in vivo radikal temizleyici olduğu da bilinmektedir. İn vitro koşullarda melatonin, linoleik asit emülsiyon sisteminde güçlü antioksidan aktivite göstermiştir (Shirinzadeh ve ark, 2010).





[bookmark: _Toc26096099]2.3.9.1. ER stresi ve melatonin

Melatoninin, in vivo ve in vitro olarak ROS temizleyici ve antioksidan sistem indükleyicisi olarak antioksidan özellikleri kanıtlanmıştır. Üstelik bu indol, ROS aşırı üretimi ile karakterize edilen çeşitli patofizyolojik durumlarda yararlı bir etkiye sahiptir (Leon ve ark, 2004; Zhang ve Zhang, 2014). Son kanıtlar melatoninin ayrıca, yüksek konsantrasyonlarda kullanıldığında in vitro modellerde prooksidan yetenek sunduğunu göstermektedir. Oksidatif stres UPR’nin aktivasyonuna katkıda bulunmaktadır. Bu nedenle, melatoninin antioksidan özelliklerinden dolayı, ER stres yanıtının modülasyonu yoluyla, hücre canlılığı üzerindeki etkilerini göstermesi mümkün olduğu düşünülmektedir. ER stresi koşullarında melatoninin etkisi ve melatoninin UPR yolu üzerindeki etkisi üzerine sınırlı sayıda çalışma vardır (Fernández ve ark, 2015). ER stresinin modülasyonu, farklı stresli koşullar altında otofaji ve apoptoz düzenlenmesi yoluyla sağkalım ve ölüm arasındaki dengede önemli bir süreci temsil eder. Melatoninin ER stresi, otofaji ve apoptozisin modüle ettiği kanser, nörotoksisite, karaciğer ve metabolik hastalıkların dahil olduğu birçok patolojinin tedavisindeki potansiyel yararlılığı gösterilmiştir (Fernández ve ark, 2015; Li ve ark, 2017; Hacışevki ve Baba, 2018).
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Hipotalamus ve hipofiz bezi tarafından üretilen hormonların belirli önemli rollerine ek olarak, bu bezlerinin testis gelişiminde önemli olduğunu gösteren kanıtlar artmaktadır. Pineal bez, esas olarak fizyolojik süreçleri düzenleyen melatonin gibi hormonları üreten pinealositlerden oluşur. Pineal bezin üreme sistemini düzenlemedeki rolüne olan ilgi son yıllarda büyük ölçüde artmıştır (Zhang ve Zhang, 2014; Li ve Zhou, 2015). Melatonin, pineal bezin ürettiği en önemli hormonlardan biridir. Dişi sıçanlara melatonin uygulanmasının, ovaryum gelişimini inhibe ettiği ve ergenliğin başlangıcını geciktirdiği, eksojen melatonin uygulanmış erkek sıçanlarda, testis boyutunda azalma meydana geldiği bildirilmiştir (Edmonds ve Stetson, 1995; Kennaway ve Rowe, 1997). Hipotalamus ve hipofizde tespit edilen melatoninin reseptörlerinin, bu dokularda GnRH, FSH ve LH üretimini düzenleyebileceği bildirilmektedir. Ayrıca melatonin, testis gelişimini, doğrudan testislerde eksprese edilen spesifik reseptörlere bağlanarak düzenlemektedir (Johnston ve ark, 2006; Izzo ve ark, 2010; Li ve Zhou, 2015). Erkek üreme sistemi ve Leydig hücrelerinden sentezlenen testosteron üzerine melatonin direkt etkileri deneysel çalışmalarla incelenmiştir. Farklı türlerin üreme sisteminde melatonin bağlanma bölgeleri tespit edildiğinden, melatoninin üreme organlarının steroidojenik hücreleri ile doğrudan etkileşim yoluyla etkilerini göstermesi melatonin kullanımının makul olduğunu göstermektedir (Armagan ve ark, 2006).


2.3.9.2.1. Melatonin ve testis koruması

Yarı kantitatif RT-PCR deneyleri hem melatonin reseptörü 1 hem de melatonin reseptörü 2'nin jüvenil ve yetişkin sıçan testislerinde eksprese edildiğini gösterilmiştir (Izzo ve ark, 2010). Antioksidan etkileri olan bileşikler testislerin çevresel zararlardan, kanser tedavisinin yan etkilerinden ve diğer toksik moleküllerden korunmasına yardımcı olur. Melatonin güçlü bir antioksidandır ve serbest radikallerin uzaklaştırılmasında E vitaminden daha etkili olduğu gösterilmiştir (Pieri ve ark, 1994). Testis torsiyonu oluşturulmuş bir sıçan modelinde 50 mg/kg melatonin ile muamele, oksidatif stres parametrelerini ve lipid peroksidasyon seviyelerini önemli ölçüde azaltmıştır (Parlaktas ve ark, 2014). Histo-patolojik çalışmalar, uyarılmış torsiyona sahip sıçanların testis dokularının bozulmuş spermler ve büyük vakuol benzeri yapılardan oluşan sitoplazmik kalıntılar içerdiğini ortaya koymuştur (Kanter, 2010). Yine aynı şekilde uyarılmış torsiyon yaralanmaları olan ve aynı zamanda melatonin uygulanan sıçanlarda ise doku kesitlerinin kontrol grubuna benzer mikro yapılar sergilediği gösterilmiştir (Li ve Zhou, 2015). Sıçanlarda deneysel olarak oluşturulmuş varikosel modelinde melatonin tedavisi, seminifer tubullerde oluşan kalıcı hasarın ciddiyetini azaltırken,  antioksidan enzim aktivitesini artırır ve sperm fonksiyonunu bozabilecek nitrik oksit (NO) seviyelerini azaltır (Semercioz ve ark, 2003). Melatonin ayrıca testis gelişimi sırasında Sertoli hücrelerinin FSH'ye duyarlılığını artırabilir. Bu da testis hasarını önlemeye yardımcı olabilir (Heindel ve ark, 1984; Li ve Zhou, 2015). Melatoninin, yüksek yağlı bir diyetle beslenen erkek farelerde hiperlipideminin neden olduğu hasara karşı testisi etkili bir şekilde koruduğu gösterilmiştir (Zhang ve ark, 2012). Melatonin, farelerde kadmiyum ile uyarılmış testiküler oksidatif stres ve ER stresini azaltmaktadır. Daha da önemlisi, melatonin testislerde kadmiyum kaynaklı germ hücre apoptozunu hafifletmektedir (Ji ve ark, 2012a).
Melatonin birincil olarak nörohormonlar (GnRH) ve testosteronun salgısını düzenleyerek testis gelişimini etkiler (Talpur ve ark, 2018). Testosteron sekresyonunu düzenleyen, hem hipotalamus-hipofiz-gonadal eksenin dahil olduğu indirekt yol hem de testisin Leydig hücreleri üzerine direkt etkilerin dahil olduğu melatonin aracılı mekanizmalar çok karmaşıktır (Şekil 14). Melatoninin farklı hücre tiplerinde hem korunmaya hem de apoptoza katkıda bulunabileceği mekanizmalar açıklığa kavuşturulmaya devam etmektedir (Li ve Zhou, 2015).
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[bookmark: _Toc26096271]Şekil 14. Melatoninin erkek üremesinin düzenlenmesindeki rolü (Li ve Zhou, 2015).

Sunulan çalışmada, ER stresinden hücrenin korunması veya ER stresinin ya da olumsuz etkilerinin ortadan kaldırılmasına yardımcı olunması amaçlanmıştır. Bu amaç doğrultusunda tunikamisin ile testiste oluşturulacak ER stresinin olumsuz etkilerine karşı, melatoninin önleyici veya tedavi edici yönde kullanımının olası sonuçlarının araştırılması planlanmıştır.
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[bookmark: _Toc26096102]3.1. Gereç

 Bu çalışmada, Burdur Mehmet Akif Ersoy Üniversitesi Deney Hayvanları Ünitesi’nden sağlanan 42 adet yetişkin Sprague Dawley rat (250-350 g / 90 günlük) materyal olarak kullanıldı. Konvansiyonel koşullarda, ad libitum su ve standart rat yemi (Korkutelim Yem) ile beslenen ratlar, 24±1°C ortam sıcaklığında,  %50-55 nem ve 14 saat aydınlık / 10 saat karanlık olan ortamda tutuldular. Materyal aşağıda gösterildiği şekilde ve her biri altışar rat içerecek şekilde yedi gruba ayrıldı. 
1. Grup (TM1 / tunikamisin 1 günlük etki grubu): Tek doz 200 µg/kg dozda intraperitonal TM uygulandı ve 24 saat sonra doku örnekleri alındı.
2. Grup (TM2 / tunikamisin 1 haftalık etki grubu): Tek doz 200 µg/kg dozda intraperitonal TM uygulanmasından 7 gün sonra doku örnekleri alındı.
3. Grup (PMel / proflaktik melatonin grubu): Yedi gün 20 mg/kg melatonin uygulaması yapıldıktan sonra tek doz 200 µg/kg dozda intraperitonal TM uygulandı ve TM uygulamasından 24 saat sonra doku örnekleri alındı.     
4. Grup (TMel / tedavi melatonin grubu): Tek doz 200 µg/kg dozda intraperitonal TM uygulamasından sonra 2. gün başlamak üzere 7 gün 20 mg/kg dozunda intraperitonal melatonin uygulaması yapıldı. 
5. Grup (SK1 / sham kontrol 1): Yedi gün süreyle melatonin çözücü karışım (%1 konsantrasyonda etanol içeren fosfat buffer salin (PBS) intraperitoneal olarak enjekte edildi ve bir kez TM çözücü karışım ( %1 DMSO içeren 150 mM dekstroz) intraperitoneal olarak enjekte edildi.
6. Grup (SK2 / sham kontrol 2): Bir kez TM çözücü karışım (%1 DMSO içeren 150 mM dekstroz) intraperitonal olarak enjekte edildi ve sonraki 7 gün boyunca melatonin çözücü karışım (%1 konsantrasyonda etanol içeren PBS)  intraperitoneal olarak enjekte edildi.
7. Grup (KG / kontrol grubu): Herhangi bir  uygulama yapılmadı.
Deney süresi sonunda ratlar gece boyunca aç bırakıldı ve sabah tartılarak vücut ağırlıkları belirlendi. Tartımları yapıldıktan sonra ratlar ksilazin-ketamin (10 mg/kg - 90 mg/kg, i.p.) ile anesteziye alındı ve devamında servikal dislokasyon ile ötenazi uygulandı (Karaca ve Sözbilir, 2007; Mutlu, 2013). Ötenazi uygulanan ratların testisleri çıkarıldı ve her
iki testisin ağırlıkları ayrı olarak tartıldı. Sol testis dokusunun yarısı MDA ve SOD, diğer yarısı da Western blot tekniği ile GRP78 / BIP yoğunluğunun belirlenmesinde kullanılmak amacıyla sıvı nitrojende tespit edildikten sonra, alüminyum folyoya sarılarak, deney aşamasına kadar –80 °C’de olan dondurucuya kaldırıldı (Hfaiedh ve ark, 2005; Liu ve ark, 2018).
Bütün olarak alınan testisin tunika albugineyası, tespit işleminin başarısını artırmak amacıyla her iki uç ve orta kısmından, paranşime zarar vermeden, insülin enjektör iğnesi ile delindi. Testisler yaklaşık bir saat Bouin’s solüsyonunda bekletildikten sonra kenar kısımlarından doku kesitleri atılarak 16 saat tespit solüsyonunda tutuldu. Bouin’s solüsyonunda tespit süresini tamamlayan doku örnekleri, sırasıyla %70 lityumlu alkolde 24 saat ve %80’lik alkolde 12 saat bekletildikten sonra dereceli alkol serisinde birer saat tutuldu. Akabinde 48 saat metilbenzoatta tutulduktan sonra 1,5 saat benzolde bekletildi. Paraplasta gömülmeden önce 15' benzol-paraplastta bekletilerek vakumlama işleminden sonra bloklandılar (Özbek ve ark, 2018).
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Deneme sonunda elde edilen örneklere histolojik, immunohistokimyasal, enzim histokimyasal, biyokimyasal ve moleküler biyolojik yöntemler uygulandı. Elde edilen veriler istatistiksel olarak değerlendirildi.


[bookmark: _Toc26096104]3.2.1. Testis Ağırlıklarının Ölçümü ve Testis Ağırlık İndeksi (TAİ) Hesaplama

Hem kontrol hem de deney grubundaki hayvanlardan ötenazi sonrası alınan sağ ve sol testisin ağırlıkları tespit edildi. Kontrol grubunun ve deney grubunun ortalama testis ağırlıkları hesaplandı ve gruplar arası fark olup olmadığı belirlendi. Aşağıdaki formüle göre her iki testis ağırlık toplamı kullanılarak her bir hayvan için TAİ değerleri belirlendi (Sahinturk ve ark, 2007; de Souza Predes ve ark, 2010).
TAİ: [(sağ+sol testis ağırlıkları toplamı) / vücut ağırlığı] × 100



[bookmark: _Toc26096105]3.2.2. Histolojik Yöntem

Hazırlanmış olan parafin bloklardan 100 µm ara ile 6 µm kalınlığında seri kesitler alındı. Her hayvandan seri alınan altı kesite genel histolojik görünümün incelenmesi, histolojik ve histometrik değişimlerin belirlenmesi amacıyla Crossman’ın üçlü boyama metodu uygulandı (Culling ve ark, 1985). Mikroskopik incelemeler ve histometrik değişimlerin belirlenmesi için araştırma mikroskobu (BX51 / Olympus) kamera (DP74 / Olympus) ve standart görüntü analiz programı (CellSens / Olympus) kullanıldı.
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Bu amaçla aşağıda belirtilen işlemler sırası izlendi.
1.	Parafin kesitler deparafinizasyon için iki defa 5' ksilolde tutuldu. Daha sonra derecesi giderek azalan alkol serilerinde (%100 - 70 alkol) 3’er dakika bekletildi.
2.	Distile suda iki kez çalkalandıktan sonra 5' süreyle akan çeşme suyunda yıkandı.
3.	Kesitler çekirdek boyaması için 8' Weigert’in demir hemotoksilen solüsyonunda bekletildi. Daha sonra 5' süreyle akan çeşme suyunda yıkandı.
 4.	Metil karbonatta 1' çalkalamadan sonra 5' akan çeşme suyunda, 3' da distile su içerisinde bekletildi.
5.	Kesitler bu kez sitoplazma boyaması için asit fuksin boya solüsyonuna üç kez batırılıp çıkarıldı. Daha sonra beş kez distile suda çalkalandı.
6.	Bağ doku beyazlaşıncaya kadar yaklaşık 15' fosfotungustik asitte bekletildi. Sonrasında iki kez 5' distile suda yıkandı.
7.	Kesitler bağ doku boyaması için 1' anilin blue boya solüsyonunda bekletildi. Daha sonra beş kez distile suda çalkalandı.
8.	Kesitler %2’lik asetik asitte 3' bekletildikten sonra, sırasıyla hızlıca distile sudan ve %96 alkolden geçirildi.
9.	Kesitler bu kez derecesi yükselen alkol serisinde (%96 - 100 alkol) üçer dakika tutuldu.
10.	İki defa 5' ksilolde bekletildikten sonra entellan ile kapatıldı.




[bookmark: _Toc26096107]3.2.2.2. Histolojik değişimlerin belirlenmesi

Dokuda histolojik görünümü ve genel histolojik görünümden farklı olarak meydana gelen değişimleri belirlemek için, Crossman’ın üçlü boyama metoduyla boyanan kesitler ışık mikroskobunda incelendi.
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Gruplar için tubulus çapı, seminifer epitel yüksekliği, 14. dönem tubulus % yoğunluğu Crossman’ın üçlü boyama metoduyla boyanan kesitlerde belirlendi. Bu amaçla her hayvan için seri altı kesitin her birinde rastgele olarak seçilen yuvarlak veya yuvarlağa yakın 20’şer adet VII-VIII. dönem ve XII-XIV. dönemde olan tubulusun çapı ve seminifer epitel yüksekliği ölçüldü (Sharpe, 1989; Güleş ve Eren, 2016). Ölçümler CellSens / Olympus standart görüntü analiz programı yardımıyla interaktif olarak gerçekleştirildi. Ayrıca her kesitte 25 adet olmak üzere her hayvan için toplam 150 adet tubulus rastgele olarak incelenerek, 14. dönem tubulus % yoğunluğu belirlendi (Narayana ve ark, 2006).


[bookmark: _Toc26096109]3.2.3.	İmmunohistokimyasal Yöntem (Strept ABC Boyama Yöntemi)

Her hayvandan 100 µm ara ile 6 µm kalınlığında organosilan ile kaplanmış lamlara alınan kesitlerde GRP78’in belirlenmesi için strept avidin-biyotin kompleks (strept avidin - biotin complex, sABC) boyama metodu uygulandı. Bu amaçla Anti - GRP78 poliklonal primer antikoru (Abcam ab21685) kullanıldı. Bu boyama için aşağıda belirtilen işlem sırası izlendi (Yi ve ark, 2016).
1. Organosilane ile kaplı lamlara alınan parafin kesitler bir gece boyunca 37 °C’deki etüvde tutuldu.
2. Ertesi gün deparafinizasyon için parafin kesitler iki defa beşer dakika ksilolde tutuldu. Deparafinizasyon işleminden sonra derecesi giderek azalan alkol serisinde (%100 - 70 alkol) üçer dakika tutularak rehidre edildi.
3. Kesitler, 96 ºC’ye ısıtılan pH: 6 olan sitrat buffer solüsyonunda 30' inkübe edilerek dokudaki antijen kısımlarının açığa çıkması sağlandı.
4. Soğuma sonrası kesitler üçer kez 5' Tris Tampon Solüsyonu-Tween 20 (TBS - T) (pH: 7,6) solüsyonu ile yıkandı.
5. Yıkama sonrası %3’lük hidrojen peroksit solüsyonunda 15' inkübe edilerek dokuların endojen peroksidaz aktivitesi engellendi.
6. Sonrasında kesitler üçer kez 5' TBS-T (pH: 7,6) solüsyonu ile yıkandı.
7. Kesitler protein bloklama solüsyonu (Histostain Plus Broad Spectrum, Invitrogen) içerisinde oda sıcaklığında 30' süreyle inkübe edildi.
8. Dokudaki GRP78 ifadesini belirlemek amacıyla, 1/200 konsantrasyonunda sulandırılan Anti - GRP78 BIP poliklonal primer antikoru (Abcam ab21685) ile kesitler 37 ºC’de 3 saat nemli kamarada inkübe edildi.
9. İnkübasyon sonunda kesitler ikişer kez 5' TBS - T (pH: 7,6) solüsyonu ile yıkandı.
10. Yıkama sonrası kesitler biyotin ile işaretli sekonder antikor (Histostain Plus Broad Spectrum, Invitrogen) içerisinde 37 °C'de 30' süreyle inkübe edildi.
11. İnkübasyon sonunda kesitler ikişer kez 5' TBS-T (pH: 7,6) solüsyonu ile yıkandı.
12. Yıkama sonrası kesitler HRP (Histostain Plus Broad Spectrum, Invitrogen) solüsyonu ile 37 ºC’de 30' süreyle inkübasyona bırakıldı.
13. İnkübasyon sonunda kesitler ikişer kez 5' TBS - T (pH: 7,6) solüsyonu ile yıkandı.
14. Yıkama işlemi sonrasında, antikora bağlanma gösteren immunpozitif hücreleri saptamak amacıyla kesitler TBS içerisinde hazırlanan %3 oranında H2O2 içeren 3,3’diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB, 3 mg / ml) solüsyonu ile 2' süreyle inkübe edildi.
15. Negatif kontrol için kesitler primer antikor yerine bu antikorun sulandırılmasında kullanılan TBS - T solüsyonu ile inkube edildi.


[bookmark: _Toc26096110]3.2.3.1. GRP78 yoğunluğunun değerlendirilmesi

Hazırlanan preparatlar ışık mikroskobunda X20’lik objektif ile incelendi. Kahverengi presipitasyonun görülmesi, reaksiyon pozitif olarak değerlendirildi. Her hayvan için alınan üç kesitte GRP78’in dokudaki boyanma yoğunlukları semi-kantitatif olarak puanlandı. Bu amaçla her kesitte 20 adet, toplamda 60 adet yuvarlak veya yuvarlağa yakın tubulus incelendi. İnceleme sonucunda pozitif immun boyanma yoğunluğunun değerlendirilmesi amacıyla; 0=boyanma yok, 1=zayıf boyanma, 2=orta boyanma, 3=güçlü boyanma ve 4=çok güçlü boyanma şeklinde subjektif puanlama yapıldı (Matsuo ve ark, 2013).

[bookmark: _Toc26096111]3.2.4.	Western Blot (İmmunoblotlama) Metodu

Testis dokusunda GRP78 proteininin ifade düzeyi immunoblotlama yöntemi ile belirlendi (Kurien ve Scofield, 2015).
Western blot analizlerini gerçekleştirmek amacıyla -80 ºC’de dondurucudan çıkarılan doku örneklerinden 0,2 gr tartılarak üzeri yazılı 2 ml eppendorf tüplere konuldu. Dokuları homojenize etmek için her bir tüpe 600 RIPA Lysis tamponu (SantaCruz) eklendi. Bu tüpteki örnekler TissueLyser LT homojenizasyon cihazında (Qiagen) iki kez ikişer dakika, 50 MHz’de homojenize edildiler. Homojenizasyonu takiben, homojenatlar 13,000xg (gravity)’de 15' süre ile +4 ºC’de santrifüj edildi. Santrifüj sonucu oluşan süpernatantlar başka tüplere alındı. Alınan bu süpernatantlardan her bir örnek için ayrı ayrı belirli dilüsyonlar hazırlandı. Total protein miktarını belirlemek amacıyla, Smart TM BCA (bicinchoninic acid / bisinkoninik asit) Protein Assay kiti (İntron Biyoteknoloji)  kullanıldı. Standart olarak ticari kit içinde bulunan BSA (bovine serum albumin) solüsyonu (2 mg/ml) kullanılarak her bir gruba ait total protein miktarı hesaplandı. Kalan süpernatantlar küçük miktarlara bölünerek western blot tekniğinde kullanılmak üzere -20 ºC’de saklandı.


[bookmark: _Toc26096112]3.2.4.1. Elektroforezis ve transfer işleminde kullanılan çözeltiler ve hazırlanışları

1. %10 (w/v) Amonyum persülfat (APS) çözeltisi
0,1 gr APS, 1 ml deiyonize su ile çözüldü ve çözelti +4 ºC’de muhafaza edildi.
2. Sodyum Dodesil Sülfat (SDS) (%10) (w/v) çözeltisi 
5 gr SDS, 50 ml deiyonize su ile çözüldü.
3. Yürütme (running) tamponu (10X, pH: 8.6)
30 g Tris - base, 144 g glisin ve 15 g SDS, 1 L deiyonize su ile çözüldü.
4. Ayırıcı (separating) jel çözeltisi (pH: 8.8) / 1,5 M Tris hidroklorür                                             
27,23 gr Tris - base 80 ml deiyonize su ile çözüldü. Çözeltinin pH’sı 6N HCl (~14 ml) ile 8.8’e ayarlandı. Son çözelti  hacmi deiyonize su ile 150 ml’ye tamamlandı. Çözelti oda sıcaklığında muhafaza edildi.
5. Paketleyici jel çözeltisi (pH: 6.8) / 0,5 M Tris hidroklorür
6 gr Tris-base 60 ml deiyonize su ile çözüldü. Çözeltinin pH’sı 6N HCl (~14 ml) ile 6.8’e ayarlandı. Son çözelti  hacmi deiyonize su ile son hacmi 100 ml’ye tamamlandı. Çözelti oda sıcaklığında muhafaza edildi.

6. Transfer tamponu
5.8 g Tris - base, 2.9 glisin, 3.75 ml %10 (w/v) SDS, 800 ml deiyonize suda çözüldü. Çözeltiye transfer aşamasında 200 ml metanol eklenildi.  
7. TBS (10X)
30.2 g Tris - base, 43.8 g NaCl, 0.9 g KCl 1 L deiyonize suda çözüldü.


[bookmark: _Toc26096113]3.2.4.2. SDS-PAGE jelinin hazırlanması ve elektroforezis işlemi

İmmunoblotlama tekniğini uygulamak amacıyla, total protein miktarları belirlenen örnekleri yüklemek üzere Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS -PAGE) jelleri hazırlandı. Ayırıcı jelin (%10’luk) hazırlanması için; 4.1 ml deiyonize su, 2.5 ml ayırıcı jel çözeltisi (pH: 8.8), 3.3 ml akrilamid bisakrid, 0.1 ml %10 SDS, 50 µl %10 APS ve 5 µl tetrametilendiamin (tetramethylethylenediamine / TEMED) bir tüpte karıştırıldı. Paketleyici jelin (%4’lük) hazırlanması için; 6.1 ml deiyonize su, 2.5 ml paketleyici jel çözeltisi (pH: 8.8), 1.3 ml akrilamid bisakrid, 0.1 ml %10 SDS, 50 µl %10 APS ve 10 µl TEMED bir tüpte karıştırıldı.
Cam plaklar temizlendikten sonra, kaset haline getirilerek uygun şekilde jel standına yerleştirildi. Sonrasında deiyonize su ile sızdırma kontrolü yapıldı. Bu işlemlerden sonra jelin hazırlanması için ilk olarak hazırlanan %10’luk ayırıcı (sperating) jel belirlenen noktaya kadar kasete yüklendi. Hava kabarcıklarının giderilmesi amacıyla jel üzeri izopropil alkol ile kaplandı.  Jelin polimerizasyonunu takiben jelin yüzeyindeki izopropanol döküldü ve jel yüzeyi distile su ile birkaç kez yıkandı. Kurutma kâğıdı ile ayırıcı jelin üst kısmı kurutulduktan sonra, hazırlanan %4’lük paketleyici (stacking) jel ayırıcı jelin üstüne döküldü ve cam plaklar arasına kuyucuklu tarak yerleştirildi. Paketleyici jelin polimerleşmesini takiben kasetler stantdan çıkartılarak dikey elektroforez tankı (Bio - Rad) içerisine yerleştirildi. Tankın içine jel kasetinin yarısını geçmeyecek şekilde 10X yürütme tamponu (runnig buffer) dökülerek taraklar çıkartıldı ve kuyucuklar yürütme tamponu ile yıkandı. SDS - PAGE jel kuyucukları, çalışmaya ait protein örneklerini yüklemek amacıyla hazır hale getirildi. Yüklenecek olan gerekli protein miktarları eppendorf tüplere alındı ve üzerlerine 2X Loading dye (Sample Buffer, Laemmli 2X Concentrate, S3401)  ilave edildi. Hazırlanan bu tüpler vortekslenerek hızlı bir şekilde santrifüje edildi ve sonrasında tüpler ısıtma tablasında 95 ºC’de 5' inkübe edildi. Yüklemeye hazır hale getirilen örnekler ve protein bantlarının büyüklüklerinin belirlenmesinde kullanılacak olan protein belirteci (Pre - stained protein lader V, GeneAid) kuyucuklara yüklendi. Kurulan elektroforez düzeneğine bağlanan güç kaynağı çalıştırılarak proteinlerin ayrıştırılması amacıyla, cihaz 100 volt, 50 mA’de 120' süreyle yüklenen örneklerin koşturulmaları gerçekleştirildi. Proteinlerin ayrıştırılmaları tamamlandıktan sonra poliakrilamid jel, blotlanmak üzere yükleme tankından çıkartıldı.      


[bookmark: _Toc26096114]3.2.4.3. Ayrıştırılan proteinlerin membrana transferi

Jelde bulunan proteinlerin nitroselüloz membrana transfer işleminde Biorad blotlama sistemi (Trans - Blot Wet /  Tank Blotting Systems, Biorad) kullanıldı. Bu işlem için öncelikle kasetin siyah tarafı aşağı gelecek şekilde, blotlama kasetleri arasına Wattman No 1 kâğıtları konuldu. Kâğıtlar üzerine sırasıyla; poliakrilamid jel, jelin üzerine nitroselüloz membran ve tekrar membran üzerine Wattman No 1 kâğıtları yerleştirildi. Sonrasında kasetler uygun şekilde kapatılarak blotlama tankına yerleştirildi. Bu işlemi takiben transfer tamponu (blotting buffer) tank üzerinde işaretli kısma kadar dolduruldu ve tankın kapağı kapatıldı. Sonrasında güç kaynağı çalıştırılarak proteinlerin transfer jelden membrana transferinin gerçekleşmesi için, 100 V / 350 mA akım 60' uygulanarak jelde bulunan proteinlerin membrana transferi gerçekleştirildi.


[bookmark: _Toc26096115]3.2.4.4. Antikor ile inkübasyon

Transfer işlemini takiben membranlar, bir çalkalayıcı üzerinde %5’lik süt tozu (skim milk powder, Sigma-Aldrich 70166)  içeren bloklama çözeltisinde (skim milk powder içeren TBS, pH: 7,6) oda sıcaklığında 1 saat inkübe edildi. Bloklama işlemi sonrası membranlar %0,1 oranında Tween - 20 içeren TBS çözeltisinde (TBS - T) üç kez beşer dakika yıkandı. Bu işlemi takiben membranlar, TBS - T’de hazırlanan %3’lük BSA ile uygun konsantrasyonda sulandırılan GRP78 (Ab21685, 1:1000) primer antikor ile +4 ºC’de yatay çalkalayıcıda bir gece inkübe edildi. İnkübasyon sonrası ertesi sabah membranlar üç kez beşer dakika süreyle TBS - T solüsyonu ile yıkandı ve TBS - T’de hazırlanmış %3’lük BSA ile uygun konsantrasyonda sulandırılan primer antikora uygun sekonder antikor (Goat anti - Rabbit IgG - HRP, sc - 2004, 1:5000) ile oda sıcaklığında yatay çalkayıcıda 1 saat inkübe edildi.  

[bookmark: _Toc26096116]3.2.4.5. Görüntüleme ve analiz

Sekonder antikor ile inkübasyonunun ardından membranlar üç kez beşer dakika süreyle TBS - T solüsyonu ile yıkandı. Sonrasında membranlar kurutma kâğıdında kurutularak yıkama solüsyonu tamamen uzaklaştırıldı. Standart protein belirteçleri WesternSure Pen (LiCor) kalemi ile çizildi. Daha sonra membranlar Enhanced Chemiluminescence (ECL) (K820 - 50, BioVision) solüsyonu ile karanlık ortamda 1 - 2' muamele edildi. Muamele sonrası membranlarda GRP78 antikoruna bağlanma gösteren spesifik bantlar görüntüleme cihazında (EC3 Chemi HR 410 Imaging System, UVP) görüntülendi ve bandların görüntüleri kaydedildi. Görüntü alınan membranlar tekrar üç kez beşer dakika süreyle TBS - T solüsyonu ile yıkanarak endojen kontrolü belirlemek için bu defa primer antikor olarak anti-β- aktin (sc -  47778, SantaCruz) primer antikoru ile gece boyu inkübe edildi. Ertesi sabah yine üç kez beşer dakika süreyle TBS - T solüsyonu ile yıkanan membranlar bu sefer sekonder antikor olarak Goat anti - Mouse IgG - HRP (sc - 2005, 1:1000) kullanılarak 1 saat inkübe edildi. Sonrasında yukarıda anlatıldığı şekilde beta aktin proteinine ait hedef bantlar EC3 görüntüleme sistemi’nde görüntülendi. GRP78 ve beta aktin proteini için elde edilen ve beklenen bandlarda maksimum band yoğunlukları (Imax) VisionWorks®LS analiz programında (UVP) hesaplanarak GRP78 Imax değeri aynı membranda hesaplanan  β - aktin Imax değerlerine bölünerek hesaplama yapıldı.


[bookmark: _Toc26096117]3.2.5.	Biyokimyasal Yöntem

[bookmark: _Toc26096118]3.2.5.1. Testis dokusunda oksidan (MDA) ve antioksidan (SOD) seviyelerinin belirlenmesi

3.2.5.1.1. Testis dokusu homojenizasyonu

Alınan testis dokusu örneklerinden 0.5 g tartılarak %10’luk fosfat tampon solüsyonu (PBS, 150 mM, pH 7.4)  ile petri kutusunda yıkandı. Kurutma kâğıdı üzerinde, yıkama sonrasında dokularda kalan su PBS ile giderildi. Sonrasında doku örnekleri, 5 ml PBS içinde teflon başlıklı homojenizatörde (Yellow Line OST basic) 2000 devir ve 1' süreyle homojenize edildi. Mikrosantrifüj tüplerine aktarılan homojenatlar +4 °C’de 11300 rpm’de 10' santrifüj edildi. Santrifüj sonrasında süpernatantlar tekrar mikrosantrifüj tüplerine alındı ve analize başlanıncaya kadar +4 °C’de bekletildi.


3.2.5.1.2. Total protein analizi

Total protein analizi oksidan / antioksidan parametrelerin hesaplanmasında kullanılan ara parametredir. Biüret metoduna göre total protein kiti (Archem Diagnostic Ind. Ltd., Türkiye) kullanılarak total protein analizi gerçekleştirildi (Eryılmaz ve ark, 2015). Eppendorflara her bir örnek için total protein kiti içerisindeki total protein solüsyonundan 1 ml eklendi. Vortekslenen süpernatantlardan her bir eppendorfa 10 μl eklendi. Spektrofotometrede okumak için 2 adet kör ve 1 adet standart hazırlandı. Körlere 1 ml total protein solüsyonu ve 10 μl distile su koyulurken, standart için 1 ml total protein solüsyonu ve 10 μl kit içerisindeki standart eklendi. Vorteksleme işleminin ardından tüm tüpler 30 °C ve 10' süreyle etüvde inkübe edildi. Ardından spektrofotometrede kuartz kuvetlerde (100 QS - 10.00 mm, Hellma) köre karşı 546 nm dalga boyunda okuma yapıldı. Sonuçlar SOD ve MDA hesaplanmalarında kullanıldı.


3.2.5.1.3. Malondialdehit (MDA) analizi

MDA analizi, MDA’nın asidik ortamda  tiyobarbitürik asit (tiobarbituric acid / TBA) ile oluşturduğu rengin 532 nm’de optik dansitesinin ölçülmesi prensibine dayanarak yapıldı (Ohkawa ve ark, 1979). Vortekslenen süpernatantlardan kapaklı cam tüplere 750 μl aktarıldı. Tüplerin üzerlerine 1,5 ml stok solüsyondan (100 ml distile suda 15 g trikoloroasetik asit, 0.37 g TBA ve %30’luk HCl) eklendi ve vortekslenerek 20' 100 °C’de kaynatıldı. Soğutma işleminin ardından tüpler 3000 rpm’de 10' santrifüj edildi. Örnekler spektrofotometrede kuartz kuvetlerde köre karşı 532 nm dalga boyunda havaya karşı okuma yapıldı. Elde edilen absorbans 1.56 x 105/M/cm katsayısı ile çarpılarak, MDA konsantrasyonu nmol / mg doku protein olarak hesaplandı.




3.2.5.1.4. Süperoksit dismutaz (SOD) analizi

SOD aktivitesi Sun ve ark’nın (1988) yöntemine göre ölçüldü. SOD analizinde reaktif karışımı için 20 ml 10 kat sulandırılmış ksantin stok çözeltisi, 10 ml EDTA, 10 ml NBT, 6 ml Na2CO3, 3 ml sığır albümini eklenip karıştırıldı. Reaktif karışımı 49 ml olarak hazırlandı. Vortekslenen süpernatantlardan 0.5 ml eppendorflara aktarılarak üzerine 250 μl etanol ve 150 μl kloroform eklenerek + 4 °C’de 12000 rpm’de 10' süreyle santrifüj yapıldı. Cam tüplere 1225 μl reaktif karışımı ve 250 μl örnek ilave edildi. Spektrofotometrede kör için ise 1225 μl reaktif karışımı üzerine 250 μl distile su ilave edildi. Vortekslenen tüplerin üzerine 25 μl ksantin oksidaz eklenerek 25 °C’de su banyosunda 20' inkübe edildi. Ardından 0.5 ml bakırdiklorür (CuCl2) ilave edilerek spektrofotometrede kuartz kuvetlerde köre karşı 560 nm dalga boyunda okunarak hesaplama yapıldı ve sonuçlar U/mg doku protein olarak gösterildi (Sun ve ark, 1988).


[bookmark: _Toc26096119]3.2.6.	Enzim Histokimyasal Yöntem (TUNEL Metodu)

Her hayvandan 100 µm ara ile 6 µm kalınlığında organosilan (3 - aminopropyl- triethoxysilane, Sigma A3648) ile kaplanmış lamlara alınan iki kesite apoptozun geç aşamalarında yaygın DNA bozunmasının  gösterilmesi için TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase deoxyuridine triphosphate (dUTP) nick end labeling)   metodu uygulandı. Bu amaçla hazır ticari kit (In Situ Cell Death Detection Kit, POD, Roche) kullanıldı (Yan ve ark, 2015; Jalilvand ve ark, 2019).
Boyama metodu için aşağıdaki işlem sırası takip edildi.
1.	Organosilane ile kaplı lamlara alınan parafin kesitler 5' boyunca 65 °C’lik etüvde tutuldu.
2.	Deparafinizasyon için parafin kesitler iki defa beşer dakika ksilolden geçirildi. Daha sonra derecesi giderek azalan alkol serilerinde (%100 alkol - I’de 5', %100 alkol - II’de 5', %96’lik alkolde 5', %80’lik alkolde 5',  %70’lik alkolde 3') bekletildi. Sonrasında 5' distile suda tutuldu. Daha sonrasında iki defa beşer dakika fosfat tampon solüsyonu PBS içerisinde tutuldu.
3.	Kesitler 10X sulandırılmış sitrat buffer ile lamın boyunu geçecek şekilde doldurularak, mikrodalga da 800 watt’ta 1' ısıtıldı. İşlemin sonunda preparatlar hemen çıkarılarak oda sıcaklığındaki distile suya alınıp 5' bekletildi. Sonrasında preparatlar üç defa beşer dakika PBS solüsyonunda bekletildi.
4.	Endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldırmak için kesitler hazırlanan %3’lük hidrojen peroksit / methanol solüsyonu içinde oda sıcaklığında ışık almayan şalede 15' tutulduktan sonra iki defa beşer dakika PBS’te bekletildi. Sonrasında preparatlar PBS - Tween 20 solüsyonunda 15' bekletildi. 
5.	Preparatlar Ultra V Blok ile 37 °C’lik etüvde 30' tutuldu. Sonrasında iki defa beşer dakika PBS’te bekletildi.
6.	Kit içinde hazır olarak bulunan enzim solüsyonu ve işaretleme solüsyon karışımı nemli ortamda 37 °C’lik etüvde 1 saat inkübe edildi. Sonrasında preparatlar üç defa beşer dakika PBS’te bekletildi.
7.	Kesitler nemli ortamda 37  °C’lik etüvde 30' POD ile inkübe edildi. Sonrasında üç defa beşer dakika PBS’te bekletildi.
8.	Taze hazırlanmış substrat - kromojen solüsyonu (DAB, Sigma D5905), oda sıcaklığında kesitlerin üzerine 30'' (kesitlerde kahverengi renk oluşumu gözlenince) uygulandı.
9.	Kesitler derecesi yükselen alkol serilerinden (%96’lık alkolde 3', %100 alkol - I’de 3', %100 alkol-II’de 3') geçirildi.
10.	İki defa 5' ksilolde bekletildikten sonra entellan ile kapatıldı.


[bookmark: _Toc26096120]3.2.6.1. Apoptozis yoğunluğunun değerlendirilmesi

Gruplar için tubulus başına düşen apoptotik hücre sayısı ve % TUNEL pozitif tubulus oranı belirlendi. Bu amaçla hazırlanan preparatlar ışık mikroskobunda X40’lık objektif ile incelendi. Kahverengi presipitasyonun görülmesi, reaksiyon pozitif olarak değerlendirildi. Her hayvan için iki kesitte, her birinde rastgele seçilen yuvarlak veya yuvarlağa yakın 100’er adet olmak üzere, toplamda 200 adet tubulusta gözlenen apoptotik hücreler sayılarak, tubulus başına düşen apoptotik hücre sayısı hesaplandı. Ayrıca her hayvan için sayılan 200 adet tubulusta, en az bir adet apoptotik hücre içeren tubulus sayısı belirlenerek % TUNEL pozitif tubulus oranı hesaplandı (Marcon ve ark, 2008; Ji ve ark, 2012a).



[bookmark: _Toc26096121]3.2.7. İstatistiksel Değerlendirme

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi amacıyla SPSS (Statistical Packag for Social Sciences) for Windows 22 (SPSS Inc. Chicago, IL, USA) paket programı kullanıldı. Verilerin normal dağılıma uygunluğu Kolmogorov-Smirnov testi kullanılarak değerlendirildi. Normal dağılım göstermeyen gruplar arası farklılık Kruskal Wallis testi ile incelendi. Normal dağılım gösteren gruplar arası farklılık One-Way ANOVA testi ile değerlendirildi. Farkın hangi gruptan kaynaklandığını belirlemek için Duncan testi yapıldı. Sayılarak belirlenen değerler için Ki-kare metodu uygulandı. Yapılan istatistiki analizlerden elde edilen sonuçlardan P<0,05 olan değerler önemli kabul edildi. 

[bookmark: _Toc26096122]4. BULGULAR


[bookmark: _Toc26096123]4.1. Vücut Ağırlığı ve Testis Ağırlığı Bulguları

[bookmark: _Toc26096124]4.1.1. Vücut Ağırlığı Analizi

Kontrol, sham kontroller (SK1, SK2) ve deneme gruplarında belirlenen ortalama vücut ağırlığı değerleri, deney öncesi ve deney sonrası olmak üzere Tablo 1’de verildi. Gruplar arasındaki vücut ağırlığı farkının deney öncesi ve deney sonrasında önemli olmadığı belirlendi (Tablo 1).

[bookmark: _Toc26096475]Tablo 1. Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarında vücut ağırlığı (g).
	[bookmark: _Toc25780556][bookmark: _Toc25780688][bookmark: _Toc25782154][bookmark: _Toc26096125]
GRUPLAR
	[bookmark: _Toc25780557][bookmark: _Toc25780689][bookmark: _Toc25782155][bookmark: _Toc26096126]
n
	[bookmark: _Toc25780558][bookmark: _Toc25780690][bookmark: _Toc25782156][bookmark: _Toc26096127]Deney Öncesi            ( x ± S x )
	
[bookmark: _Toc25780559][bookmark: _Toc25780691][bookmark: _Toc25782157][bookmark: _Toc26096128]P
	[bookmark: _Toc25780560][bookmark: _Toc25780692][bookmark: _Toc25782158][bookmark: _Toc26096129]Deney Sonrası          ( x ± S x )
	
[bookmark: _Toc25780561][bookmark: _Toc25780693][bookmark: _Toc25782159][bookmark: _Toc26096130]P

	[bookmark: _Toc25780562][bookmark: _Toc25780694][bookmark: _Toc25782160][bookmark: _Toc26096131]Kontrol
	[bookmark: _Toc25780563][bookmark: _Toc25780695][bookmark: _Toc25782161][bookmark: _Toc26096132]6
	[bookmark: _Toc25780564][bookmark: _Toc25780696][bookmark: _Toc25782162][bookmark: _Toc26096133]323,16 ± 12,90
	


[bookmark: _Toc25780565][bookmark: _Toc25780697][bookmark: _Toc25782163][bookmark: _Toc26096134]1,000
	[bookmark: _Toc25780566][bookmark: _Toc25780698][bookmark: _Toc25782164][bookmark: _Toc26096135]312,50 ± 10,01
	


[bookmark: _Toc25780567][bookmark: _Toc25780699][bookmark: _Toc25782165][bookmark: _Toc26096136]0,997


	[bookmark: _Toc25780568][bookmark: _Toc25780700][bookmark: _Toc25782166][bookmark: _Toc26096137]SK1
	[bookmark: _Toc25780569][bookmark: _Toc25780701][bookmark: _Toc25782167][bookmark: _Toc26096138]6
	[bookmark: _Toc25780570][bookmark: _Toc25780702][bookmark: _Toc25782168][bookmark: _Toc26096139]323,33 ± 12,18
	
	[bookmark: _Toc25780571][bookmark: _Toc25780703][bookmark: _Toc25782169][bookmark: _Toc26096140]310,16 ± 11,53
	

	[bookmark: _Toc25780572][bookmark: _Toc25780704][bookmark: _Toc25782170][bookmark: _Toc26096141]SK2
	[bookmark: _Toc25780573][bookmark: _Toc25780705][bookmark: _Toc25782171][bookmark: _Toc26096142]6
	[bookmark: _Toc25780574][bookmark: _Toc25780706][bookmark: _Toc25782172][bookmark: _Toc26096143]323,16 ± 12,97
	
	[bookmark: _Toc25780575][bookmark: _Toc25780707][bookmark: _Toc25782173][bookmark: _Toc26096144]308,75 ± 10,14
	

	[bookmark: _Toc25780576][bookmark: _Toc25780708][bookmark: _Toc25782174][bookmark: _Toc26096145]TM1
	[bookmark: _Toc25780577][bookmark: _Toc25780709][bookmark: _Toc25782175][bookmark: _Toc26096146]6
	[bookmark: _Toc25780578][bookmark: _Toc25780710][bookmark: _Toc25782176][bookmark: _Toc26096147]323,16 ± 11,81
	
	[bookmark: _Toc25780579][bookmark: _Toc25780711][bookmark: _Toc25782177][bookmark: _Toc26096148]309,75 ± 11,65
	

	[bookmark: _Toc25780580][bookmark: _Toc25780712][bookmark: _Toc25782178][bookmark: _Toc26096149]TM2
	[bookmark: _Toc25780581][bookmark: _Toc25780713][bookmark: _Toc25782179][bookmark: _Toc26096150]6
	[bookmark: _Toc25780582][bookmark: _Toc25780714][bookmark: _Toc25782180][bookmark: _Toc26096151]322,83 ± 12,14
	
	[bookmark: _Toc25780583][bookmark: _Toc25780715][bookmark: _Toc25782181][bookmark: _Toc26096152]314,66 ± 11,66
	

	[bookmark: _Toc25780584][bookmark: _Toc25780716][bookmark: _Toc25782182][bookmark: _Toc26096153]PMel
	[bookmark: _Toc25780585][bookmark: _Toc25780717][bookmark: _Toc25782183][bookmark: _Toc26096154]6
	[bookmark: _Toc25780586][bookmark: _Toc25780718][bookmark: _Toc25782184][bookmark: _Toc26096155]323,33 ± 13,55
	
	[bookmark: _Toc25780587][bookmark: _Toc25780719][bookmark: _Toc25782185][bookmark: _Toc26096156]311,83 ± 11,96
	

	[bookmark: _Toc25780588][bookmark: _Toc25780720][bookmark: _Toc25782186][bookmark: _Toc26096157]TMel
	[bookmark: _Toc25780589][bookmark: _Toc25780721][bookmark: _Toc25782187][bookmark: _Toc26096158]6
	[bookmark: _Toc25780590][bookmark: _Toc25780722][bookmark: _Toc25782188][bookmark: _Toc26096159]323,66 ± 10,83
	
	[bookmark: _Toc25780591][bookmark: _Toc25780723][bookmark: _Toc25782189][bookmark: _Toc26096160]318,16 ± 7,14
	




[bookmark: _Toc26096161]4.1.2. Testis Ağırlık Analizi

Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarında belirlenen ortalama testis ağırlığı değerleri sağ ve sol testis olmak üzere Tablo 2’de verildi. Gruplar arasındaki sağ ve sol testis ağırlıkları arasında farkın önemli olmadığı belirlendi (Tablo 2).






[bookmark: _Toc26096476]Tablo 2. Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarında sağ ve sol testis ağırlıkları (g).
	
GRUPLAR
	
n
	Sağ Testis                           ( x ± S x )
	
P
	Sol Testis                             ( x ± S x )
	
P

	Kontrol
	6
	1,41±0,02
	


0,218
	1,43 ± 0,02
	


0,261

	SK1
	6
	1,44±0,07
	
	1,46 ± 0,07
	

	SK2
	6
	1,50±0,03
	
	1,48 ± 0,03
	

	TM1
	6
	1,55±0,04
	
	1,54 ± 0,04
	

	TM2
	6
	1,42±0,03
	
	1,41 ± 0,03
	

	PMel
	6
	1,41±0,03
	
	1,43 ± 0,02
	

	TMel
	6
	1,50±0,03
	
	1,51 ± 0,03
	




[bookmark: _Toc26096162]4.1.2.1. Testis ağırlık indeksi (TAİ) bulguları

Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarında testis ağırlık indeksi (TAİ) değerleri karşılaştırıldığında, gruplar arasında anlamlı bir fark olmadığı belirlendi (Tablo 3). 

[bookmark: _Toc26096477]Tablo 3. Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarında testis ağırlık indeksleri (%).
	
GRUPLAR
	Testis ağırlık indeksi 
( x ± S x )
	
P

	Kontrol
	0,91±0,02
	


0,201

	SK1
	0,93±0,03
	

	SK2
	0,97±0,02
	

	TM1
	1,00±0,03
	

	TM2
	0,90±0,03
	

	PMel
	0,91±0,03
	

	TMel
	0,94±0,01
	




[bookmark: _Toc26096163]4.2. Histolojik Bulgular

Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarındaki ratların testisinden hazırlanan, seri olarak alınmış ve Crosman’ın üçlü boyama yöntemi ile boyanmış, her hayvanda altı adet kesit ışık mikroskobunda incelendi. Mikroskopik inceleme sırasında, tubulus seminiferus konturtusların genel görünümü, lümenlerin belirginliği, seminifer epitel katmanı, Sertoli hücreleri, Leydig hücreleri ve kapillar damar yapısı dikkate alındı. Kontrol grubu testis seminifer epitel katmanı incelendiğinde (Resim 1), spermatogenik hücre serilerine ait hücreler ve Sertoli hücrelerinin genel görünüme uygun olduğu saptandı. Spermatogonyumlar arasında ve bazal lamina üzerine oturan Sertoli hücreleri genellikle soluk boyanan sitoplazma ve karakteristik nükleus şekilleri ile diğer spermatogenik hücrelerden ayırt edildi. Seminifer tubuller arasında bulunan instersitisyel bağ dokuda; kan damarları yakınlarında yerleşik tek ya da gruplar halinde Leydig hücreleri saptandı. Tubul çevresinde tek kat sıralı myofibroblast hücreleri ve çok az miktarda bağ dokusu dikkati çekti. Genel histolojik görünüm açısından kontrol, SK1 ve SK2 grupları arasında farklılık gözlenmedi.

[image: C:\Users\Compaq\Desktop\Tez Resimler 09.12.2019\Resim 1.jpg]
[bookmark: _Toc26901183][bookmark: _Toc26903088]Resim 1. A. Kontrol grubuna ait testis dokusunda genel Tubulus seminiferous kontortus görüntüsü. TSC: Tubulus seminiferous kontortus. Ta: Tunika albugineya. B. Tubulus seminiferous kontortus görünümü. Sc: Seminifer epitel hücreleri. Oklar: Sertoli hücreleri. Ok başı: Leydig hücreleri. *: miyofibroblast hücreleri. Üçlü Boyama Yöntemi.

Deney gruplarında da görünüm, kontrol gruplarına genel anlamda benzer olmakla beraber, histolojik değişimlerin olduğu tubullere de rastlanıldı. Tunikamisin uygulanan TM1 ve TM2 gruplarında dejeneratif değişikliklerin, melatoninin de kullanıldığı gruplara göre daha belirgin olduğu gözlendi. Kontrol grubundan farklı olarak TM1 grubu seminifer tubulus çapında küçülme (tubuler atrofi), epitel katmanında ve subbazal vakuolizasyon, germ hücrelerinin tubulus lümenine yer yer dökülmeleri (eksfoliasyon) görüldü (Resim 2).



[image: C:\Users\Compaq\Desktop\Tez Resimler 09.12.2019\Resim 2.jpg]
[bookmark: _Toc26901184][bookmark: _Toc26903089]Resim 2. TM1 grubuna ait testis dokusunda tubulus görüntüleri. A. Atrofik tubulus görüntüsü. ta: Tubuler atrofi, B. Hücre dökülmeleri ve vakuol görüntüsü. V: Vakuol, *: Hücre dökülmeleri, C. Sub-bazal vakolizasyon görüntüsü. Oklar: Sub-bazal vakuolizasyon, D. Germ hücrelerinin lumene dökülmesi. Exg: Germ hücre dökülmesi. Üçlü Boyama Yöntemi.

TM2 grubunda TM1 grubundan farklı olarak; çok sayıda eosinofilik sitoplazma ve nükleer kondenzasyonun gerçekleştiği germ hücre dejenerasyonu, daha büyük ve fazla vakuolizasyonlar, germ hücrelerinin tubulus lümenine yer yer dökülmeleri tespit edildi (Resim 3). TM1 ve TM2 gruplarında, dejeneratif değişikliklerin görüldüğü seminifer tubuller olmasına rağmen, Sertoli ve Leydig  hücre morfolojilerinde değişiklik görülmedi.










[image: C:\Users\Compaq\Desktop\Tez Resimler 09.12.2019\Resim 3.jpg]
[bookmark: _Toc26901185][bookmark: _Toc26903090]Resim 3. TM2 grubuna ait testis dokusunda tubulus görüntüleri. A. Germ hücre dejenerasyonu. Oklar: Dejenere olmuş germ hücreleri, B. Vakuolizasyon görüntüsü. *: Vakuoller, C. Tubulus lümenine germ hücrelerinin dökülmesi. Exg: Lumende germ hücreleri. Üçlü Boyama Yöntemi.

Melatonin uygulaması yapılan PMel ve TMel gruplarında tubuler yapıların kontrol grubuna daha fazla benzer olduğu gözlendi. Ancak kontrol grubuna göre tubuler çapta azalma oldukça dikkat çekiciydi (Resim 4). 

[image: C:\Users\Compaq\Desktop\Tez Resimler 09.12.2019\Resim 4.jpg]
[bookmark: _Toc26901186][bookmark: _Toc26903091]Resim 4. A-B. PMel grubuna ait testis dokusunda tubulus görüntüleri. Üçlü Boyama Yöntemi.

PMel grubunda ayrıca bazı tubullerde dejeneratif görünümlere rastlanıldı. Tunikamisin grupları ile karşılaştırıldığında daha az sayıda dejeneratif hücre tespit edildi. TMel grubunda epitelyal vakuolizasyonlar gözlenirken, farklı olarak dejeneratif hücrelere rastlanılmadı.
Gruplarda spermatogenik siklusun VII - VIII ve XII - XIV. dönemleri ayırt edildi (Resim 5).

[image: C:\Users\Compaq\Desktop\Tez Resimler 09.12.2019\Resim 5.jpg]
[bookmark: _Toc26901187][bookmark: _Toc26903092]Resim 5. Testis dokusunda tubulus görüntüsü. A. VII-VIII. Dönem tubulus görüntüsü. Oklar: Eğri nükleusa sahip geç spermatitler. B. XIV. Dönem tubulus görüntüsü. Ok başları: Mitotik figürler.  Üçlü Boyama Yöntemi.


[bookmark: _Toc26096164]4.2.1. Histometrik Değişimler

Bütün gruplarda VII-VIII. dönem ve XII-XIV. dönem seminifer tubul çapları, seminifer epitel yükseklikleri ve XIV. dönem tubulus oranları belirlendi. 
Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarına ait VII-VIII. dönem seminifer tubulus çapı ve epitel yüksekliği değerleri Tablo 4’de verildi.




[bookmark: _Toc26096478]Tablo 4. Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarına ait VII-VIII. dönem seminifer tubulus çapı ve epitel yüksekliği değerleri.
	

GRUPLAR
	

n
	VII - VIII. Dönem
Seminifer Tubulus Çapı
(µm) ( x ± S x )
	

P
	VII - VIII. Dönem
Seminifer Tubulus Epitel Yüksekliği
(µm) ( x ± S x )
	

P

	Kontrol
	6
	322,41 ± 0,73a
	

***
(0,000)
	79,88 ± 0,33d
	

***
(0,000)

	SK1
	6
	320,76 ± 1,24a
	
	81,80 ± 0,37c
	

	SK2
	6
	322,13 ± 0,56a
	
	84,75 ± 0,35a
	

	TM1
	6
	311,68 ± 0,98c
	
	80,55 ± 0,30d
	

	TM2
	6
	315,84 ± 1,10b
	
	83,58 ± 0,37b
	

	PMel
	6
	303,22 ± 0,55d
	
	76,71 ± 0,28e
	

	TMel
	6
	311,61 ± 0,72c
	
	82,72 ± 0,34bc
	



* a, b, c, d, e: Aynı sütunda farklı harflerle gösterilen grup ortalamaları arasındaki fark önemlidir.
† *** : P<0,001

Gruplar arasında VII-VIII. dönem seminifer tubulus çapı karşılaştırıldığında, kontrol, SK1 ve SK2 gruplar arasında istatiksel olarak anlamlı bir farkın olmadığı görüldü (P>0,05). TM1, TM2, PMel ve TMel gruplarında VII-VIII. dönem seminifer tubulus çapının kontrol, SK1 ve SK2 gruplarına göre istatiksel olarak anlamlı derecede azalmış olduğu bulundu (P<0,001). En düşük VII-VIII. dönem seminifer tubulus çapının PMel grubunda olduğu tespit edildi (P<0,001). TM1 ve TMel grupları arasında VII-VIII. dönem seminifer tubulus çaplarında istatiksel olarak anlamlı bir farkın olmadığı görüldü (P>0,05). Melatonin kullanılan her iki grubun değerinin de TM2’den düşük olduğu dikkati çekti.
Gruplar arasında VII-VIII. dönem seminifer tubulus epitel yüksekliği karşılaştırıldığında, en düşük epitel yüksekliğinin PMel grubunda olduğu dikkati çekti (P<0,001). TMel grubunun epitel yüksekliği değerinin hem TM2 hem de SK1 ile benzer olduğu görüldü (P>0,05). TM1 grubunun epitel yüksekliği değerinin de Kontrol grubuyla benzer olduğu kaydedildi (P>0,05).   En yüksek VII-VIII. dönem epitel yüksekliği değeri de SK2 grubunda tespit edildi (P<0,001).
Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarına ait XII-XIV. dönem seminifer tubulus çapı ve epitel yüksekliği değerleri Tablo 5’de verildi.




[bookmark: _Toc26096479]Tablo 5. Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarına ait XII-XIV. dönem seminifer tubulus çapı ve epitel yüksekliği değerleri.
	

GRUPLAR
	

n
	XII - XIV. Dönem
Seminifer Tubulus Çapı
(µm) ( x ± S x )
	

P
	XII - XIV. Dönem
Seminifer Tubulus Epitel Yüksekliği
(µm) ( x ± S x )
	

P

	Kontrol
	6
	283,59 ± 0,49b
	

***
(0,000)
	93,53 ± 0,41d
	

***
(0,000)

	SK1
	6
	288,71 ± 0,92a
	
	100,15 ± 0,41a
	

	SK2
	6
	277,61 ± 0,44c
	
	97,74 ± 0,38b
	

	TM1
	6
	276,38 ± 0,72c
	
	93,25 ± 0,34d
	

	TM2
	6
	277,68 ± 0,84c
	
	95,99 ± 0,39c
	

	PMel
	6
	265,55 ± 0,76d
	
	93,87 ± 0,38d
	

	TMel
	6
	281,93 ± 0,73b
	
	101,10 ± 0,39a
	



* a, b, c, d, e: Aynı sütunda farklı harflerle gösterilen grup ortalamaları arasındaki fark önemlidir.
† *** : P<0,001

Gruplar arasında XII-XIV. dönem seminifer tubulus çapı karşılaştırıldığında, çapın en yüksek olduğu gruplar SK1 ve kontrol  grubu olarak belirlendi (P<0,001).  En düşük XII-XIV. dönem seminifer tubulus çapının PMel grubunda olduğu dikkati çekti (P<0,001). TMel grubu XII-XIV. dönem seminifer tubulus çapının kontrol grubunun değerine benzer olduğu bulundu (P>0,05). TM1 ve TM2 gruplarının değerinin de SK2 grubu XII-XIV. dönem seminifer tubulus çapına benzer olduğu gözlendi (P>0,05).
Gruplar arasında XII-XIV. dönem seminifer tubulus epitel yüksekliği karşılaştırıldığında, TM1 ve PMel gruplarında elde edilen değerin kontrol grubuyla benzer olduğu tespit edildi (P>0,05). TMel grubu XII-XIV. dönem seminifer tubulus epitel yüksekliğinin SK1 grubu ile benzer olduğu (P>0,05) ve diğer gruplardan anlamlı derecede yüksek olduğu dikkat çekti (P<0,001).
Kontrol, SK1, SK2 ve deneme grupları arasında XIV. dönem tubulus oranları Tablo 6’da gösterildi. Kontrol, SK1, SK2, TM1, TM2, PMel ve TMel gruplarında XIV. dönem tubulus oranları karşılaştırıldığında gruplar arasında istatiksel olarak anlamlı bir farkın olmadığı bulundu (P>0,05). 
[bookmark: _Toc26096480]



Tablo 6. Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarına ait XIV. dönem tubulus oranları.


	
	GRUPLAR
	Total
	X2
	P

	
	Kontrol
	SK1
	SK2
	TM1
	TM2
	PMel
	TMel
	
	
	

	XIV. Dönem Tubul 
	Var
	234
(%15,4)
	228
(%15,0)
	229
(%15,0)
	199
(%13,0)
	210
(%13,8)
	211
(%13,8)
	214
(%14,0)
	1525
(%100,0)
	5,422
	0,491

	
	Yok
	966
(%14,1)
	972
(%14,1)
	971
(%14,1)
	1001
(%14,6)
	990
(%14,4)
	989
(%14,4)
	986
(%14,3)
	6875
(%100,0)
	
	


















[bookmark: _Toc26096165]4.3.	İmmunohistokimyasal Bulgular

Endoplazmik retikulum ana şaperonu olan GRP78 doku kesitlerinde  immunohistokimyasal olarak (sABC) tespit edildi. Kahverengi presipitasyon pozitif reaksiyon olarak değerlendirildi.  GRP78 pozitivitesinin bütün kesitlerde tubul epitel hücreleri ve intersitisyel hücrelerde bulunduğu fakat farklı yoğunluklarda olduğu gözlendi (Resim 6). Negatif kontrolde kahverengi prepitasyon gözlenmedi.

[image: C:\Users\Compaq\Desktop\Tez Resimler 09.12.2019\Resim 6.jpg]
[bookmark: _Toc26901188][bookmark: _Toc26903093]Resim 6. Seminifer tubullerde GRP78 ekspresyonu. A. Negatif kontrol grubu, B. Kontrol grubu, C. SK1 grubu, D. SK2 grubu. sABC Boyama Yöntemi.

[bookmark: _Toc26901189][bookmark: _Toc26903094]GRP78 pozitivitesi en yoğun olarak TM1 ve TM2 gruplarında gözlendi (Resim 7).

[image: C:\Users\Compaq\Desktop\Tez Resimler 09.12.2019\Resim 7 son.jpg]

[bookmark: _Toc26903095]Resim 7. Seminifer tubullerde GRP78 ekspresyonu. A. TM1 grubunda GRP78 ekspresyonu, B. TM2 grubunda GRP78 ekspresyonu.  sABC Boyama Yöntemi.

PMel ve TMel gruplarında GRP78 ekspresyonunun, melatonin uygulanmayan tunikamisin gruplarından daha az olduğu gözlendi (Resim 8).

[bookmark: _Toc26901190][bookmark: _Toc26903096]     [image: C:\Users\Compaq\Desktop\Tez Resimler 09.12.2019\Resim 8 son.jpg]
[bookmark: _Toc26901191][bookmark: _Toc26903097]Resim 8. Seminifer tubullerde GRP78 ekspresyonu. A. PMel grubunda GRP78 ekspresyonu. B. TMel  grubunda GRP78 ekspresyonu. sABC boyama yöntemi.


[bookmark: _Toc26096166]4.3.1.	GRP78 Yoğunluğunun Değerlendirilmesi

Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarına ait kesitlerde, seminifer tubuller ve intersitisyel alandaki hücrelere ait GRP78 boyanma yoğunluğu, subjektif olarak puanlandı ve gruplara ait elde edilen değerler  Tablo 7’de gösterildi.

[bookmark: _Toc26096481]Tablo 7. Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarına ait GRP78 boyanma yoğunluğu.
	
GRUPLAR
	
n
	GRP78 yoğunluğu
	
P

	
	
	( x (Md) ± S x )
	

	Kontrol
	6
	0,75 (1,00) ± 0,02d
	

***
(0,000)

	SK1
	6
	1,26 (1,00) ± 0,03bd
	

	SK2
	6
	0,85 (1,00) ± 0,03d
	

	TM1
	6
	3,40 (3,00) ± 0,02a
	

	TM2
	6
	3,13 (3,00) ± 0,03ac
	

	PMel
	6
	1,71 (2,00) ± 0,03b
	

	TMel
	6
	2,54 (3,00) ± 0,03c
	



* a, b, c, d, e: Aynı sütunda farklı harflerle gösterilen grup ortalamaları arasındaki fark önemlidir.
† *** : P<0,001
TM1, TM2 ve TMel grubunda GRP78 boyanma yoğunluğu incelendiğinde diğer gruplara göre daha yoğun boyanma olduğu ve yoğunluğun istatiksel olarak anlamlı derecede fazla olduğu görüldü (P<0,001) (Tablo 7). En yoğun boyanmanın TM1 grubunda gerçekleştiği gözlendi. Kontrol, SK1 ve SK2 gruplarında ise GRP78 boyanma yoğunluğunun daha az olduğu ve aralarındaki farkın istatiksel olarak anlamlı olmadığı tespit edildi (P>0,05). PMel grubunda GRP78 boyanma yoğunluğunun TM1, TM2 ve TMel grupları ile karşılaştırıldığında istatiksel olarak anlamlı derecede az olduğu bulundu (P<0,001). PMel grubu ile SK1 grubu arasında GRP78 boyanma yoğunluğu açısından anlamlı bir fark olmadığı tespit edildi (P>0,05).


[bookmark: _Toc26096167]4.4. Moleküler Biyolojik Bulgular

[bookmark: _Toc26096168]4.4.1. Western-Blot (Immunoblotlama) Sonuçları

Testis dokusu örneklerindeki total protein miktarı; protein miktarı bilinen BSA standartlarının absorbans değerleri kullanılarak elde edilen y=mx+b denklemi ile hesaplandı. BSA standartlarının absorbans değerleri ile y=mx+b denklemi Şekil 15’de sunuldu. 











[bookmark: _Toc26096272]Şekil 15. BSA standartlarının absorbans değerleri ve bu değerler ile hesaplanan y=mx+b denklemi.

Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarına ait testis dokusu örneklerinde GRP78’in ifade düzeyleri (Şekil 16) ve gruplar arası istatiksel sonuçlar Tablo 8’da sunuldu.
	
	      TM1
	     TM2
	PMel
	TMel
	SK1
	SK2
	  Kontrol

	GRP 78
	[image: C:\Users\musat\OneDrive\Masaüstü\grp78 yn 12 - Kopya.bmp]

	β-actin
	[image: C:\Users\musat\OneDrive\Masaüstü\grp78-m3-baktin 66.bmp]



[bookmark: _Toc26096273]






Şekil 16. Testis dokusu örneklerinde GRP78 ekspresyon düzeyleri (İmmunoblotlama yöntemi).

[bookmark: _Toc26096482]Tablo 8. Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarına ait GRP78 yoğunlukları.
	
GRUPLAR
	
n
	GRP78 yoğunluğu (br)
	
P

	
	
	

( x  ± S x )
	

	Kontrol
	6
	0,96 ± 0,10cd
	

**
(0,003)

	SK1
	6
	1,00 ± 0,13bcd
	

	SK2
	6
	1,06 ± 0,12bcd
	

	TM1
	6
	1,36 ± 0,10ab
	

	TM2
	6
	1,55 ± 0,12a
	

	PMel
	6
	0,86 ± 0,10d
	

	TMel
	6
	1,31 ± 0,16abc
	










* a, b, c, d, e: Aynı sütunda farklı harflerle gösterilen grup ortalamaları arasındaki fark önemlidir.
† ** : P<0,005
Western blot yöntemi ile  belirlenen GRP78’in ekspresyon düzeyleri incelendiğinde TM2 grubunda GRP78’in kontrol, SK1, SK2 ve PMel gruplarına göre istatiksel olarak anlamlı bir derecede artmış olduğu belirlendi (P<0,005). TMel grubunda GRP78 ekspresyon düzeyinin ise TM1 ve TM2 grupları ekspresyon düzeyi ile benzer olduğu tespit edildi (P>0,05). PMel grubu GRP78 ekspresyon düzeyinin TM1, TM2 ve TMel gruplarına göre anlamlı bir derecede azaldığı tespit edildi (P<0,005). PMel grubu GRP78 ekspresyon düzeyinin kontrol, SK1 ve SK2 gruplarının ekspresyon düzeyine benzer olduğu farkın istatiksel olarak anlamlı olmadığı belirlendi (P>0,05).
Kontrol grubunun GRP78 ekspresyon düzeyi ile deney gruplarının GRP78 ekspresyon düzeyi karşılaştırıldığında (Şekil 17); SK1, SK2, TM1, TM2, TMel gruplarında GRP78 ekspresyon düzeyinin sırasıyla 1.04, 1.1, 1.41, 1.61 ve 1.36 kat arttığı belirlendi. PMel grubunda ise 1.1 kat azaldığı tespit edildi.



[bookmark: _Toc26096274]
[bookmark: _Toc26096169]Şekil 17. Deney gruplarında GRP78 ekspresyon düzeylerinin kontrol grubuna göre kat değişim değerleri.


[bookmark: _Toc26096170]4.5. Biyokimyasal Bulgular

4.5.1. Testis Dokusunda Antioksidan (SOD) ve Oksidan (MDA) Parametre Analizlerine ait Bulgular

Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarına ait testis dokusunda belirlenen SOD ve MDA seviyelerine ait bulgular, Tablo 9’da gösterildi.






[bookmark: _Toc26096483]Tablo 9. Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarına ait SOD ve MDA bulguları.
	
GRUPLAR
	
n
	MDA
(nmol/mg protein)
(x ± S x )
	
P
	SOD
(U/mg protein)
( x ± S x )
	
P

	Kontrol
	6
	37,39 ± 0,51d
	

***
(0,000)
	19,87 ± 0,54cd
	

***
(0,000)

	SK1
	6
	36,77 ± 0,49d
	
	19,38 ± 0,30cd
	

	SK2
	6
	36,02 ± 0,43d
	
	21,47 ± 1,16c
	

	TM1
	6
	55,18 ± 1,35b
	
	17,73 ± 0,41d
	

	TM2
	6
	61,17 ± 2,74a
	
	20,36 ±0,53cd
	

	PMel
	6
	31,24 ± 0,39e
	
	38,81 ± 1,25a
	

	TMel
	6
	42,10 ± 1,59c
	
	32,58 ± 2,30b
	



* a, b, c, d, e: Aynı sütunda farklı harflerle gösterilen grup ortalamaları arasındaki fark önemlidir.
† *** : P<0,001

Testis dokusuna ait MDA seviyesi değerlendirildiğinde, tunikamisin kullanılan gruplarda MDA seviyesinin kontrol, SK1 ve SK2 gruplarına göre anlamlı derecede yüksek olduğu bulundu (P<0,001). Kontrol, SK1 ve SK2 gruplarında ise MDA aktivitesi yönünden anlamlı bir fark görülmedi (P>0,05). MDA seviyesinin PMel grubunda bütün gruplardan anlamlı derecede düşük olduğu belirlendi (P<0,001). 
SOD aktivitesi yönünden gruplar değerlendirildiğinde, melatonin kullanılan gruplarda (PMel ve TMel) SOD seviyesinin yüksek oranda olduğu, en yüksek değerin de PMel grubunda olduğu ve bunun istatistiksel olarak anlamlı olduğu görüldü (P<0,001). En düşük SOD değerinin TM1 grubunun olduğu dikkat çekti ve melatonin grupları ile arasındaki farklılığın da anlamlı olduğu bulundu (P<0,001).


[bookmark: _Toc26096171]4.6. Enzim Histokimyasal Bulgular

Kesitlerde apoptozis yoğunluğunun gösterilmesi için uygulanan TUNEL yöntemi sonuncunda gözlenen  kahverengi presipitasyon, reaksiyon pozitif olarak değerlendirildi. Kontrol, SK1, SK2 (Resim 9) ve TM1, TM2 (Resim 10) ve PMel, TMel gruplarında (Resim 11) seminifer tubullerinde apoptotik hücreler tespit edildi.



[bookmark: _Toc26903098][bookmark: _Toc26901192][image: ]

Resim 9. Tubulus seminiferous kontortuslarda apoptotik hücrelerin görünümü. A. Kontrol grubu tubulusların görünümü. Ok başları: Apoptotik hücreler B. SK1 grubu tubulusların görünümü. Ok başları: Apoptotik hücreler, C. SK2 grubu tubulusların görünümü. Ok başları: Apoptotik hücreler. TUNEL Yöntemi.

[image: ]
[bookmark: _Toc26903099]
Resim 10. Tubulus seminiferous kontortuslarda apoptotik hücrelerin görünümü. A. TM1 grubu tubulusların görünümü. Ok başları: Apoptotik hücreler, B. TM2 grubu tubulusların görünümü. Ok başları: Apoptotik hücreler. TUNEL Yöntemi.



[image: ]
[bookmark: _Toc26903100]
Resim 11. Tubulus seminiferous kontortuslarda apoptotik hücrelerin görünümü. A. PMel grubu tubulusların görünümü. Ok başları: Apoptotik hücreler, B. TMel grubu tubulusların görünümü. Ok başları: Apoptotik hücreler. TUNEL Yöntemi.

En fazla apoptotik hücrenin TM1 ve TM2 grubunda olduğu,  kontrol, SK1, SK2,  PMel ve TMel gruplarında ise daha az sayıda apoptotik hücre bulunduğu gözlendi. Ayrıca PMel ve TMel gruplarındaki apoptotik hücrelerin azlığı dikkati çekti.  

[bookmark: _Toc26096172]
4.6.1. Apoptozis Yoğunluğunun Değerlendirilmesi

Bütün gruplarda, TUNEL pozitif reaksiyon veren apoptotik hücreler gözlenerek elde edilen tubulus başına düşen apoptotik hücre sayısı ve en az bir adet apoptotik hücre içeren tubulus (pozitif tubul) oranları sırasıyla Tablo 10 ve Tablo 11’de verildi.






[bookmark: _Toc26096484]Tablo 10. Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarında seminifer tubul başına düşen apoptotik hücre sayısı.
	[bookmark: _Toc26096415][bookmark: _Toc26901193][bookmark: _Toc26903101]
GRUPLAR
	[bookmark: _Toc26096416][bookmark: _Toc26901194][bookmark: _Toc26903102]
n
	[bookmark: _Toc26096417][bookmark: _Toc26901195][bookmark: _Toc26903103]Tubulus Başına Düşen Apoptotik Hücre Sayısı
	[bookmark: _Toc26096418][bookmark: _Toc26901196][bookmark: _Toc26903104]
P

	
	
	[bookmark: _Toc26096419][bookmark: _Toc26901197][bookmark: _Toc26903105]( x ± S x )
	

	[bookmark: _Toc26096420][bookmark: _Toc26901198][bookmark: _Toc26903106]Kontrol
	[bookmark: _Toc26096421][bookmark: _Toc26901199][bookmark: _Toc26903107]6
	[bookmark: _Toc26096422][bookmark: _Toc26901200][bookmark: _Toc26903108]0,38 ± 0,03cd
	

[bookmark: _Toc26096423][bookmark: _Toc26901201][bookmark: _Toc26903109]***
[bookmark: _Toc26096424][bookmark: _Toc26901202][bookmark: _Toc26903110](0,000)

	[bookmark: _Toc26096425][bookmark: _Toc26901203][bookmark: _Toc26903111]SK1
	[bookmark: _Toc26096426][bookmark: _Toc26901204][bookmark: _Toc26903112]6
	[bookmark: _Toc26096427][bookmark: _Toc26901205][bookmark: _Toc26903113]0,38 ± 0,03cd
	

	[bookmark: _Toc26096428][bookmark: _Toc26901206][bookmark: _Toc26903114]SK2
	[bookmark: _Toc26096429][bookmark: _Toc26901207][bookmark: _Toc26903115]6
	[bookmark: _Toc26096430][bookmark: _Toc26901208][bookmark: _Toc26903116]0,31 ± 0,02d
	

	[bookmark: _Toc26096431][bookmark: _Toc26901209][bookmark: _Toc26903117]TM1
	[bookmark: _Toc26096432][bookmark: _Toc26901210][bookmark: _Toc26903118]6
	[bookmark: _Toc26096433][bookmark: _Toc26901211][bookmark: _Toc26903119]0,68 ± 0,04b
	

	[bookmark: _Toc26096434][bookmark: _Toc26901212][bookmark: _Toc26903120]TM2
	[bookmark: _Toc26096435][bookmark: _Toc26901213][bookmark: _Toc26903121]6
	[bookmark: _Toc26096436][bookmark: _Toc26901214][bookmark: _Toc26903122]0,96 ± 0,06a
	

	[bookmark: _Toc26096437][bookmark: _Toc26901215][bookmark: _Toc26903123]PMel
	[bookmark: _Toc26096438][bookmark: _Toc26901216][bookmark: _Toc26903124]6
	[bookmark: _Toc26096439][bookmark: _Toc26901217][bookmark: _Toc26903125]0,47 ± 0,03c
	

	[bookmark: _Toc26096440][bookmark: _Toc26901218][bookmark: _Toc26903126]TMel
	[bookmark: _Toc26096441][bookmark: _Toc26901219][bookmark: _Toc26903127]6
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* a, b, c, d, e: Aynı sütunda farklı harflerle gösterilen grup ortalamaları arasındaki fark önemlidir.
† *** : P<0,001

Kontrol, SK1, SK2 ve deney gruplarının hepsinin seminifer tubullerinde apoptotik hücreler tespit edilmekle birlikte, TM1 ve TM2 gruplarında apoptotik hücre sayısının diğer gruplara göre istatiksel olarak anlamlı derecede arttığı belirlendi. En fazla apoptotik hücre TM2 grubunda tespit edildi (P<0,001).
TMel grubundaki apoptoz miktarında kontrol, SK1 ve SK2 grupları ile kıyaslandığında anlamlı bir farkın olmadığı tespit edilirken (P>0,05); P Mel grubundan daha az apoptotik hücreye sahip  olduğu belirlendi (P<0,001). 
Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarında en az bir adet apoptotik hücre içeren tubulus (pozitif tubul) oranı Tablo 11’de verildi. Gruplar arası pozitif tubul oranları karşılaştırıldığında en fazla apoptoz oranının TM1, TM2 gruplarında olduğu tespit edildi.
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Tablo 11. Kontrol, SK1, SK2 ve deneme gruplarında en az bir adet apoptotik hücre içeren tubulus (pozitif tubul) oranı.
	
	GRUPLAR
	Total
	X2
	P

	
	Kontrol
	SK1
	SK2
	TM1
	TM2
	PMel
	TMel
	
	
	

	Apoptotik Tubul
	Pozitif
	180ab
(%13,9)
	163b
(%12,6)
	158b
(%12,2)
	225a
(%17,3)
	218a
(%16,8)
	196ab
(%15,1)
	157b
(%12,1)
	1297
(%100,0)
	30,837
	0,000

	
	Pozitif Olmayan
	1020ab
(%14,4)
	1037b
(%14,6)
	1042b
(%14,7)
	975a
(%13,7)
	982a
(%13,8)
	1004ab
(%14,1)
	1043b
(%14,7)
	7103
(%100,0)
	
	








* a, b, c, d, e: Aynı sütunda farklı harflerle gösterilen grup ortalamaları arasındaki fark önemlidir.
                                                   † *** : P<0.001



[bookmark: _Toc25780671][bookmark: _Toc26096173]5. TARTIŞMA


[bookmark: _Toc26096174]5.1. Vücut Ağırlığı ve Testis Ağırlığı

Yapılan çalışmada gruplar arasındaki vücut ağırlığı farkının deney öncesi ve deney sonrasında önemli olmadığı belirlenmiştir. Aynı şekilde gruplar arasındaki sağ ve sol testis ağırlıkları ile testis ağırlık indeksi değerleri arasındaki farkın da anlamlı olmadığı tespit edilmiştir.
Oniki haftalık ratlarda yapılan bir çalışmada (Peterson ve ark, 1996), 133 μg/kg, 200 μg/kg, 300 μg/kg ve 350 μg/kg olarak tek doz s.c. TM enjeksiyonu yapılmış ve 200 μg/kg‘dan düşük dozların herhangi bir toksik etki oluşturmadığı, 200 μg/kg ve üzeri dozların ise dokuda hasara ve öldürücü etkiye neden olduğu gözlenmiştir. Araştırmada yapılan çalışmadan farklı olarak, 200 μg/kg ve 300 μg/kg TM verilen gruplarda testis ağırlıklarının kontrol grubundan daha düşük olduğu, doza bağlı olarak testis ağırlıklarında farklılığın olduğu bildirilmiştir. 
Farelerde yapılan bir çalışmada da (Wang ve ark, 2015) ER stresi oluşturmak için 3 μg/g deri altı enjekte edilen tunikamisin sonrasında, vücut ağırlığının kontrol grubu ile karşılaştırıldığında oluşan az miktarda azalmanın istatiksel olarak anlamlı olduğu bulunmuştur. Yine başka bir çalışmada (Feng B ve ark, 2017) farelerde i.p. olarak 1 mg/kg TM uygulanması sonrasında vücut ağırlığının azalma eğiliminde olduğu bildirilmiştir. 
Taşçı (2019) sunulan çalışmaya benzer şekilde, ratlarda tek doz ve s.c. yoldan uygulanan 200 μg/kg TM’nin uygulamadan 24 saat sonra vücut ve testis ağırlığında önemli bir fark oluşturmadığını, dördüncü günde TM grubunda gerçekleşen vücut ağırlığındaki azalmanın istatiksel olarak anlamlı olmadığını ve yine dördüncü günde testis ağırlıklıklarının da farklı olmadığını tespit etmiştir.
Yapılan literatür taramasında melatonin uygulamasının da vücut ve testis ağırlığı üzerine etkileri konusunda farklı sonuçlar elde edildiği görülmüştür. Farelerde kadmiyum ile uyarılan ER stresinde testis ağırlığında artış olduğu, uygulanan melatonin ile oluşan ağırlık artışının azaldığı tespit edilmiştir (Ji ve ark, 2012a). Başka bir çalışmada akut kadmiyum uygulaması ile oluşan toksisiteye karşı tedavi edici olarak melatonin uygulanması sonucu testis ağırlıklarında önemli bir farkın olmadığı bulunmuştur (Li ve ark, 2016). Farelerde yapılan bir başka çalışmada ise kısa süreli (2 hafta) melatonin uygulamasının vücut ağırlığını değiştirmediği bildirilmiştir (Du ve ark, 2018). Deksametazon ile hamsterlerde oluşturulan testiküler oksidatif stres ve germ hücre apoptozisine karşı melatoninin koruyucu etkisinin araştırıldığı bir çalışmada melatonin uygulanan grupta vücut ve testis ağırlığının kontrol grubu ile kıyaslandığında değişiklik göstermediği bildirilmiştir (Mukherjee ve ark, 2015). Diyabetik ratlarda melatonin tedavisinin kontrol grubuna göre vücut ağırlığında önemli derecede azalma oluşturduğu, ancak testis doku ağırlığında önemli bir fark oluşturmadığı bildirilmiştir (Armagan ve ark, 2006). Sunulan çalışmada da melatonin kullanımı vücut veya testis ağırlığında istatistiksel olarak anlamlı bir değişim oluşturmamıştır.


[bookmark: _Toc26096175][bookmark: _Toc26096176]5.2. Histolojik Değişimler

Sunulan çalışmada tunikamisin uygulanan TM1 ve TM2 gruplarında dejeneratif değişikliklerin, melatoninin de kullanıldığı gruplara göre daha belirgin olduğu gözlenmiştir. Ratlarda yapılan bir çalışmada 200 μg/kg ve 300 μg/kg TM enjeksiyonundan sonra seminifer tübül epitelinde, 3. ve 5. günlerde hasarın başladığını ve 19. günden sonra da hasarın çok daha fazla olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca 56. günde sadece Sertoli hücrelerinin hayatta kaldığı bildirilmiştir (Peterson ve ark, 1996). Yapılan çalışmada TM enjeksiyonundan bir gün sonra dokuların alındığı TM1 grubu seminifer tubullerde, tubulus çapında küçülme, apoptotik hücreler, subbazal vakuolizasyon ve germ hücre dökülmesi yer yer görülmüştür. TM2 grubunda çok sayıda apoptotoik hücre varlığı, daha büyük ve fazla vakolizasayon dikkati çekmiştir. Taşçı (2019) tarafından yapılan çalışmada da ratlarda 200 μg/kg tek doz s.c. TM uygulanmasından 24 saat sonra seminifer tubulde vakuolizasyon, tubul epitelinde küçülme, seminifer epiteldeki hücrelerde dökülme ve lümene germ hücre dökülmesi görüldüğü bildirilmiştir. Tunikamisin uygulanan hayvanlarda testis dışındaki dokulardaki hasarın geçici olduğu, TM bağlı testiküler hasarın ise vazokonstriksiyonun neden olduğu lokal iskemiden kaynaklandığı düşünülmektedir (Peterson ve ark, 1996).
Yapılan çalışmada PMel ve TMel gruplarında tubuler yapıların kontrol grubuna daha fazla benzer olduğu gözlenmekle beraber, kontrol grubuna göre tubulus çapında azalmanın kayda değer olduğu görülmüştür. PMel grubunda ayrıca bazı tubullerde dejeneratif / atrofik görünümlere rastlanmıştır. Tunikamisin grupları ile karşılaştırıldığında daha az sayıda apoptotik hücre tespit edilmiştir. TMel grubunda epitelyal vakuolizasyonlar gözlenirken, farklı olarak apoptotik hücrelere rastlanmamıştır. Muratoğlu ve ark (2019) tarafından yapılan bir çalışmada 21 gün boyunca 10 mg/kg/gün melatonin uygulanan ratlarda normal histolojik seminifer tubullerin yanı sıra seminifer tubulden spermatogenik hücrelerin ayrıldığı ve testisin bazı bölümlerinde atrofik alanların görüldüğü bildirilmiştir. Ratlarda gentamisin ile oluşturulan testiküler toksisiteye karşı melatoninin tedavi edici etkisinin araştırıldığı bir çalışmada da (Kim ve ark, 2014) kontrol ve melatonin grubunun benzer bir şekilde normal testiküler yapıya sahip olduğu bulunmuştur.


5.2.1. Seminifer Tubul Çapı ve Epitel Yüksekliği

Sunulan çalışmada VII-VIII. dönem seminifer tubulus çapı incelendiğinde kontrol,  SK1 ve SK2 gruplar arasında istatiksel olarak anlamlı bir farkın olmadığı,  deneme gruplarındaki VII-VIII. dönem seminifer tubulus çapının kontrol ve sham kontrol gruplarına göre istatiksel olarak anlamlı derecede azalmış olduğu (P<0,001) tespit edilmiştir. En düşük VII-VIII. dönem seminifer tubulus çapının PMel grubunda olduğu (P<0,001) gözlenirken, melatonin kullanılan her iki grubun değerinin de TM2’den düşük olduğu dikkat çekmiştir. Yine gruplar arasında VII-VIII. dönem seminifer tubulus epitel yüksekliği karşılaştırıldığında, en düşük epitel yüksekliğinin PMel grubunda olduğu (P<0,001) kaydedilmiştir. En belirgin etki tunikamisin verilmeden önce melatonin uygulama grubu olan PMel grubunda gözlenmiştir. Yapılan literatür taramasında, rat (Kaya, 2014; Uygur ve ark, 2016; Muratoğlu ve ark, 2019) ve farelerde (Mehraein ve Negahdar, 2011; Bustos-Orbegon ve ark, 2013)  farklı amaçlarla kullanılan melatoninin testiste tubul çapını azalttığının belirlendiği görülmüştür. Yapılan çalışmada hem tunikamisin hem de melatonin, VII-VIII. dönem seminifer tubulus çapını azaltmıştır. 
Yapılan çalışmada gruplar arasında XII-XIV. dönem seminifer tubulus çapı karşılaştırıldığında, çapın en yüksek olduğu gruplar SK1 ve kontrol grubu (P<0,001) olarak belirlenmiştir. En düşük XII-XIV. dönem seminifer tubulus çapının ise yine PMel grubunda olduğu (P<0,001) dikkat çekmiştir. Hem tunikamisin hem de melatonin XII-XIV. dönem seminifer tubulus çapını da olumsuz etkilemiştir. Bununla beraber, gruplar arasında XII-XIV. dönem seminifer tubulus epitel yüksekliği karşılaştırıldığında,  TM1 ve PMel gruplarında elde edilen değerin kontrol grubuyla benzer olduğu (P>0,05) kaydedilmiştir. TM ve Mel’in uygulanması XII-XIV. dönem seminifer tubulus epitel yüksekliğini etkilemiş görünmemektedir. Yine de bu sonuç; çap küçülmesine bağlı olarak spermatogenezisin olumsuz etkilendiğini düşündürebilir. 
[bookmark: _Toc26096177]Sunulan çalışmada, hem TM hem de Mel uygulanan gruplarda VII-VIII. ve XII-XIV. dönem seminifer tubul çapında önemli derecede azalmanın olduğu ve Mel’in bu konuda daha etkili olduğu belirlenmiştir. Li ve Zhou (2015) eksojen melatonin uygulanmasının rat testis dokusu boyutunda küçülme oluşturduğunu, bunun altında yatan mekanizmanın tam olarak açıklanmamakla birlikte, testis dokusunda bulunan melatonin reseptörlerinin, GnRH ve testosteron salgısı üzerine etki ederek, testis ve tubullerde küçülmelere sebep olduğunu ileri sürmektedirler.


          5.2.2. XIV. Dönem Tubulus Oranı

Kontrol, SK1, SK2, TM1, TM2, PMel ve TMel gruplarında XIV. dönem tubulus oranları karşılaştırıldığında gruplar arasında istatiksel olarak anlamlı bir farkın olmadığı bulundu (P>0,05). Yine de bu sonuç TM ve Mel uygulanan gruplarda çap küçülmesi gerçekleştiği için spermatogenezisin olumsuz etkilendiğini düşündürmelidir. Güleş ve ark (2019) nın ratlarda bisfenol-A ve toksikasyona karşı koenzim Q10 uyguladıkları çalışmada da bisfenol-A grubunda XIV. dönem tubulus çapı ve epitel yüksekliğinin önemli oranda düşmesine rağmen, XIV. dönem tubulus oranlarının farklı olmadığını tespit etmişlerdir. 


[bookmark: _Toc26096178]5.3. GRP78 Yoğunluğu

ER stresi oluştuğunda GRP78, PERK, IRE1 ve ATF6 içeren ER transmembran sinyal dönüştürücülerinden serbest bırakılır (Lee, 2005). Sunulan çalışmada ER stresinin ortaya koymak için hem immunohistokimyasal hem de Western blot yöntemi ile GRP78 yoğunluğu incelenmiştir. Sunulan çalışmada immunohistokimyasal olarak testis dokusunda GRP78’in bulunduğu gözlenmiştir. GRP78 boyanma yoğunluğunun, tunikamisinin kullanıldığı TM1, TM2 ve TMel gruplarında istatiksel olarak anlamlı derecede fazla olduğu görülmüştür (P<0,001). Bu durum tunikamisinin kullanıldığı gruplarda ER stresinin oluştuğunu immunohistokimyasal olarak kanıtlamıştır.  İmmunohistokimyasal olarak en yoğun boyanma TM1 grubunda belirlenmiştir. Melatoninin koruyucu olarak kullanıldığı PMel grubunda GRP78 boyanma yoğunluğunun TM1, TM2 ve TMel grupları ile karşılaştırıldığında anlamlı derecede az olduğu tespit edilmiştir (P<0,001). Bu durum proflaktik olarak uygulanan melatoninin daha etkili olduğunu göstermiş olabilir.
Sunulan çalışmada immunohistokimyasal bulguları kontrol etme amacıyla Western blot yöntemi kullanılarak GRP78’in ifade düzeyleri incelenmiştir. Elde edilen değerler karşılaştırıldığında immunohistokimyasal sonuçlara benzer şekilde tunikamisin kullanılan gruplarda GRP78‘in anlamlı derecede fazla olduğu fakat farklı olarak GRP78’in en fazla TM1 grubunda değil TM2 grubunda ifade edildiği (P<0,005) dikkati çekmiştir. Ayrıca yine immunohistokimyasal bulgulara benzer şekilde en az GRP78 ifade düzeyi PMel grubunda tespit edilmiştir (P<0,005). PMel grubu GRP78 değerinin kontrol, SK1 ve SK2 gruplarının ifade düzeyine benzer olduğu (P>0,05) kaydedilmiştir. Bu sonuç da immunohistokimyasal bulguları destekler nitelikte olup, melatoninin koruyucu olarak kullanılmasının daha etkili olduğunu ortaya koymuştur. 
Yapılan çalışmada veriler değerlendirildiğinde kontrol grubunun GRP78 ifade düzeyine göre SK1, SK2, TM1, TM2, TMel gruplarında GRP78 ifade düzeyi sırasıyla 1.04, 1.1, 1.41, 1.61 ve 1.36 kat arttığı belirlenmiştir. Bununla birlikte PMel grubunda ise 1.1 kat azaldığı kaydedilmiştir. GRP78 ifade düzeyinin PMel grubunda 1.1 kat azalması kontrol, SK1 ve SK2 gruplarının değerlerine göre anlamlı olmamış fakat tunikamisin kullanılan gruplara göre GRP78 düzeyinin  PMel grubunda düşmesinin, önemli olduğu dikkati çekmiştir. Bunun anlamı ER stresi oluşmadan melatoninin kullanımının, ER stresi oluştuktan sonra melatonin kullanımından daha iyi sonuçlar doğurduğudur. Bununla birlikte PMel grubunda tunikamisin kullandıktan 24 saat sonra doku örneği alındığı unutulmamalıdır.
 Sunulan çalışmada ayrıca tunikamisin ve melatonin çözücülerinin de bir miktar etkili olmakla beraber etkilerinin istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görülmüştür.
Testiste toksisite oluşturan maddelerin GRP78 düzeyini artırdığı ve bunun da immunohistokimyasal olarak gösterildiğini ifade eden çalışmalar bulunmaktadır. Ratlarda dibütil fitalat (DBP) ile uyarılan ER stresi sonucu, testis dokusunda immunohistokimyasal olarak boyanan GRP78’in çoğunlukla spermatogenik hücrelerin sitoplazmasında lokalize olduğu ve yoğunluğunun önemli ölçüde artmış olduğu tespit edilmiştir (Zhang ve ark, 2016). Ratlarda tek doz subkutan 200 μg/kg olarak tunikamisin ile uyarılan ER stres sonrasında 4. günde alınan testis dokularında immunuhistokimyasal olarak boyanan GRP78’in kontrol grubu ile karşılaştırıldığında immunoreaktivitesinin daha yüksek olduğu bildirilmiştir (Taşcı, 2019). Ayrıca artan GRP78 düzeyinin melatonin ile azaltıldığını bildiren çalışmalar da mevcuttur. Ji ve ark (2012b), farelerde kadmiyumla uyarılan testiküler ER stresi sonucunda, testiküler GRP78 ekspresyonunun önemli derecede artmış olduğunu, melatoninin kadmiyum ile uyarılan testis GRP78’in düzeyini önemli ölçüde azalttığını bildirmişlerdir. Ratlarda testis dokusunda yüksek kolesterollü diyetle oluşturulan ER stresinde de GRP78 ekspresyonunun önemli derecede artmış olduğu tespit edilmiştir (Yu ve ark 2019). Farelerde diyabet ile uyarılan ER stresine tedavi edici olarak 14 gün melatonin uygulanmasının sonucunda,  testis dokusunda GRP78 ekspresyon seviyesinin azalmış olduğu bildirilmiştir (Du ve ark, 2018). 
Ratlarda oluşturulan yağlı karaciğer sendromu sonucu karaciğer dokusunda GRP78 ekspresyonun arttığı, ancak bu sendrom oluştuktan sonra uygulanan melatonin ile GRP78 ekspresyonun azaldığı bildirilmiştir (Zaouali ve ark, 2013). Tavşanlarda viral etkenlerle karaciğer dokusunda oluşan hepatik hasar sonucu GRP78 ekspresyonun arttığı, artan GRP78 ekspresyonunun melatonin ile önlendiği bildirilmiştir (Tunon ve ark, 2013).
Yapılan literatür taramasında ER stresine karşı melatoninin koruyucu olarak kullanıldığı bir çalışmaya rastlanamamıştır.


[bookmark: _Toc26096179]5.4. Testis Dokusunda MDA ve SOD Düzeyleri

Testis dokusunda MDA seviyesi değerlendirildiğinde tunikamisin kullanılan gruplarda MDA seviyesinin kontrol, SK1 ve SK2 gruplarına göre anlamlı derecede yüksek olduğu bulundu (P<0,001). Kontrol, SK1 ve SK2 gruplarında ise MDA aktivitesi yönünden anlamlı bir fark görülmedi (P>0,05). MDA seviyesinin PMel grubunda bütün gruplardan anlamlı derecede düşük olduğu belirlendi (P<0,001). Elde edilen sonuç, sunulan çalışmada immunohistokimyasal yöntem ve Western blot metodu ile elde edilen GRP78 düzeyine ait bulguları destekler niteliktedir.  
SOD aktivitesi yönünden gruplar değerlendirildiğinde, melatonin kullanılan gruplarda (PMel ve TMel) SOD seviyesinin yüksek oranda olduğu, en yüksek değerin de PMel grubunda olduğu ve bunun istatistiksel olarak anlamlı olduğu görüldü (P<0,001). En düşük SOD değerinin TM1 grubunda olduğu dikkat çekti ve melatonin grupları ile arasındaki farklılığın anlamlı olduğu bulundu (P<0,001). Elde edilen sonuç, sunulan çalışmada immunohistokimyasal yöntem ve Western blot metodu ile elde edilen GRP78 düzeyine ait bulguları destekler niteliktedir. 
Sunulan çalışmanın bulgularına benzer şekilde farelerde kadmiyum toksisitesine karşı melatonin ön uygulanmasının, kadminyumun oluşturduğu MDA birikimini ve SOD seviyelerini iyileştirdiği bildirilmiştir (Li ve ark, 2016).



[bookmark: _Toc26096180]5.5. Apoptozis Yoğunluğu

[bookmark: _Toc26096486]Tunikamisinin apoptozisi artırdığı farklı çalışmalarda ortaya konmuştur. Örneğin ratlarda tunikamisin ile uyarılan ER stresi sonrasında 4. günde alınan testis dokularında immunuhistokimyasal olarak boyanan ER stres aracılı apoptoz belirteci CHOP ve kaspaz-3’ün kontrol grubu ile karşılaştırıldığında daha yüksek oranda olduğu olduğu bildirilmiştir (Taşcı, 2019). Farelerde ER stresi oluşturmak için enjekte edilen TM sonrasında, beyin dokusunda kaspaz-3’ün hem ekspresyonunun arttığı hem de immunoreaktivitesinin yoğun olduğu bulunmuştur (Wang ve ark, 2015). Farelerde TM etkisinin araştırıldığı bir çalışmada (Balcan ve ark, 2009), TM uygulamasından kaynaklı glikolizasyon değişiminin ya da eksikliğinin gelişen dalak dokusunda apoptotik etkiler oluşturduğu ve apoptotik hücre sayısının arttığı belirtilmiştir.
[bookmark: _Toc26096487]ER stresine karşı kullanılan melatoninin apoptozis üzerine etkisinin çalışıldığı araştırmalar da bulunmaktadır. Kadminyum ile oluşturulan ER stresi kaynaklı germ hücre apoptozisinin, melatonin uygulamasıyla tubul başına düşen apoptotik hücre sayısı ve apoptotik tubul oranı açısından önemli ölçüde azaltıldığı tespit edilmiştir (Ji ve ark, 2012b). Melatoninin fare testis dokusunda bisulfan tarafından uyarılan spermatogoniyal kök hücre apoptozunu, ER stres ilişkili apoptotik genlerin ekspresyonunu baskılayarak hafiflettiği bildirilmiştir (Cui ve ark, 2017). Sunulan çalışmada kontrol, SK1, SK2 ve deney gruplarının hepsinin seminifer tubullerinde apoptotik hücreler tespit edilmekle birlikte, TM1 ve TM2 gruplarında apoptotik hücre sayısının diğer gruplara göre istatiksel olarak anlamlı derecede arttığı belirlendi. En fazla apoptotik hücre TM2 grubunda tespit edildi (P<0,001).
[bookmark: _Toc26096488]Deksametazon ile hamsterlerde oluşturulan testiküler hasar sonucu oluşan germ hücre apoptozisine karşı melatoninin koruyucu etkisinin araştırıldığı bir çalışmada, hasar grubu ile karşılaştırıldığında melatonin ön uygulaması ile birlikte deksametazon uygulandığında apoptotik indeksin ve kaspaz-3 ekspresyonunun azalmış olduğu bildirilmiştir (Mukherjee ve ark, 2015).
[bookmark: _Toc26096489]Yapılan çalışmada tedavi amaçlı kullanılan melatonin grubundaki (TMel) apoptoz miktarının; kontrol, SK1 ve SK2 gruplarından farklı olmadığı tespit edilirken (P>0,05), literatürden farklı olarak koruyucu amaçla melatonin kullanılan gruptan (PMel) daha az apoptotik hücreye sahip  olduğu tespit edilmiştir (P<0,001). Bu durum, PMel grubunda tunikamisinin henüz yeni verilmiş olmasından kaynaklanmış olabilir. Gruplar arası pozitif tubul oranları karşılaştırıldığında TM1, TM2 gruplarında en fazla apoptotik tubul olduğu görülmüştür.


[bookmark: _Toc26096181]6. SONUÇ VE ÖNERİLER


Araştırma sonunda, tunikamisinin testis dokusuna toksik etkisi, hem uygulamadan 24 saat sonra hem de daha belirgin olarak bir hafta sonra alınan dokularda, histolojik ve biyokimyasal yöntemlerle belirlendi. Tunikamisinin ER stresi oluşturduğu, GPR78 üretim yoğunluğunun immunohistokimyasal ve moleküler düzeyde belirlenmesiyle tespit edildi. ER stresinin dokuda oksidan düzeyi ve apoptozis oranını artırdığı gösterildi. Melatoninin tunikamisin kullanımından önce veya sonra yedi gün süreyle kullanımının etkileri histolojik ve biyokimyasal yöntemlerle belirlendi. Histolojik olarak kontrol grubuna benzer bulgular elde edildiği ve dokuda antioksidan oranının arttığı görüldü. Histometrik olarak hem tunikamisinin hem de melatoninin tubulus çapını küçülttüğü belirlendi. Bununla birlikte profilaktik olarak melatonin uygulamasının tedavi edici olarak melatonin kullanımından daha başarılı şekilde GRP78 oranını azalttığı, immunohistokimyasal ve moleküler düzeyde belirlendi. Araştırma sonuçları doğrultusunda, melatoninin hücre hasarına neden olacak ajan kullanımından önce uygulanmasının, hücrenin ER stresinden korunmasında etkili olacağı ileri sürülebilir. Daha sonraki çalışmalarda melatoninin proflaktik etkisinin ne kadar devam edeceği incelenebilir. Ayrıca Leydig hücreleri, testosteron salgısı ve sperma muayenesi de çalışma planına dahil edilebilir.
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