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Tezin Başlığı: Azospermi Oluşturulan Farelerde Testis Hasarının Serum 
MikroRNA Düzeyi İle Belirlenmesi 
Öğrencinin Adı: Serdağ DEMİRÖREN 

Danışmanı: Prof. Dr. Kemal ÖZBİLGİN 

Anabilim Dalı: Histoloji ve Embriyoloji AD 

1.ÖZET 

AMAÇ: Siklofosfamid (CP) alkilleyici, kemoterapötik ajandır. Kanser tedavilerinde 

yaygın olarak kullanılmaktadır ve birçok organ üzerinde özellikle gonadlar üzerinde 

zararlı etkileri bulunmaktadır. Bu çalışmada, farelerde CP uygulaması sonrasında 

ortaya çıkan testis hasarının, GDNF, Okludin ve TGF-β3 primer antikorları ile 

immunohistokimyasal teknik kullanılıp belirlenerek, kan ve doku örneklerindeki mir-

34b ve mir-34c arasındaki ilişkinin tespit edilmesi amaçlandı.  

GEREÇ VE YÖNTEM: Manisa Celal Bayar Üniversitesi Deney Hayvanları 

Araştırma ve Uygulama Merkezi Laboratuvarları’ndan alınan sağlıklı 2 aylık Balb/c 

erkek fareler (n:18) üç gruba ayrıldı. Kontrol grubuna hiçbir işlem uygulanmadı. 

Deney grubuna 5 gün boyunca intraperitoneal, günde bir kez 100 mg/ kg CP, sham 

grubuna ise aynı miktarda serum fizyolojik enjekte edildi. Son enjeksiyondan 24 saat 

sonra hayvanlar sakrifiye edilerek, testis dokuları ve kan örnekleri alındı. Dokular ve 

kan örnekleri immunohistokimyasal ve RT-PCR incelemeleri için takip edildi. 

BULGULAR: Testis dokularının immunohistokimyasal incelenmesinde, kontrol 

grubu ve sham grubu ile karşılaştırıldığında, CP verilen grupta spermatogenik germ 

hücre sayısında, GDNF ve Okludin ekspresyonlarında azalma; TGF-

β3’ekspresyonunda artış gözlendi. RT-PCR tekniği ile mir-34b ve mir-34c 

ekspresyonları incelendiğinde, doku örneklerinde CP verilen grupta belirgin azalma 

tespit edilirken, plazma örneklerinde yeterli ekspresyon gözlenmedi. 

SONUÇLAR: Bu çalışmada, CP’nin neden olduğu testis hasarında GDNF, Okludin 

ve TGF-β3 ekspresyonlarının önemli rol oynadığı, doku örneklerinde mir-34b ve 

mir-34c ekspresyonlarında ortaya çıkan azalmanın, testis hasarının belirlenmesinde 

önemli bir belirteç olabileceği, ancak plazmada tespit edilebilmesi için daha ileri 

tetkiklere ihtiyaç olduğu sonucuna varıldı. 

ANAHTAR KELİMELER: Siklofosfamid, testis, GDNF, Okludin, TGF-β3, mir-

34b/c 
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Title: Determınatıon of Testıcular Injury ın Mouse wıth Azospermıa vıa Serum 

mikroRNA Level------ 

Student’s Name: Serdağ DEMİRÖREN 

Supervisor: Prof. Dr. Kemal ÖZBİLGİN 

Department: Department of Histology and Embryology. 

2.SUMMARY 

Aim: Cyclophosphamide (CP) is an alkylating, chemotherapeutic agent commonly 

used in cancer treatments and has a detrimental effect on many organs, especially 

gonads. In this study, we aimed to evaluate the effects of CP-induced testicular 

toxicity using GDNF, Occludin and TGF-β3 primary antibodies by 

immunohistochemical technique, and mir-34b and mir-34c expression by RT-PCR 

tecnique in blood and tissue samples. 

Materials and Methods: Eight weeks Balb/c old male rats (n:18) from Manisa Celal 

Bayar University Laboratory of Experimental Animals Research and Application 

Center were divided into three groups. No treatment was applied to the mice in the 

control group. Mice in the experimental group were injected intraperitoneally with 

100 mg/kg CP once daily for 5 days, and in the sham group the same amount of 

saline was injected. 24 hours after the last injection, the animals were sacrificed, and 

testicular tissues and blood samples were removed. Tissues and blood samples were 

analyzed by immunohistochemical and RT-PCR methods. 

Results: Immunohistochemical analysis of testicular tissues showed a decrease in 

both spermatogenic germ cell count and GDNF and Occludin expressions, and an 

increase in TGF-ẞ3 expression in the CP group compared to the control and sham 

group. When the expression of mir-34b and mir-34c were examined by RT-PCR 

technique, significant decrease was observed in tissue samples in the CP-treated 

group, but sufficient expression was not observedin plasma samples of the all groups. 

Conclusion: In this study, it was concluded that the expression of GDNF, Occludin 

and TGF-β3 plays an important role in testicular injury caused by CP, and the 

decrease in the expression of mir-34b and mir-34c in tissue samples may be an 

important marker for the detection of testicular damage, however, further 

investigations are needed to detect them in plasma. 

Keywords: Cyclophosphamide, testes, GDNF, Occludin, TGF-β3, mir-34b/c 



 

3 

 

 

 

3. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

 

 

Testislerin temel görevi, spermatozoa üretilmesi ve erkeğe özgü karakterlerin 

ortaya çıkmasını sağlayan hormonal düzenlemenin sağlanmasıdır. Testislerde 

bulunan Sertoli ve Leydig hücreleri; sperm üretimini düzenleyici fonksiyonu yerine 

getirmektedir. Leydig hücreleri spermatogenezi, testesteron üreterek desteklerken; 

seminifer tübüllerinde bulunan Sertoli hücreleri, spermatogenez sırasında gelişim, 

proliferasyon ve olgunlaşma olaylarında yardımcı olmaktadır (Tripathi ve ark. 2008). 

Kemoterapi uygulamaları, kanser hücrelerini ortadan kaldırmak amacı ile 

kullanılırken, somatik hücreleri de etkilemektedir. Kemoterapi uygulamalarından 

sonra testiste, germ hücreleri bölünme döngüsünün çeşitli aşamalarında etkilenmekte 

ve ortaya çıkan DNA hasarı nedeniyle hücresel kayıplar ortaya çıkmaktadır. Son 

yıllarda kanser tedavilerinde başarı oranlarının artması ile yaşam sürelerinin uzamış 

olması, özellikle çocukluk çağında uygulanan kemoterapi sonrasında, erişkin 

dönemde gonadal toksisiteye bağlı infertilite görülmeye başlanmasıyla 

sonuçlanmaktadır (Zhu ve ark. 2016). 

Siklofosfamid (CP) yaygın olarak kullanılan kemoterapötik alkilleyici bir ilaçtır. 

Fosforamid hardalı (PM) en aktif olanıdır ve karaciğerde metabolize olmaktadır. Bu 

molekül, DNA replikasyonunu önleyen bir alkil molekülünü DNA'ya bağlayan 

terapötik aktiviteden sorumludur. Bu ilaç ayrıca glomerulonefrit gibi otoimmün 

hastalıkların tedavisinde ve transplantasyon sonrası organ reddinin kontrolünde de 

yaygın olarak kullanılmaktadır (Tripathi ve ark. 2008). CP uygulaması hastaların 

sperm sayısında azalmaya neden olabilmektedir.  

  



 

4 

 

Gonodal hasarın derecesi, alınan alkilleyici madde dozu ile ilişkilidir yüksek doz 

kullanımı sonucunda kalıcı azoospermi görülebilmektedir. CP uygulanan erkeklerde, 

testiküler toksisiteye bağlı olarak azoosperminin sık olarak ortaya çıktığı ve bu 

durumun infertiliteye neden olduğu bilinmektedir (Zhu ve ark. 2016). Hayvanlar 

üzerinde yapılan çalışmalar; CP’nin anormal sperm üretiminde artışa; sperm 

konsantrasyonunda ve motilitesinde, testosteron seviyesinde ve testiküler antioksidan 

kapasitesinde, testis ağırlığında azalmaya neden olduğunu göstermiştir. Ayrıca, CP 

etkisi ile germinal epitel kalınlığında, seminifer tübül çapında ve Leydig hücre 

sayısında anlamlı azalma gözlenmektedir. Bu zararlara neden olduğu mekanizma net 

olarak bilinmemekle birlikte, bazı çalışmalarda dokuların redoks dengesini 

bozabileceğini bunun da biyokimyasal ve fizyolojik rahatsızlıkların oksidatif stresten 

kaynaklanabileceğini düşündürmektedir. Toksik maddeler ve farmasötik bileşikler, 

testisin farklı hücre tiplerini (Germ, Leydig ve Sertoli hücreleri) hedef alarak ve 

hipotalamus -hipofiz uyarımı yoluyla gonadal hormon seviyelerini değiştirerek erkek 

üreme sistemini olumsuz yönde etkilemektedir. Testisteki hasardan sperm 

parametreleri de etkilenerek sperm sağlığı ve/veya işlevinde bir azalmayla 

azospermiye neden olmaktadır (Drumond ve ark. 2011). 

Seminifer tübül epiteli epitelyumu, özellikle kanserin tedavisinde kullanılan 

kemoterapi ve radyoterapinin neden olduğu toksik maddelerin neden olduğu hasara 

çok duyarlıdır. CP tedavisi oksidatif strese bağlı olarak testislerde biyokimyasal ve 

fizyolojik hasara neden olmaktadır. Böylece, spermatogenez sırasında germinal 

döngünün spesifik aşamalarında CP'nin apoptozda bir artışa neden olduğu 

bildirilmiştir. CP'nin flagellum üzerindeki toksik etkisine bağlı olarak sperm 

hareketliliğinin azalmasına da neden olmaktadır (Ghosh ve ark. 2002; Mythili ve ark. 

2004). 

Spermatojenik hasar ve Sertoli hücrelerinin fonksiyonel durumunun 

değerlendirilmesinde, Transforme Edici Büyüme Faktörü Beta 3(TGF‐β3), Glial 

Hücre Hattı Kaynaklı Nörotrofik Faktör (GDNF) ve Okludin proteinlerinin 

ekspresyonlarının incelenmesi daha önceki çalışmalarda gösterilmiştir. 

  

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chemotherapy
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chemotherapy
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GDNF ise farklılaşmamış spermatogonyumun kendini yenilemesine ve 

farklılaşmasına aracılık ettiği bilinen ilk moleküldür. Sertoli hücreleri tarafından 

doğumdan sonra salgılanan, Sertoli hücreleri ve spermatogonyum arasındaki uyarı 

mekanizmasını kolaylaştıran önemli bir büyüme faktörü olarak görev yapmaktadır 

(Wang ve ark. 2016). 

Okludin, Sertoli hücrelerinin oluşturduğu sıkı bağlantı kompleksinde (TJ) yer 

alan bir plazma membran proteinidir. TGF‐β3 ise, Sertoli hücresi TJ kinetiğinin 

önemli bir düzenleyici faktörüdür. TGF‐β’nın hücre çoğalması, farklılaşması ve 

apoptozunu kontrol ettiği, aynı zamanda hücre-hücre ve hücre-hücre dışı matriks 

etkileşimlerinde de etkili olduğu bilinmektedir (Cao ve ark. 2016). 

Memeli spermatogenezinde mikroRNA'lar, germ hücrelerinin gelişimi ve 

doğurganlığın kontrolünde çok önemli fonksiyon göstermektedir. mikroRNA'ların, 

proliferasyonda, olgunlaşmada, apoptozda, kan-testis bariyerinin ve seminifer epitel 

döngüsünün düzenlenmesinde önemli fonksiyonları olduğu bilinmektedir. 

MikroRNA'lar, RNA Polimeraz II ve III, Drosha ve Dicer tarafından üretilen, 19-23 

nükleotit uzunluğunda, küçük noncoding bir RNA türüdür. Hedef hücrelerde, 

mikroRNA'lar, genlerin ekspresyonunu baskılayan ve bu nedenle metabolik hücre 

fonksiyonunu kontrol eden çeşitli mesajcı RNA (mRNA) moleküllerine bağlanır. 

mikroRNA'lar ilk önce pre-mikroRNA'lar elde etmek için işlenen ve daha sonra 

olgun mikroRNA'lar haline gelmek üzere işlenen pri-mikroRNA'lar olarak 

kopyalanır. mikroRNA'ların ifadeleri, doku ve gelişim aşamalarına özgüdür (Bartel 

2004; Ha ve ark. 2014). İnfertilite fenotipleri ile ilişkili mikroRNA’nın 

spermatogenez, döngüsünün farklı aşamalarındaki ekspresyonu, mikroRNA'ların 

supresyonu yoluyla bir dizi gen tarafından düzenlenir (Correa ve ark. 2016; Márton 

ve ark. 2019). 

Çoğunlukla farelerde ve domuz gibi diğer hayvan modellerinde yapılan birkaç 

çalışma, mikroRNA'ların spermatogenezin gelişiminde ve/veya düzenlenmesinde rol 

oynadığını ve bunların ifadelerinin değiştirilmesinin üreme anormalliklerine neden 

olduğunu açıkça göstermektedir.  
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mikroRNA'ların spermatogenezdeki çeşitli hücresel süreçlerin transkripsiyonel 

kontrolünde iyi bilinen önemi nedeniyle, deregüle edilen mikroRNA'ların erkek 

infertilite teşhisi için biyobelirteçler olarak kullanılabileceği ileri sürülmektedir 

(Marcela ve ark. 2017). Yapılan çalışmalar; CP etkisi ile oluşan testis dokusundaki 

hasarın hücrelere özgü mikroRNA ekspresyonlarının belirlenmesi ile 

mikroRNA'ların spermatogenezdeki çeşitli hücresel süreçlerin transkripsiyonel 

kontrolünde iyi bilinen önemi nedeniyle, deregüle edilen mikroRNA'ların erkek 

infertilite teşhisi için biyobelirteçler olarak kullanılabileceği önerilmektedir. 

İnfertil azospermi vakalarında testis biyopsisi, infertilite nedeninin tespit 

edilebilmesi için kullanılan tek ve invaziv bir tekniktir. mikroRNAlar oldukça küçük 

moleküller olup, sadece hücre içinde değil farklı biyolojik sıvılarda da bulunmaktadır 

ve birçok hastalık için noninvaziv biyobelirteç olarak kullanılabileceği ileri 

sürülmektedir. Spermatogenezde rol oynayan çok sayıda mikroRNA tanımlanmış 

olmasına rağmen kan örneklerinde fikir birliğine varılmış bir mikroRNA 

bulunmamaktadır (Sato ve ark. 2019). 

mikroRNA-34 ailesi kana geçebilen bir molekül olup, spermatogenezde rol 

oynadığı bilinmektedir. Bununla beraber, mikroRNA34’ün infertil vakalarda 

serumda varlığı ile ilgili bir çalışma bulunmamaktadır. Kemoterapi uygulaması 

sonrası mikroRNA34 ailesinde ortaya çıkabilecek değişikliklerin saptanması ve 

infertilitenin noninvaziv yöntemle tespit edilebilmesi, bu çalışmanın özgün değerini 

oluşturmaktadır. Ayrıca kemoterapi sonrası infertilite nedeninin bilinmesi; bundan 

sonraki kemoterapi tedavilerinin izlenmesinde, infertiliteden korunmada ve 

infertilitenin tedavi edilebilmesinde de temel bilgi sağlayacaktır (Abu-Halima ve ark. 

2014). 

Bu çalışmada amaç, mikroRNA ekspresyonlarının noninvaziv olarak 

spermatogenez ve fertilite durum değerlendirmesi için kullanılabilirliğinin 

araştırılmasıdır. Kemoterapi uygulaması sonrasında ortaya çıkan azospermi teşhisini 

doğrulamak için testiküler biyopsi dışında bir yöntem bulunmamaktadır. Bununla 

beraber son yıllarda mikroRNA ekspresyon profilinin değişmesi, tanı amaçlı yeni 

biyobelirteçler olarak kullanılabileceğine ait yayınlar da bulunmaktadır. 
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MikroRNA'ların spermatogenezdeki çeşitli hücresel süreçlerin transkripsiyonel 

kontrolünde önemli rol oynaması nedeniyle, deregüle edilen mikroRNA'ların erkek 

infertilite teşhisi için biyobelirteçler olarak kullanılabileceği ileri sürülmektedir. 

Ayrıca, mikroRNA'ların ekspresyonlarının daha iyi anlaşılması, gelecekteki erkek 

infertilitesindeki terapötik müdahaleler için de çok önemlidir. 
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4. GENEL BİLGİLER 

 

 

 

4.1. TESTİSİN YAPISI 

 

 

4.1.1. Testis Embriyolojisi 

Primordiyal germ hücrelerinin (PGH), epiblasttan köken alarak, primitif çizgi 

boyunca ilerlediği bilinmektedir. 3.haftada, vitellus kesesinin allontoise yakın olan 

kısmındaki hücrelerin arasına yerleşen bu hücreler 4.haftada ise ameboid hareketler 

yaparak son bağırsağın mezenter kısmından dorsal eksene doğru ilerlemektedir.5. 

haftada ise primordiyal germ hücreleri, mezonefrozun medial kısmındaki mezotel ve 

onun alt kısmındaki mezenşim hücrelerinin çoğalması sonucunda kalınlaşma 

şeklinde gelişen gonadal kabartıya ulaşmaktadır. Bu hücrelerin gonadal kabartıya 

ulaşmasından önce ve ulaşması sırasında kabartının epitel tabakası altında bulunan 

mezenşim hücrelerinin arasına girip çoğalarak düzensiz şekilli kordon oluşumu 

(primitif cinsiyet kordonları) sağlanmaktadır (Sadler 2017)  

 

 

Şekil 1. Primordiyal germ hücrelerinin göçü (Sadler 2017) 
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Bu kordonlar hem erkek hem de dişi embriyolarında yüzey epiteli ile bağlı olup 

7. haftaya kadar erkek veya dişi gonadların ayırt edilememesinden dolayı bu evreye 

farklanmamış gonad evresi adı verilmiştir. Ayrıca bu hücrelerin migrasyonu Stella, 

Fragilis ve (Kemik Morfojenik Proteini) BMP-4 genleri ile düzenlenmektedir. 

Gonadların gelişiminde köken aldığı kaynaklar; posterior kısmının abdominal 

duvarını döşeyen mezotel tabakası, bu tabakanın altındaki mezenşim hücreleri ve 

primordiyal germ hücreleri olarak bilinmektedir. Farklanmamış gonadlarda gelişim 

olayları sırasıyla dışta korteks içte medulla olacak şekildedir. Testis gelişiminde 

gonadların medulla kısmının gelişmesiyle farklanma gerçekleşir, korteks kısmında 

ise gerileme ve dejenerasyon gözlenir (Moore 2009). 

Erkek embriyolarda XY kromozomu bulunur ve cinsiyeti belirleyen Y 

kromozomunun kısa kolu üstünde SRY geni bulunur. Bu gen ve Sox9 genleri 

gonadal kabartı oluşması için testisten kemotaktik faktör olarak işlevi olan FGF9'un 

salınmasını başlatmaktadır. SRY geni ve testis belirleyici faktörün (TBF) etkisi 

sonucunda primitif cinsiyet kordonlarının sayısı artar, Sox9 ve FGF9 genlerinin 

etkisiyle de seminiferöz kordonlarının oluşumu sağlanır (Moore 2009). 

TBF faktörü etkisiyle gonadal kordonlar da seminiferöz kordonlara 

farklandıktan sonra bu kordonların yüzey epiteli ile kurduğu bağlantı, fibröz kapsül 

yapısındaki kalın tabaka olarak bilinen, Tunika albuginea geliştikten sonra ortadan 

kalkmaktadır. Bu kordonlar, tübüllere, tubuli rektiye ve rete testise 

farklanmaktadırlar. Testis genişlemeye bağlı olarak mezonefrozdan ayrılır ve 

kendine ait bulunan mezenter yapısına( mezorçiyuma) asılı hale gelmektedir (Sadler 

2017)  

Seminifer tübüller, puberte dönemine gelinceye kadar solid halde olur, daha 

sonra lümen gelişimi başlamaktadır. Tübüllerin duvarında bulunan Sertoli hücreleri, 

destek hücresi olarak bilinir ve bu hücreler testisin yüzey epitelinden gelişmektedir. 

Tübül duvarında bulunan diğer hücreler spermatogenik hücrelerdir, bu hücreler ise 

primordiyal germ hücrelerinden farklanmaktadırlar (Ilona ve ark. 2010). 

Fetal testis incelendiğinde, tübüllerdeki hücre çoğunluğunu Sertoli hücreleri 

oluşturmaktadır. Fetal dönemdeki gelişme süresince, testiste yüzey epitelinin 

düzleşmesi sonucunda yetişkin dönemdeki testisin dış yüzey mezoteli oluşur. 
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Seminifer tübüller, düz şekilli olan tübülü rektiyle ve ağ şeklinde olan rete 

testisle ilerlerken, sayıları ortalama 15-20 adet olan,ince mezonefrik tübül 

özelliğindeki duktus efferentes yardımıyla mezonefrik kanaldan gelişmiş olan duktus 

epididimisle bağlantı kurmaktadır (Ilona ve ark. 2010). 

Bu tübüller birbirinden gevşek bağ dokusu, fibroblast hücreleri, kollajen liflerin 

ve leydig hücrelerinin de bulunduğu interstisyel bağ dokusuyla ayrılmışlardır. 8. 

hafta ile birlikte Leydig hücreleri, hormon (androjenik hormonlardan testosteron, 

androstenedion) salgılamaya başlamaktadır. Salgılanan bu hormonlar hem 

mezonefrik kanalların hem de dış genital organlarının maskülin olarak farklanmasını 

uyarmaktadır. İnsanda salgılanan koryonik gonadotropin hormonu (hCG) testesteron 

üretimini stimule etmekle görevlidir. Bu hormonun kandaki değeri 8-12 hafta 

arasındaki embriyonik dönemde en yüksek değerine ulaşmaktadır (Ilona ve ark. 

2010). Bu hormonlara ek olarak fetal testislerde Sertoli hücreleri tarafından puberte 

dönemine kadar salgılanan, glikoprotein yapıda olan, Anti-müllerian hormon (AMH) 

Müller kanalından (paramezonefrik kanal) gelişecek uterus ve tuba uterinanın 

farklanmasını inhibe etmektedir. SRY geni, steroidogenezis faktörü 1 (SF1) sentezini 

de uyarır. Bu faktör ; Sertoli ve leydig hücrelerinde farklılaşmayı indükler, Sox9 ile 

birlikte görev alarak AMH'nin konsantrasyonunu artırırken ayrıca leydig 

hücrelerindeki testesteron sentezinde görev alan genleri uyarmaktadır.Hedef 

dokularda hücre içine giren testesteron 5α redüktaz enzimi yardımıyla 

dihidrotestesterona dönüştürüldüğünde erkek dış genital organlarında farklılaşmayla 

ilgili reseptörlere bağlanır (Moore 2009). 

Erkekte genital kanal gelişiminde; mezonefrik kanallar (Wolffian kanallar) ileri 

farklanmayla paramezonefrik kanallar ise gerilemeyle rol oynar. Mezonefrik kanal 

gelişiminde proksimal ucu kıvrımlı bir şekil alarak duktus epididimisi oluşturur. 

Mezonefrik gelişimde dejenerasyon olduğunda bazı yapılar işlev kazanmaz ve kalıntı 

olarak devam eder. Bu gelişim sürecinde tüplerden paradidimis oluşmakta 

kanallardan ise appendiks ve epididimis kalıntı olarak bulunmaktadır. Bu bölümden 

rete testisin kordonlarıyla bağlantı kurularak duktus efferentisler oluşturulur. 

Mezonefrik kanallar, duktus epididimisin kuyruk kısmından seminal vezikül 

tomurcuğuna kadar olan kısımda kalın bir kas kılıfıyla sarılarak duktus deferens (vas 

deferens) oluşturulur (Sadler 2017). 
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Bu kanalların kaudal uçlarının lateral kısmından dış kısma doğru seminal bezler 

gelişir. Bu bezler ejekulattaki sıvıyı büyük oranda oluşturmaktadır. Ayrıca 

spermlerin beslenmesi için de sekresyon yapmaktadırlar. Seminal bezlere ait kanallar 

ve uretra arasındaki mezonefrik kanal, duktus ejakulatoryus olarak gelişir. Uretranın 

prostatik parçasından oluşan endodermal çıkıntıların mezenşim içine doğru gelişmesi 

ile prostatin glandüler bez gelişimi gözlenir. Bu bezin epiteli endodermal hücrelerden 

gelişir, düz kas ve stroma kısmı ise mezenşimalden gelişmektedir. Bulbouretral 

bezler ise uretranın spongioz parçasından çift olarak dışa doğru gelişen hücrelerden 

oluşmaktadır. Bu bezde de stroma ve düz kas hücreleri mezenşimalden gelişir. 3.- 4. 

haftada mezenşimin çoğalmasıyla kloaka membranın kraniyal kısmında genital 

tuberkülü oluşturulur. Bu yapının uzamasıyla fallus oluşur. Kloaka membranın iki 

yanında da genital şişlik ve uretral katlantılar oluşmaktadır. Katlantılar öne doğru 

yönelerek üretral oluğun kenarlarını oluşturur. 3.ay’ın sonunda iki üretral katlantının 

kapanmasıyla penil uretra oluşur. Bunun sonucunda skrotum ve penis gelişimi olur 

(Moore 2009). 
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4.1.2. Testis Anatomisi 

 

Erkekte üreme sistemi; dış genital ve iç genital organlar olmak üzere iki 

kısımdan oluşur. Penis, üretra ve skrotumdan oluşan dış genital organlar, diaphragma 

ürogenitale ve arkus pubikus’un alt kısmında bulunurlar. İç genital organlar olarak da 

prostat, vesikulo seminalis ve bulbouretral bezler, testis, duktus epididimis ve duktus 

deferens görev alır (Şekil 2). Testis, gelişim olaylarında intrauterin döneminde karın 

boşluğu ve böbreklerin altında bulunan, doğuma yakın olan dönemde karın 

boşluğundan daha sonra da kanalis inguinalis kısmından aşağıya doğru iner (Moore 

2009). 

Testisler skrotum içinde asılı olarak yerleşmiş olan bir çift organdır. Skrotumun 

deri yapısı kıvrımlı olup iç yüzeyi septum skroti yapısı ile ikiye ayrılmaktadır. 

Skrotum; testis, epididimis ve funikulus spermatikus ile duktus deferens’in bir 

kısmını da içeren torba şeklindeki yapıdır (Gökmen 2008). 

 

 

 

Şekil 2. Erkekte genital sistemin anatomik görüntüsü (Gartner 2007) 

  



 

13 

 

Oval şekilleri olan testislerin, uzunluğu yetişkinlerde 4-5 cm,eni 2.5 – 3 cm, 

ağırlığı 20-30 gramdır. Testisler skrotum içinde vertikal yönde yerleşmemiş olup 

uzun eksen yukarıdan aşağı doğrultuda ve önden arkaya doğru eğik olarak 

bulunmaktadır. Sağ testisin konumu sol testise göre daha yukarı pozisyonda 

yerleşmiştir (Sancak ve Cumhur 2008). 

Testiste bulunan iki yüz facies lateralis ve facies medialis olarak; kenarları  

margo anterior ve margo posterior; iki ucu ise extremitas superior ve extremitas 

inferior olarak adlandırılmaktadır. Kenar kısımları incelendiğinde; margo anterior 

epiorchium (peritoneum viscerale’nin uzantısı) ile örtülüdür. Margo posterior’un 

medial bölümünde korpus epididimis, testise ait damar ve sinirlerle sperm 

kanallarının da geçtiği mediastinum testis yapısı da bulunmaktadır. Testisin uç 

kısımları incelendiğinde; Extremitas superior üst kısımda yer alan, kaput epididimise 

yerleşmiş olan bir kısımdır. Extremitas inferior ise alt kısımda yer alarak kauda 

epididimis ile örtülü bulunmaktadır (Gökmen 2008). 

Testislerde, abdominal aorta'nın bir dalı olan testiküler arterler inguinal kanaldan 

geçtikten sonra skrotuma ulaşarak testis yüzeyinde dallanmaya neden olur.Bu olayla 

arteriyel kanlanma gerçekleştirilir ve girişimsel işlemlerde vasküler yapıların 

korunması sağlanmış olur.Arteriyel kanlanmada, diferansiyel ve kremasterik arterler 

de görev alır.Testislerde venöz drenaj, mediastinumdan çıkarak bağlantı kuran küçük 

venler yardımıyla gerçekleşir (Tunalı ve Başar 2012). 

Testisin posterior kısmından gelen testiküler venler ise plexus pampiniformis 

olarak duktus deferensin ön kısmından yukarı doğru uzanır ve inguinal kanalı 

geçtikten sonra abdomene ulaşır. Bu bölgedeki venler de birleştikten sonra testiküler 

arterin iki tarafında bulunan bir çift testiküler ven oluşur.Bu venlerin de birleşimi ile 

tek bir testiküler ven oluşturulur. Testiküler ven,sağ tarafta renal venin alt kısmından 

vena cava inferior'a açılır.Sol tarafta ise sol renal vene açılmaktadır (Tunalı ve Başar 

2012). 
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Testis anjiogenezis olayında temel yapı olarak lenfatiklerin, paraaortik ve 

interaortokaval lenf nodüllerine drene olması ile gerçekleşir. Testis ve epididim 

innervasyonunda; renal ve aortik pleksuslardan çıkarak gonadal damarlarla 

gerçekleşebilirken bir başka yol da gonadal afferent ve efferent sinirlerin pelvik 

pleksustan çıkması ile olur. Bazı afferent ve efferent sinirlerin karşı taraf pelvik 

pleksusu ile karışması sonucunda oluşan nöral çapraz yapılar, bir testisteki patolojik 

olayların karşı tarafta bulunan testisin de fonksiyonlarını etkileyebileceğini 

açıklamaktadır. Genitofemoral sinirde bulunan genital dallar ise, tunika vajinalis ve 

skrotumun duyarlılığını sağlamaktadır (Tunalı ve Başar 2012). 

 

4.1.3. Testis Histolojisi 

 

Testisler, karın boşluğunda retroperitoneal olarak gelişen, skrotumda spermatik 

kordonların uçlarında asılı bir şekilde bulunurlar. Skrotumda bulunan testisler oval 

görünümlüdür. Ortalama 15 gr. ağırlığındadır. Dıştan içe doğru üç tabakalı kalın bir 

kapsül ile kuşatılmıştır. Dıştan içe doğru Tunika vajinalis , ortada tunika albuginea, 

en içte ise tunika vasküloza, bulunur. Tunika vajinalis tek katlı mezotelyal 

hücrelerden oluştuğu için kesitlerde gözlenmez (Şekil 3-A). Testisin önde ve yan 

yüzeylerinde bulunan kapalı seröz kesesinin tabakaları; peritondan köken alan 

visseral tabaka bazal laminanın üzerine oturmuş yüzeyde skrotum üzerinde pariyetal 

tabakayı oluşturur. Bu iki tabaka arasında bulunan seröz boşluk testisin serbest 

olarak hareket etmesini sağlar (William K 2009). 
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Şekil 3. Testis histolojik kesitleri  

A-(Ross ve Pawlina 2018) B- (www.lab.anhb.uwa.edu.au- Erişim Tarihi:30.07.2019) 

Kapsülde belirgin olarak en kalın tabaka, tunika albugineadır. Bazal laminayla 

tunika vaginalisten ayrılan, yapısında yoğun olarak fibroelastik bir bağ dokusu 

bulunan bu tabakanın, testisin arka yüzünde kalınlaşmasına bağlı olarak 

mediyastinum testisi oluşturduğu bilinmektedir. Kapsül yapısından testisin içine 

doğru uzanan tunika albuginea bağ dokusu uzantılarıyla testisi ortalama 250 lobüle 

ayırır. Lobüllerin içinde, toplamda uzunluğu 280-400 m. olup 600-1200 tane 

seminifer tübül bulunmaktadır (Şekil 3-B). 

Her testis lobülünde kan ve lenf damarları, sinirler ve interstisyel hücrelerin 

(Leydig hücreleri), bulunduğu gevşek bağ dokusu bulunmaktadır. Testisin posterior 

yüzeyinde düz kas hücreleri yoğunlukta bulunur. En içte bulunan Tunika vajinalis , 

kan damarlarından zengin yapısında gevşek bağ dokusu bulunan kısımdır.  

Seminifer tübüllerde sperm üretimi gerçekleşirken Leydig Hücreleri de testiküler 

androjen hormonlarını salgılar. Mediastinumda, seminifer tübüllerin tübüli rektiye ve 

daha sonra rete testise açılması buradan da 12-15 adet duktuli eferentes ile devam 

ettiği bilinmektedir. Bu kanallar yardımıyla testis sıvısı ve spermler duktus 

epididimisin proksimal bölümüne aktarılır ( William K. 2009). 

A B 
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4.1.3.1. Spermatogenik hücreler 

 

Spermatogenez olayı primitif bir germ hücresi olan spermatogonyumun 

bölünme, farklılaşma ve olgunlaşma sonucunda germ hücresi olan sperm üretimi 

sürecini kapsar. Spermatogenik hücrelerin insanda olgunlaşma süresi 64 gün olup, 

çoğalabilen hücrelerdir. Bu süreç spermatogenez ve spermiyogenez olaylarıyla 

tamamlanır. Spermatogenez olayında spermatogonyum hücreleri önemli rol oynar. 

Bu hücreler; bazal laminanın üstünde bulunan, çapları yaklaşık 12 μm,kan-testis 

bariyerinin dışında yer almaktadırlar. 

Morfolojilerine bakıldığında Tip A koyu, Tip A açık ve Tip B olarak 3 çeşittir. 

Tip A koyu olanlar seminifer tübüllerin epitelinde bulunan kök hücrelerdir. Nükleusu 

yoğun bazofilik, ince granüler kromatinli bir yapıda ve ovaldir. Puberteyle birlikte 

mitotik bölünmeler geçirip tip A koyu veya açık spermatogonyumları oluşturur. Tip 

A açık olanların ise nükleusu soluk boyanmış ve ince granüler kromatinli bir yapıda 

oval şekildedir. Mitotik bölünmeler sonucunda farklılaşmasıyla Tip B 

spermatogonyumlar oluşur. Bu hücrelerde ise oval nükleus, merkezi yerleşimli 

nükleolus bulunmaktadır. Kromatin yapısı hem nükleus hem de nükleolus çevresinde 

yoğunlaşma göstermektedir (Şekil 4). 

  



 

17 

 

 

 

Şekil 4. Spermatogenik hücreler (Ross ve Pawlina 2018). 

 

Tip A hücreleri sessiz hücreler olarak bilinir. Bu nedenle de radyasyon ve 

kemoterapiye karşı dirençlidir. Mitoz bölünme geçiren diğer spermatogonyumlar, 

mayoz bölünme geçiren spermatositler ve farklılaşmakta olan spermatidler ise bu 

etkilere karşı çok duyarlıdır (Sadler 2011). Primer spermatositlerde, 46 kromozom 

(44+XY) ve 4n DNA bulunmaktadır. Tip B spermatogonyumların mitozu sonucunda 

oluşan primer spermatositler, interfaz evresinden sonra mayoz I’in profaz evresine 

girerler. Bu evrede; leptotende homolog kromozomların 2 kardeş kromatidden 

oluştuğu, zigotende homolog kromozomlar arasında sinapsın başladığı sinaptonemal 

kompleks oluşturduğu, pakitende ise kardeş olmayan kromozomların arasında 

krossing-over’ın başladığı bilinmektedir. Diploten evresinde krossing-over’in bitişi 

gerçekleşirken kromozomların arasında kiyazma ile bağlantılı tetratlar oluşumu 

gözlenir. 
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Diakinez evresinde ise kromozomların kısalıp kalınlaştığı, sinaptonemal 

kompleksin dağıldığı ve bir mikrotübül ipliğinin gelişmeye başladığı gözlenir. 

Metafaz evresinde ise kromozomların ekvatoral düzlemde toplanması ve daha 

sonrasında gözlenen anafaz evresinde ise kardeş kromatidlerin rastgele zıt kutuplara 

çekilmesiyle bölünme tamamlanır. Profaz evresi yaklaşık 22 gün sürdüğü için 

mikroskop incelemelerinde hücrelerin büyük çoğunluğu bu evrede görülür. 

Spermatogenik hücreler içinde büyüklüğü en fazla olup nükleuslarındaki 

sinaptonemal kompleks yapısıyla karakterize olan primer spermatositlerdir. Bu 

kompleksin oluşumunda Box-20 geni önemli rol oynar.  

Mayoz I’den sonra oluşan sekonder spermatositlerde 2n DNA ve 23 kromozom 

(22+X veya 22+Y) bulunmaktadır. Testislerden alınan kesitlerde, interfazda kısa süre 

kaldığı ve hızlı bir şekilde mayoz II’ye giren kısa ömürlü hücreler olduğu için 

sekonder spermatositlerin görülmesi zordur. Bu spermatositlerde kromozomlarda 

sayının azalmasıyla birlikte her hücrede DNA miktarının azaldığı gözlenmiştir. 

Spermatositlerde Mayoz I ve II arasında S fazı (DNA sentezi) gözlenmediği için, 

Mayoz II’den sonra her hücrede bulunan DNA miktarı başlangıç hücresine göre 

yarıya iner ve haploid (n) hücreler meydana gelmektedir. Spermatositlerin bölünmesi 

sonucunda haploid kromozom sayısına sahip (23) spermatidler oluşur (Junqueria ve 

Carneiro 2005; Abraham 2012). 

Spermiyogenez olayı spermatidlerin erkeğe ait kalıtım materyalinin ovuma 

aktarılması için sperme dönüşme sürecini kapsar. Bu süreçte hücre bölünmesi 

olmadan, akrozom oluşumu, nükleusun yoğunlaşma ve uzamasının, flagella gelişimi 

ve sitoplazmasının çoğunu kaybetmesiyle sperm üretiminin gerçekleşme olayıdır. 

Spermatidlerin çapı 7-8 μm olup,merkezi yerleşimli nükleusunda yoğun kromatin 

bölgesi, gelişmiş bir Golgi kompleksi, çok sayıda mitokondriyon, bir çift sentriyol 

içermektedir. Tübüllerde lümenin yakınında yerleşim gösterirler (Ross ve Pawlina 

2018). 

Spermatidlerin matür sperm oluşumuna farklılaşması 3 fazda gerçekleşirken 

(Şekil 5) oluşum sırasında spermatidlerin özel bağlantı grupları ile Sertoli hücre 

membranına bağlanması gereklidir ve sürecin sonucunda olgun spermler 

oluşmaktadır (Junqueria ve ark.2005). 
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Şekil 5. Spermiyogenez (Gartner 2007). 

 

Golgi fazında; spermatidlerde nükleus yakınında proakrozomal granüller (PAS-

pozitif granüller) içeren belirgin bir Golgi kompleksi bulunur. Biriken bu granüller 

birleşerek membranla sınırlı olan akrozomal vezikülün içindeki akrozom granüllerini 

oluşturur. Sentriyollerin göç etmesi ile akrozomun karşısında hücrenin yüzeyine 

yakın konuma gelmektedirler. Flagellar aksonemin oluşmasıyla sentriyoller nükleusa 

hareket eder böylelikle aksonemal bileşenleri çevresine sarmış olur (Abraham 2012). 

Akrozomal fazda; akrozomal yapı vezikül ve granül şeklinde, yoğunlaşmış olan 

nükleusun ön kısmını kaplayacak şekilde yayılarak akrozom adını almaktadır. 

Akrozom kısmında hidrolitik enzimler (hiyalüronidaz, nöraminidaz, asit fosfataz ve 

proteazlar) bulunur. Enzim aktivitesi ile oositlerin çevresindeki korona radiyata 

hücrelerinin birbirinden ayrılmasını sağlar ve zona pellusidayı eritir. 
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Bu olaylarla bağlantılı olarak akrozom lizozomun özelleşmiş bir çeşidi olarak 

görev yapar. Spermlerin oositle karşılaştığı zaman akrozomun dışındaki membran 

spermin plazma zarıyla kaynaşması sonucunda akrozomal enzimler hücre dışına 

boşalması ile akrozomal reaksiyon gerçekleşir. Bu evrede spermatid tübülün 

merkezine yönelip aksonem yönüne uzanırken nükleus uzayarak yoğunlaşır, 

sentriyollerden bir tanesinin gelişmesi ile flagellum oluşturulur. Bu yapı dış kısmında 

yoğun keratinin içerikli lifler içerirken fibröz kılıfla çevrilmiş bir aksonem (9+2 

mikrotübül düzeni), proksimal kısmında ise mitokondriyonların toplanması ile sperm 

hareketlerine enerji kaynağı oluşturan orta parça oluşturulur. Flagellum hareketinde 

mikrotübüller, ATP, ATPaz aktivitesine sahip olan bir protein (dynein) görev alır 

(Ross ve Pawlina 2018). 

Matürasyon (Olgunlaşma) fazında; sitoplazma artıkları Sertoli hücreleri 

tarafından fagosite edilirken spermler tübülün lümenine salınarak spermiasyon olayı 

tamamlanmış olur. Spermler duktus epididimise, Sertoli hücreleri ile rete testisin 

ürettiği testis sıvısı (steroid, protein, iyonlar, androjen bağlayan protein) ile geçer. 

Olgun bir spermde baş, orta ve kuyruk kısımları gelişmiştir. Baş bölgesi nükleus 

içerir ve akrozomun plazma membranıyla sarılıdır. İki yapı arasındaki bağlantı 

proksimal ve distal sentriyol ile sağlanmaktadır. Orta kısım ise spermin baş 

bölgesinden sarmal şekilde dizilmiş olan mitokondriyal kılıfla kuyruğa kadar 

uzanmaktadır. Aksonem yapısı kuyruğun merkezinde olup mitokondriyal kılıfla 

aksonem arasında dokuz lif kılıfı bulunmaktadır. Annulus ise mitokondri sarmalının 

son kısmının altında halka şeklindedir ve orta parçanın esas olan parçaya dönüştüğü 

kısımdır.  

Esas parça annulustan uzanarak çıkan ve mitokondriyon içermeyen, iki tane 

uzunlamasına konum almış dairesel fibröz kılıf iskeleti ile yedi tane dış yoğun lif 

merkezi aksonemden oluşmaktadır. Son parça ise sadece hücre zarıyla sarılmış 

mikrotübül yapısında gözlenmektedir (Abraham 2012). 
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Sıçanlarda spermatogenez diğer memelilere göre farklılık gösteren bir olaydır. 

Seminifer tübüllerde üretilen spermatozoalar, rete testis ve efferent kanallardan 

geçerek, salınma öncesinde depolanacakları ve olgunlaşacakları epididime geçerler. 

Son derece vaskülerize olan interstisyel kompartıman temel olarak testosteron üreten 

Leydig hücreleri, fibroblastlar ve makrofajları içerir. Bir bazal membranla (bazal 

lamina) sınırlanmış seminifer tübüller, gelişimlerinin çeşitli aşamalarında somatik 

Sertoli hücreleri ve germ hücrelerini içerir. Boru içerisindeki siyah noktalar, bazal 

bölmeyi sınırlayan Sertoli hücreleri arasındaki sıkı bağlantıyı gösterir. Bu bölmede, 

spermatogonia ve bu şekilde gösterilmemiş olan yeni oluşturulmuş primer spermler 

bulunur. Adluminal kompartman, olgun spermler ve spermatitler içerir. 14 evrenin 

histolojik bölümleri ve şematik gösterimleri (I ila XIV arasında 

numaralandırılmıştır), testis dokusu bölümünden tübüllerde gözlenebilecek tüm germ 

hücrelerinin birleşmesini göstermektedir. Bu sınıflandırma esas olarak, 

spermatidlerin akrozomunun daha az farklılaştırılmış adım 1'den yüksek 

farklılaştırılmış adım 19'a morfogenezine dayanmaktadır. Çeşitli spermatogonia 

türleri (A1, A2, A3, A4, orta (Int) ve B) ve spermatocytes (preleptoten (PL), leptoten 

(L), zigoten (Z), pachtenen (P), diploten (D), M1 ve M2) de temsil edilir (Lagarrigue 

ve ark. 2011). 
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Şekil 6. Sıçanda testisin yapısı ve seminifer epitel döngüsü (Russell ve ark. 1990) 

A-Memeli testisinin, şematik gösterimi. B, Testis anatomisinin şematik 

gösterimi. Bu şema ölçeklendirilmemiştir. C- Sıçandaki seminifer epitel döngüsü. 

 

4.1.3.2. İnterstisiyel alan 

 

Testislerde seminifer tübüller arasındaki alanlar, Leydig hücreleri, gevşek bağ 

dokusu elemanlarından fibroblastlar, farklılaşmamış bağ dokusu hücrelerinden mast 

hücreleri ve makrofajlar, sinirler, kan ve lenfatik damarları içeren, interstisiyel 

alanlardır. Bu bölgede bulunan pencereli tipte kapillerler yardımıyla kan proteinleri 

gibi makromoleküllerin madde alışverişi kolayca gerçekleştirilir. Bu alan lenf 

damarlarından zengin olduğu için organdan alınan sıvı ile lenf sıvısı benzerlik 

göstermektedir (Ross ve Pawlina 2018). 
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4.1.3.3. Leydig hücreleri 
 

Bu hücreler, intertübüler alanda kan damarlarının, lenfatik kanalların ya da 

sinozoidlerin yakınında bulunmaktadır. Poligonal şekilli, eozinofilik bir sitoplazma 

içeren, merkezi yerleşimli nükleus, kaba şekilli kromatin granülleri, belirgin 

nükleolus bulunur. Mitokondriyonlarında tübüler krista, sitoplazmalarında lipid 

damlacıkları ile iyi gelişmiş düz yüzlü endoplazmik retikulum, lipofuksin granülleri 

ve Reinke kristalleri bulunmaktadır (William 2009). Bu hücrelerdeki organel ve 

inklüzyonların görevi genellikle testesteron sentezi ve salgısını düzenlemektir. Bu 

hormonun öncü maddesi kolesterolden üretilmektedir. Kolesterol ise düz 

endoplazmik retikulum zarlarında sentezlenen ya da kan dolaşımındaki düşük 

yoğunlukta lipoprotein moleküllerinden oluşarak lipid damlacıklarında depo edilir. 

Taşıyıcı proteinler yardımıyla kolesterol mitokondriyonun iç zarına aktarıldıktan 

sonra mitokondriyonlar, luteinizan hormonu (LH) ile kolesterolü pregnanolona 

çevirerek mitokondriyon zarından düz endoplazmik retikuluma aktarılarak enzimler 

yardımıyla testesterona dönüştürülür (Abraham 2012). 

Mikrovilluslar yardımıyla hücre zarından difüze edilerek hücre dışı aralığa 

salgılanan testesteronun, kan dolaşımındaki steroid bağlayıcı proteinlere bağlanması 

ile mekanizma tamamlanır. 
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İnterstisiyel hücrelerin aktiviteleri hormonal uyaranlara bağlıdır. Gebelikte 

üretilen plasental gonadotropik hormonu, maternal kandan fetusa geçerek androjenik 

hormon üreten, fetal testiküler interstisiyel hücreleri uyarmaktadır. Erkekte genital 

organların farklılaşmasında androjenik hormonlar görev alır (Junqueria ve ark.2005). 

 

4.1.3.4. Spermatogenezi etkileyen faktörler 

 

Spermatogenez olayında hipofizden salgılanan Folikül Uyarıcı Hormon (FSH) 

ve LH hormonları spermatogenetik hücrelerin gelişimi için testosteron üretimini 

uyarmaktadır. FSH'ın etkisi Sertoli hücrelerinde olup adenilat siklazı uyarması ile 

Siklik Adenozin Monofosfat(cAMP) düzeyini artırdığı buna bağlı olarak inaktif 

kolesterol esterazlarının aktive olduğu, lipid damlacıklarından da serbest kolesterolün 

açığa çıktığı bilinmektedir. Bu kolesterolün de mitokondri ve düz endoplazmik 

retikulum ile testesterona dönüştüğü bilinmektedir. Testesteron erkek görünümünü 

sağlama, sekonder seks karakterleri gelişimi, seminal vezikül, prostat, bulbouretral 

bezlerin işlevlerini gerçekleştirmesi için görevlidir. Spermatogenez ortalama vücut 

sıcaklığının (37°C) altında gerçekleştiği için, testislerde sıcaklık yaklaşık 35°C, 

çeşitli mekanizmalar yardımıyla sıcaklık ayarlaması yapılır. Testiküler arterin 

çevresini venöz ağ (pampiniform pleksus) sarmaktadır. Testislerde sıcaklık ayarının 

sağlanması, kanın zıt yönde işleyen bir sıcaklık değişimiyle soğutulma mekanizması 

ile gerçekleştirilir. Başka bir etken de, oluşturulan terin skrotumdan buharlaşması 

yoluyla ısı kaybının sağlanması ve spermatik kordonda kremaster kaslarının 

kasılması sonucunda testislerin yüksek sıcaklıkta kalabileceği inguinal kanala 

çekilmesi yoluyla gerçekleştirilir (Abraham 2012). 

Kanda testesteron seviyesi düşük olduğunda FSH, Sertoli hücrelerinden ABP 

salgılanmasını uyarır. Bu protein testesterona bağlanır ve hormonun bu bölgeden 

ayrılmasına engel olur daha sonra da testesteronu seminifer tübüllerin lümen kısmına 

taşır. Östrojene bağlandıktan sonra da spermatogenezi engellemektedir (Şekil 6). 
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Şekil 7. Erkek üreme sistemi endokrin düzenleme(Yılmaz ve Gökdal 2010). 

 

4.1.3.5. Testis içi genital kanallar 

 

Testis içindeki kanallar, tubuli rekti, rete testis, duktuli efferentes’ler olarak 

bilinmektedir. Bu kanalların görevi tübüllerden gelen sıvı ve spermleri duktus 

epididimise taşımaktır. Seminifer tübüllerde kıvrımlı olanlar iki taraftaki uçlardan 

düz tübüllerle (tubuli rekti) ile rete testise bağlanır. Tübüllerin başlangıç kısmında 

sadece Sertoli hücreleri bulunmakta spermatogenik hücreler giderek kaybolmaktadır. 

Bu bölümün histolojik yapısında; epiteli prizmatik, sıkı bağ dokusu yapısında 

anastomozun bulunduğu kanallar sistemidir. Düz tübüller, Tunika albugineanın 

kalınlaşması sonucunda oluşmuş mediyastinum, testiste bulunan rete testis kısmına 

açılır (Junqueria ve ark.2005). 

Rete testis’in epiteli, tek katlı kübik- alçak prizmatik, kinosilya ya da mikrovillus 

içermektedir. Düzensiz bir şekilde anostomozlaşmanın görüldüğü kanallar sistemidir. 

Bazal membran ise mediyastinuma ait olan kan damarları ve bağ dokusuyla 

çevrilidir. 
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Epitel dokusunun bazal laminasının dış kısmında sirküler olarak dizilen düz kas 

hücrelerinin bulunduğu ince bir tabaka vardır. Duktuli efferenteste birleşerek 

epididimisin duktus epididimis yapısını oluşturmaktadır. Rete testisten 10-20 tane 

çıkan duktuli efferentes’ler, epididimise doğru hareketi sağlamakla görevli 

kinosilyalı-kinosilyasız kübik hücrelerden oluşan deniz tarağına benzeyen epitel 

dokuya sahiptir. Bu epiteldeki kinosilyasız hücreler tübüllerden salgılanan sıvıyı 

emerken kinosilyalı olanlar ise spermlerin epididimise geçişini sağlayan bir sıvı 

akımı sağlamaktır (Junqueria ve ark. 2005). 

 

4.1.3.6. Genital boşaltım kanalları 

 

Testislerde üretilen sperm hücrelerini penise taşıyan kanallar sisteminde; duktus 

epididimis, duktus deferens (vas deferens) ve üretra bulunmaktadır. Duktus 

epididimisin uzunluğu yaklaşık 4-6 m, çapı 400 μm, tek sayıda, kıvrımları fazla olan 

bir kanaldır. Epiteli kübik bazale yerleşmiş hücrelerden ve yalancı çok katlı 

prizmatik hücrelerden oluşmaktadır. Hücrelerin yüzeylerinde stereosilyalar 

bulunmakta epitelde ise bazal ve esas hücreler yer almaktadır. Bazal laminasında; 

kapiller damardan zengin bağ dokusu bulunurken tek sıra düz kas hücreleri 

yardımıyla gerçekleşen peristaltik kasılmalarla sperm hücresinin kanallar boyunca 

ilerlemesine yardım etmektedir. Bu kanalın kuyruk kısmında spermler hareket 

yeteneği kazanır ve depolanır. Ayrıca bu kanalın gliserofosfokolin ve diğer 

glikoproteinlerin salgılarıyla spermlerin dişi üreme sistemine ulaşıncaya kadar olan 

süreçte kapasitasyonu sağlanmış olur. Bu kısımda luminal sıvıların geri emilimi ile 

sitoplazmik artıkların fagositozu gerçekleşir (William 2009). 

Duktus deferens ise epididimisten düz kanal olarak devam eden, prostatik 

üretraya açılan, kalın musküler duvarlı, dar bir lümeni olan, mukozasında 

uzunlamasına kıvrımlar oluşturan, stereosilyalı yalancı çok katlı prizmatik epitelle 

çevrili bir yapıdır. Bazal laminanın altında fibroelastik yapıda gevşek bağ dokusu 

bulunur. Bu dokuyu içte ve dışta longitidunal ortada sirküler olmak üzere 3 düz kas 

tabakası sarar. Bu kanal spermatik kordonun parçasını oluşturarak içinde testiküler 

arter, pampiniform pleksus ve sinirleri içermektedir.  
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Prostata girmeden genişleyerek ampullayı oluşturur, bu bölgede epitelde 

kalınlaşma ve kıvrımlanma gözlenir. Ampullanın son kısmında ise vesikula 

seminalis’ler duktus deferense katılarak prostata giriş yapar, prostatik üretraya açılır. 

Bu bölümdeki segment duktus ejakulatoryus adını alır. Bu yapının epiteli basit 

prizmatik, altındaki bağ dokusu ise kıvrıntılı bir yapı gösterdiği için lümen düzensiz 

olarak gözlenir. Duktus deferensteki mukoza tabakası ampulla boyunca yani duktus 

ejakulatoryusun içine kadar devam eder ancak kas tabakası ampulladan sonra 

sonlanır (Junqueria ve ark.2005). 

 

4.1.3.7. Yardımcı genital bezler 

 

Yardımcı genital bezlerin görevi erkekte üremenin gerçekleşmesi için gerekli 

olan salgıları üretmektir. Bu bezler vezikula seminalis, prostat bezi ve bulboüretral 

bezler olarak 3 çeşittir. 

Vezikula seminalis, 15 cm uzunluğunda iki tane kıvrımlı kanaldan oluşur. 

Mesanenin arka yüzünde yerleşmiş olan bu dokudan kesit alınarak inceleme 

yapıldığında aynı kanal farklı yönde gözlenebilir. Histolojisi incelendiğinde epiteli 

yalancı çok katlı prizmatik, alt kısmında fibroelastik bağ dokusu, içte sirküler dışta 

longitidunal düz kas tabakası, en dışta ise ince fibroelastik bağ dokusu ile kaplıdır. 

Bu bezin salgısı; Vitamin C, fruktoz, sitrat, inozitol, prostaglandinler ve çeşitli 

proteinler gibi spermleri aktive etmeyle görevli maddeleri içeren viskoz ve sarı renkli 

bir sıvıdır. Prostoglandinlerin görevi servikal mukusla tepkimeye girerek, spermin 

hareketi için uygun bir ortam oluşturup spermin ovuma ulaşmasında uterus ve fallop 

tüplerine karşı zıt yönde peristaltik kasılmalarını sağlamaktadır (Ross ve Pawlina 

2018). 

Bu bezler tarafından üretilen seminal sıvıya aktarılan karbonhidSıçanlar, 

spermin hareketi için enerji kaynağı oluşturmaktadır. Fruktoz, en fazla bulunan bir 

monosakkaritdir. İnsanda ejekülatın %70'i seminal veziküllerden kaynak alır. Bu 

veziküllerdeki epitel hücrelerinin boyut ve salgılama sürecinin işlevselliği testosteron 

düzeylerine bağlıdır (Abraham 2012). 
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Bezlerin arasında en büyük olan prostat bezidir. Bu bez 30-50 tane dallanmış 

tübüloalveoler bezden, zengin fibromüsküler stromadan oluşur. Stroma kapsülden 

köken alarak bağ doku ve düz kas hücrelerini içermektedir. Bu bezin kapsül yapısı 

ise, düzensiz sıkı bağ dokusundan ve düz kas hücrelerinden oluşup damardan 

zengindir. Septum yapıları kapsülden çıkan bezin içine doğru uzanarak bezi 

bölümlere ayırır, bu bölümler yetişkin erkekte net olarak gözlenemez. Bu bezlerin 

kanalları prostatik üretraya açılır. Prostatik bezler üç bölgede periüretral mukozal 

bezler, periüretral submukozal bezler ve esas bezler olarak düzenlenir. Bezlerin 

histolojik özelliği; tek katlı ya da çok katlı prizmatik epitelle döşeli olup lümenleri 

glikoprotein ve prostatik taşlar (corpora amilasea) içermektedir (Kosova ve Arı 

2011).  

Hücrelerde golgi kompleksi ve bol miktarda granüllü endoplazmik retikulum 

bulunmaktadır. Prostat salgısı; bazik özellikte olup su ve sitrik asit, asit fosfataz ve 

amilaz gibi enzimler, kolesterol, kalsiyum ve çinko gibi mineral maddeler, 

tamponlayıcı tuzlar, seminaplazmin adı verilen antibiyotik, fosfolipidler, 

prostaglandinler, β-mikroseminoprotein, fibrinojen ve prostat spesifik antijen (PSA) 

içerir. 

Salgıdaki maddeler incelendiğinde sitrat, osmotik dengenin sağlanmasını 

gerçekleştirirken çinko, bakteriostatik işlev yaptığı, Prostatik Asit Fosfataz’ın (PAF) 

ise semendeki görevi net olmamakla birlikte metastatik prostat kanserinde hücrelerin 

bu enzimi kana salgılamalarından dolayı klinik için önemlidir. Salgının bazik 

özellikte oluşu ise, ovumun başarılı bir şekilde fertilize olması için önem taşır. 

Pıhtılaşma enzimi ise seminal vezikülden gelen fibrinojeni etkileyip pıhtı 

oluşturduğunda serviks ve vajinanın derinlerinde semenin tutunmasına yardım eder 

ve 15-30 dakika sonra, profibrinolizinden oluşan fibrinolizin yardımıyla pıhtı 

çözünerek eritilir. Çözünme ile spermlerin yüksek hareketlilik kazandığı gözlenmiştir 

(Junqueria ve ark. 2005). 
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Bulboüretral bezler ise (Cowper bezleri), 3-5 μm çapında olup üretranın 

membranöz kısmında proksimale yerleşip bu bölgeye boşaltım yapan bezlerdir. 

Bezin histolojisi; tek katlı prizmatik epitelden oluşan mukus salgılayan 

tübüloalveoler bezlerdir. Her bez septumlarla loblara ayrılırken bu kısımlarda iskelet 

ve düz kas hücreleri bulunmaktadır.  

Bu bezin salgısı, kayganlaştırıcı işlevi olan berrak bir mukus şeklindedir, semene 

ilk karışan salgıdır. Ayrıca asit özellikteki idrarın geçtiği üretrayı alkalileştirerek 

kayganlaştırır (Junqueria ve ark. 2005). 

 

4.1.3.8. Sertoli hücreleri 

 

Testiste önemli fonksiyonlara sahip olan Sertoli hücreleri, seminifer tübüllerin 

içinde destek hücreleri olarak görev alıp spermatogenik hücreler arasında bulunurlar. 

Puberteye kadar seminifer tübüllerde en yoğun olarak bulunan hücre tipidir, 

puberteden sonraki dönemde hücrelerin %10’unu oluşturur. Bu hücreler tübüllerin 

bazal laminası üstüne tübül boyunca düzgün aralıklarla yerleşmiştir. Hücre sınırları 

düzensiz, oval nükleusu hücre tabanının üstüne yerleşmiş, soluk boyanan bir 

yapıdadır. Sertoli hücrelerinde spermatogenik hücrelerden farklı olarak belirgin bir 

nükleolus bulunmaktadır. Elektron mikroskobuyla yapılan incelemelerde, bu 

hücrelerin sitoplazmasında serbest ribozomların dağınık halde olduğu, primer ve 

sekonder lizozomların varlığı, çok gelişmiş düz endoplazmik retikülüm ve az 

gelişmiş granüler endoplazmik retikülüm, tübüler tipte mitokondriyonlar, lipid 

damlacıkları bakımından zengin olan hücrelerde gelişmiş Golgi kompleksi 

gözlenmektedir. Sertoli hücrelerinde nükleusa yakın konumda olan, birçok hayvan 

türünde gösterilemeyen, protein yapıda Charcot-Böttcher adı verilen kristalloid 

cisimcikler görülebilir (Ross ve Pawlina 2018). 
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Sertoli hücre fonksiyonları incelendiğinde; gelişen sperm hücrelerinin 

beslenmesinde, korunması ve desteklenmesinde, spermiyogenez sonucunda oluşan 

artıkların fagosite edilmesinde, tübüllerin lümenine protein ve iyon içerikli sıvı 

salgılama ve olgun spermlerin salınımını sağlamada görev alır. Tübül lümeninde 

görev alan, testesteron konsantrasyonunu arttırıcı özellikte olan, ABP üretimi ve 

salgılanmasında, İnhibin hormonu salgılayarak hipofiz bezinden FSH salgılanmasını 

engellemede, Anti Müllerian Hormon (AMH) üretimi ve salgılanmasında görev alır. 

Bu hormonun görevi üreme organlarının gelişiminde Müller kanallarının 

gerilemesini sağlamaktır. Testosteronun görevi ise Wolf kanallarından köken alan 

yapıların gelişmesini sağlamaktır. Sertoli hücrelerinin testis dokusu bütünlüğünün 

sağlanması ve fertilite için önemli bir görevi de kan testis bariyerini sağlamaktır 

(Abraham 2012). 

 

4.1.3.9. Kan testis bariyeri 

 

Bu bariyer, seminifer tübüllerin iç kısmıyla kan arasında bulunduğu için 

testiküler sıvıya kan yoluyla gelen maddelerin az miktarda geçişini sağlamaktadır. 

Bu bölgede bulunan pencereli kapillerler yardımıyla büyük moleküllerin geçişine 

izin verilir. Böylelikle spermatogonyumlar kandaki maddelere kolaylıkla ulaşabilir. 

Sertoli hücreleri, aralarında bulunan bağlantılarla bariyer oluşturup büyük 

moleküllerin hücreler arasındaki boşluğa taşınmasında engelleyici görev yaparlar. 

Buna bağlı olarak, spermatogenezin ileri evrelerindeki germ hücrelerinin, kandaki 

zararlı maddelerden korunması sağlanmış olur (Abraham 2012). 

Kan testis bariyerinin bazal kompartmanında spermatogonyumlar, genç 

spermatositler (leptoten, zigoten evrelerinde) bulunurken, bu kısımda bulunan 

interstisyel damarlarla spermatogenik hücreler arasında kısmen serbest madde 

değişimi sağlanmaktadır. Adluminal kompartmanda olgun spermatositler (pakiten 

evresi), spermatidler ve sperm hücreleri bulunur ve bu kompartman madde 

alışverişini engeller. Bu kompartmanda bulunan hücrelerin besin ve diğer 

maddelerden yararlanması Sertoli hücrelerine bağlı olarak gelişim gösterir. 
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Bariyerin üst kısmında Sertoli hücrelerinin yanında ve üstünde bulunan 

girintilere spermatosit ve spermatidler yerleşmişlerdir. Spermatidlerde kuyruk 

gelişiminin başlamasıyla Sertoli hücrelerinin üst kısımlarından çıkan saçaklar 

şeklinde yapılar gözlenir. Sertoli hücreleri oluklu bağlantı ile birbirlerine bağlanarak 

hücrelerin kimyasal ve iyonik madde alışverişinin gerçekleşmesini sağlar ve bu yolla 

hücrelerin iyonik ve kimyasal madde alışverişi sağlanır (Abraham 2012). 

Kan-testis bariyeri; kandan germinal epiteline zararlı madde geçişine engel olur 

ve dolaşım sırasında antijenlerin geçişini önler. Adluminal bölgede bulunan 

spermatogenik hücrelerin immün sistem etkilerinden korunmasını özellikle mayoz 

evresinde dış etkilere maruziyetin risk oluşturması nedeniyle oluşan haploid germ 

hücrelerinin canlının immün sistemi tarafından tanınmamasını sağlayarak yıkımına 

engel olur. Böylece canlının kendi sperm hücresine karşı otoimmün cevabın oluşması 

engellenir ve bu durum sayesinde spermatogenik hücreler spesifik olarak korunma 

sağlar (Ross ve Pawlina 2018). 

Sertoli hücreleri, insan ve hayvan türlerinde üreme çağı boyunca bölünmezler. 

Olumsuz koşullara (enfeksiyon, dengesiz beslenme, X ışınlarına maruziyet gibi) 

karşı dayanıklılığı ve bu koşullara maruziyet sonucunda sağ kalım oranlarının 

spermatogenik seri hücrelerine kıyasla çok daha yüksek olduğu tespit edilmiştir.  

Memeli hayvanlarda spermatozoonların salınımı, Sertoli hücresinde apikalin 

sitoplazmasında bulunan mikrotübül ve mikrofilamentler yardımıyla gerçekleşir 

(Junqueria ve ark. 2005). 

Sertoli hücrelerinden salgılanan GDNF spermatogenez olayının 

düzenlenmesinde, Okludin TJ bariyeri ile savunma olayında, TGFẞ-3  ise kan testis 

bariyerinin oluşumuyla düzenleme olaylarında görev alırlar. Bu proteinlerin 

birbirleriyle olan ilişkileri ekspresyon seviyelerini de etkilemektedir. 
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4.2. GDNF 

 

 

 

(http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc Erişim Tarihi:30.07.2019 

Glial hücre hattı kaynaklı nörotropik faktör, neurturin (NTN), persephin (PSPN) 

ve artemin (ARTN) de içeren büyüme faktörleri ailesine ait bir proteindir. Bu dört 

protein, transforme büyüme faktörü (TGF-P, TGFẞ) ile yakından ilgilidir ve RET 

transmembran reseptör tirozin kinazını GFRA yardımcı reseptörü aracılığıyla aktive 

ederek biyolojik aktivitelerini sergilerler (Airaksinen ve ark. 2002; He ve ark. 2007). 

Bu protein, hücrenin plazma membranına bir glikosil fosfatidilinositol (GPI) 

bağlantısı ile bağlanan spesifik GDNF-familya-alfa reseptörlerini (GFRA 1-4) 

bağlayan bir glikosile edilmiş homodimer yapısındadır (Jing 1996; Baloh ve ark. 

1997; Masure ve ark. 2000). 

Glial hücre hattı kaynaklı nörotropik faktör olarak bilinen bu protein ilk defa 

merkezi sinir sistemindeki fonksiyonlarıyla tanımlanmış olup bir sıçan glioma hücre 

hattının süpernatanından trofik bir faktör olarak saflaştırılmıştır (Lin ve ark. 1993). 

Yapılan çalışmalarla parakrin yolakla bağlantılı olarak çalıştığı tespit edildi. Beyinde 

glial hücrelerin GDNF üretimi, metabotropik glutamat reseptörlerinin agonistleri 

tarafından geliştirilmiştir (Battaglia ve ark. 2009; Di Liberto ve ark. 2011). 

Bu protein esas olarak nöronların kendileri tarafından üretilir ve pozitif bir geri 

besleme mekanizmasıyla hareket eder gibi görünmektedir (Trupp ve ark. 1997). 

GDNF / RET sinyali, hücre sağkalımı, proliferasyon, diferansiyasyon, migrasyon, 

kemotaksis ve dallanma morfogenezisi gibi işlemleri düzenler (Costantini 2010). 
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Bir pleiotropik faktör olarak, GDNF, enterik sinir sisteminin oluşumu, sinaptik 

plastisite, nöral krest hücrelerinin göçü, böbrek oluşumu ve fetal germ hücrelerinin 

bakımı dahil olmak üzere birçok gelişimsel süreç için esastır (Schuchardt ve ark. 

1994; Kramer ve ark. 2007). 

Sonuç olarak, küresel GDNF ve RET nakavt fareler doğumdan kısa bir süre 

sonra ölmektedir. Fetal gelişimdeki rolüne ek olarak, erişkinlerde GDNF, 

dopaminerjik ve motor nöronların hayatta kalabilmesi için çok önemlidir (Lin ve ark. 

1993; Kramer ve ark. 2007). 

Parkinson hastalığının hayvan modellerinde dopaminerjik nöronları koruyarak 

onardığı ve ayrıca in vivo motor nöronlarının kurtarılmasını da sağladığı tespit 

edilmiştir (Drinkut ve ark. 2016; Ruven ve ark. 2018). 

GDNF ayrıca spermatogenezin düzenlenmesinde ve testis mikro çevresinin 

oluşturulup dengesinin sağlamasında da görev alır (Meng ve ark. 2001). 

Ayrıca dişi üreme sisteminde folikulogenezde görevli olduğu tespit edilmiştir 

(Dole ve ark. 2008). Sıçanlar üzerinde yapılan bir çalışmada 4 günlük dişi sıçan 

yavrularının ovaryumları alınarak GDNF ve büyüme faktörleri kullanımıyla kültüre 

edilmiş ve değerlendirme yapılmıştır. Dişi üreme sisteminde GDNF, primordial 

folikül gelişimini sağlarken follikülogenez olayında da hücreler arası bağlantılarda 

görev almaktadır. Yapılan incelemelerde GDNF ve GFRα1 primordial folliküllerin 

sitoplazmasında tespit edilmiştir (Naughton ve ark. 2006). 

Bu protein ve reseptörlerine bağlı etki mekanizması spermatogenezin farklı 

evrelerinde değişiklik göstermektedir (Fouchecourt ve ark. 2006). Bununla ilgili 

yapılan çalışmalarda, 7–8 günlük sıçanlarda GDNF’nin Sertoli hücrelerinin 

düzenlenmesi ile ilgili önemli etkisi olduğu tespit edilmiştir. GDNF uygun kültür 

ortamında spermatogonya A’nın S-fazına girmesine engel olarak spermatogonyanın 

farklılaşmasına izin vermemektedir (Naughton ve ark. 2006). 
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Sıçanlarla yapılan başka bir çalışmada 1–90 günlük sıçanlarda GDNF ve 

reseptörlerinin dönüşümünde görevli olan faktörlerin post-natal gelişim sırasında 

sıçan testisinde lokalize olduğu tespit edilmiştir. Farelerde ise bu mekanizmanın 

doğum sonrası testis gelişiminde önemli olduğu ancak embriyolojik dönemde 

büyüme faktörü ve reseptöre ihtiyaç duyulmadığı saptanmıştır (Yılmaz ve Hakan 

2010). 

Testiste GDNF, Sertoli hücreler ve peritubüler myoid (PM) hücreler tarafından 

üretilir (Tadokoro ve ark. 2002; Johnston ve ark. 2011; Chen ve ark. 2016). 

GDNF’nin çalışma mekanizması incelendiğinde; FSH etkisiyle Sertoli hücrelerinden 

salgılanma mekanizması GFNF familyasından olan GFR α1/RET ko-reseptör 

faktörleri spermatogonyal hücrelerin rejenerasyon ya da diferansiyasyon yönünde 

aktive edilmesi hücre içindeki faktörler tarafından kontrol edilmektedir (Sariola ve 

Sarma 2003; Hofmann ve ark. 2008). 

Sertoli hücrelerinde GDNF ekspresyonunu indükleyen diğer faktörler, büyüme 

faktörleri ve fibroblast büyüme faktörü (FGF2), TNF-α ve(İnter Lökin 1) IL1-P, 

WNT ailesi proteinleri (Yeh ve ark. 2012) ve lösemi inhibe edici faktör (LIF) gibi 

kemokin ve sitokinlerdir (Kanatsu ve ark. 2007). Bu moleküllerin bazılarını tübüller 

arasındaki interstisyel boşlukta yer alan testiküler makrofajların salgıladığı 

düşünülmektedir (Bhushan ve Meinhardt 2017). Bu çalışmalar PM hücrelerinin 

GDNF üretiminin in vivo olarak yapabileceğini göstermesine rağmen yapılan in vitro 

çalışmalar diğer faktörlerin de gerekli olabileceğini göstermiştir. 

Leydig ve PM hücreleri tarafından üretilen Kolon Uyarıcı Faktör 1 (CSF1) ve 

FGF2 (Lindsey ve Wilkinson 1996; Lecureuil ve ark. 2002; Ding ve ark. 2011) 

olduğu gibi GDNF (Shin ve ark. 2006) varlığında, in vitro ortamda SSC’lerin de 

kendi kendini yenilemeyi geliştirerek, Sertoli hücrelerinde transkriptleri tanımlandı 

(Sutton ve ark. 1998; Rao ve ark. 2003). Sertoli hücrelerinin nişin oluşturulmasında 

ve testislerde niş ve SSC sayısının belirlenmesinde önemli bir rol oynadığı kabul 

edilmektedir (Artavanis ve ark. 1999). 
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Sıçanlarda PM hücreleri tarafından üretilen androjen uyarımlı bir faktör olan, 

Sertoli hücre fonksiyonunu modüle eden peritubüler faktör (PModS) olarak 

adlandırılır, transferrin (TRF), ABP, inhibin (Fischer ve Gessler 2007) ve Sertoli 

hücreleri tarafından diğer proteinlerin (Loomes ve ark. 2007; Weber ve ark. 2014) 

üretimini olumlu yönde etkiler. 

Ayrıca PM hücrelerinin neuregulin ürettiği, Sertoli hücrelerinin de bu madde 

için reseptörleri eksprese ettiği ve rekombinant neuregulin'in, TRF ve ABP üretimini 

Sertoli hücreleri tarafından uyardığı bulunmuştur (Lu ve ark. 2003). 

Bu hücreler İnsülin benzeri Büyüme Faktörü (IGF1) ve FGF2 salgıladıklarında 

Sertoli hücreleri tarafından TRF ve ABP üretimini uyarmaktadır. İn vitro olarak 

yapılan bu çalışmalarda uyarım mekanizması tespit edilmişken ve SSC’leri in vivo 

olarak etkileyen tek faktörün ise GDNF olduğu tespit edilmiştir (Lu ve ark. 2003). 

Sertoli hücreleri ise bu faktörler için reseptörleri eksprese eder, ancak bu 

çalışmalar sadece normal gen ekspresyon paternlerine sahip olmayan TM4 Sertoli 

hücre çizgisi ile in vitro yapılan çalışmalarda gözlenmiştir (Tanwar ve ark. 2010). 

Testiste GDNF, SSC'nin kendini yenilemesi için önemli olarak tanınmış bir trofik 

faktördür ve bir erkeğin yaşamı boyunca testiste yeterli bir SSC havuzu sürdürülmesi 

gerekliliği bulunmaktadır (Meng ve ark. 2000; Naughton ve ark. 2006; Kubota ve 

ark. 2004). GDNF sinyallemesinin inhibisyonu, SSC’lerin rejenerasyonu için 

replikasyonu azaltır ve farklılaşmalarını teşvik eder (Parker ve ark. 2014). 

Bu duruma bağlı olarak yapılan in vivo çalışmalarda testiste gözlenen GDNF 

eksikliği, kök hücre rezervinin azalmasına ve infertiliteye yol açmaktadır. GDNF'nin 

aşırı immunoreaktivite göstermesi ise spermatogonya birikimine neden olup germ 

hücreli hiperplaziye ve farelerde testis tümörleri oluşumuna neden olmaktadır (Meng 

ve Lindahl 2000; Meng ve ark. 2001; Naughton ve Jain 2006). 

Diğer taraftan yapılan in-vitro çalışmalar da GDNF eklenen kültür ortamındaki 

SSC’lerin proliferasyonunun arttığını ortaya koymuştur (Kanatsu ve ark.2003; 

Hofmann 2005). 
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Sonuç olarak, temelde GDNF’nin yüksek seviyeleri SSC’lerde yenilenmeyi, 

düşük seviyeleri ise farklılaşmayı uyarmaktadır (Yılmaz ve Hakan 2010) Bu nedenle, 

GDNF'nin pozitif veya negatif olarak düzenleme mekanizmasını anlamak, germ 

hücrelerin homeostazını ve doğurganlık sorunlarını anlamak için esastır (Garcia ve 

Parekh 2017). 

Bu değişiklikler SSC ve progenitör spermatogonya kaybına ve giderek 

olgunlaşmış spermatojenik hücrelerin sıralı tükenmesine neden olup sonunda sadece 

somatik olan Sertoli hücreleri kalması ile oluşan Sertoli Cell Only (SCO) olarak 

tanımlanır (Savitt ve ark. 2012). 

İnsan ve fare SSC'ler, progenitör spermatogonisi sayısındaki önemli fark 

bulunmasına rağmen, GDNF'nin insan hücrelerinin düzenlenmesinde önemli bir in-

vivo rol oynadığı hipotezini destekleyen kanıtlar vardır. İnsanda SSC'ler ile doğrudan 

temas halinde olan tek hücre Sertoli hücreleri, GDNF mikroRNA'yı ifade etmekte 

(Davidoff ve ark. 2001; Ma ve ark. 2013) ve GDNF reseptörünün, GFRA1 ve RET'in 

alt birimlerini kodlayan transkriptler, prepubertal insan testislerinden izole edilen 

spermatogonide ve obstrüktif azoospermi ile teşhis edilen hastalardan elde edilen 

spermatogonide de tespit edilebilir (Izadyar ve ark. 2011; Ma ve ark. 2013). 

Bu proteinin üretiminin pozitif veya negatif uyaranlarla düzenlenmesi 

gerekmektedir. FSH ve sitokinler, Sertoli hücrelerinde (Tadokoro ve ark. 2002; 

Lamberti ve Vicini 2014) GDNF immunoreaktivitesinin pozitif düzenleyicileri 

olarak görev yaparken, NOTCH sinyallemesi ise bir down-regülasyon mekanizması 

(Garcia ve ark. 2017) sağlamaktadır. 

Hipotalamusta üretilen gonadotropin salgılayan hormon (GnRH), 

spermatogenezin temel düzenleyicisidir. GnRH'nin pulsatil tarzda üretimi, hipofiz 

tarafından glikoprotein FSH ve LH'nin salınımını uyararak, spermatogenezi 

düzenlemek için testis somatik hücrelerinde etkili olur. LH, LIT reseptörünü, 

testosteron üretimini indükleyen Leydig hücrelerinin yüzeyine bağlar. FSH, Sertoli 

hücrelerinin yüzeyindeki reseptörüne (FSHR) bağlanır ve bu hücrelerin farelerde 

doğumdan yaklaşık 15 güne kadar çoğalmasından sorumludur (Vergouwen ve 

ark.1991; Singh & Handelsman 1996; Baker ve ark.2001). 

  

https://rep.bioscientifica.com/view/journals/rep/157/3/REP-18-0239.xml#bib39
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Hem FSH hem de LH, Sertoli hücre büyümesinin ve farklılaşma faktörlerinin 

ekspresyonu yoluyla spermatogenez üzerindeki etkilerini gösterir. Fare testisinde 

Sertoli ve PM’nin GDNF immunoreaktivitesi, gonadotropik hipofiz hormonlarının 

(LH ve FSH) ve testosteron seviyelerine bağlı olabilir. Ancak bazı çalışmalarda bu 

durum tam olarak gerçekleşmemektedir (Tadokoro ve ark. 2002; Simon ve ark. 2007; 

Tanaka ve ark.2016). GDNF immunoreaktivitesinin FSH ile artış göstermesi hormon 

varlığında kültürlenen olgunlaşmamış primer Sertoli hücrelerinin kullanıldığı kısa 

süreli in vitro çalışmalarla desteklenmiştir (Tadokoro ve ark. 2002; Ding ve ark. 

2011; Lamberti ve Vicini 2014). 

Bu protein, mikroRNA ekspresyonunda önemli bir azalma ve proliferatif 

hücrelerde nükleer antijen ekspresyonu ile ölçüldüğü gibi, bu farelerin testislerinde 

farklılaşmamış spermlerin proliferasyonunun azaldığını da gösterdi. 

Bu düşüşün nedeni ilk çalışmalarda FSH'deki azalmaya bağlansa da LH ve 

testosteron üretimini de baskılayan GnRH antagonistinin, aynı zamanda myoid hücre 

kaynaklı GDNF immunoreaktivitesini azalttığı bilinmiyordu. Ek olarak, FSHb-

nakavt farelerin fertil olmaları (Kumar ve ark. 1997) bu hormonun GDNF üretimi 

için yönetici olmadığını göstermektedir. 

Germ hücre nakil çalışmaları ile elde edilen veriler bu farelerde SSC gelişiminin 

önemli ölçüde bozulmadığını ortaya koydu (Tanaka ve ark. 2016) ancak FSHb 

kaybını sadece PM hücreleri tarafından sağlanan GDNF'nin telafi etmesinin mümkün 

olduğu sonucuna ulaşıldı (Chen ve ark. 2014, 2016). 

Kazanç ve fonksiyon kaybı modelleri kullanarak, yapılan incelemelerde Sertoli 

hücrelerinde NOTCH sinyalinin germ hücre homeostazı için çok önemli olabileceği 

gösterilmiştir. Fetal gonadda aşırı NOTCH aktivitesi, prenatal germ hücrelerinin 

kaybına neden olurken, NOTCH sinyali olmayan Sertoli hücrelerinin normal 

göründüğü, ancak farklılaşmamış spermatogonya bakımı ve proliferasyonu için 

GDNF' nin aşırı ifade edildiği gösterilmiştir (Garcia ve ark. 2013;2014). 
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Bunun tersine, NOTCH1'i aşırı eksprese eden Sertoli hücrelerinde, GDNF 

(Garcia ve ark. 2014) net bir şekilde down-regüle olmuştur. Bu etkilere muhtemelen 

mikroRNA seviyesindeki NOTCH aktivasyonu ile ters ilişkili görünen GDNF 

immunoreaktivitesi seviyelerindeki değişiklikler neden olmaktadır. Ancak yine de, 

NOTCH sinyal aktivitesi ile GDNF immunoreaktivitesinin inhibisyonu arasında 

kesin bir bağlantı tam olarak açıklanmamıştır. 

Yapılan bir çalışmada Sertoli hücreleri tarafından GDNF üretiminin kanonik 

NOTCH sinyal yolunun düzenleyici kontrolü altında olduğunu ve NOTCH hedef 

proteinlerinin HES1 ve HEY1'in GDNF immunoreaktivitesini doğrudan bastırdığına 

dair kanıt sağlanmıştır (Thomas ve Garcia 2017). Ayrıca, NOTCH ligand JAGl'in, 

NOTCH sinyallemesinin ana aktivatörü olduğunu ve bu hücrelerin, kök hücre 

nişindeki NOTCH sinyallemesinin ve GDNF modülasyonunun aktivasyonuna 

katılmasını sağlayarak, diğer germ hücrelerine kıyasla farklılaşmamış spermlerin 

eksprese edildiğini göstermiştir.  

Bu deneylerin sonuçları, insanda erkek infertilitesinde GDNF’nin potansiyel bir 

rol oynadığı, Obstrüktif olmayan azospermi teşhisi konan bazı erkeklerin 

testislerinde, GDNF sinyalizasyonun geçici olarak inhibe edilmesine maruz kalmış 

farelerdeki gözlemlere benzer SCO histolojik fenotipi gösterdiği tespit edildi. Bu 

benzerlik SCO testislerinde bulunan insan Sertoli hücrelerinin normal testislerde 

olduğundan çok daha az GDNF üretildiği varsayımına yol açmıştır (Singh ve ark. 

2017). 
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4.3. OKLUDİN 

 

 

 

(http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc Erişim Tarihi:30.07.2019) 

Hücreler arası bağlantılardan birisi olan sıkı bağlantı kompleksi (TJ) 

molekülleri, okludin ve klaudin olmak üzere iki transmembran proteininden 

oluşmaktadır. Klaudin ve okludin hücrenin aktin iskeletine Zonula Okludens (ZO) 

proteinleri ile bağlanmaktadır. ZO proteinlerinin üç tipi bulunmaktadır. 

Lateral membranların en apikal kısmında yer alarak hücrelerin apikal yüzeyini 

bir kemer gibi kesintisiz olarak sarar. Apikal ve bazolateral yüzeyleri birbirinden 

ayırır. Parasellüler yol ile iyonların ve suda çözünen moleküllerin difüzyonunu 

düzenleyen proteinöz bir tıkaç oluşturur. Basit epitelyal hücreler ve endotelyal 

hücrelerde iyi geliştirilmiştir ve bariyer (kan-beyin, kan-BOS, kan-testis,hava-kan 

gibi…) oluşumunda TJ’lerle birlikte görev alır. 

Epitel tabaka olgunlaştığında, akışkanlığı kontrol etmek ve akışı durdurmak için 

iyi gelişmiş TJ'lere sahiptir. TJ'ler, Tutundurucu Bağlantı(AJ)’ya özgü bitişik 

hücreler arasında oluşur, paraselüler akıma karşı yarı geçirgen engeller oluşturarak 

korur ve hücre polaritesinin korunmasına katkıda bulunur. Bulunan ilk transmembran 

TJ proteini olan okludin dahil olmak üzere TJ'lerde (Anderson ve Van 2009) 40'ın 

üzerinde protein tanımlanmıştır (Furuse ve ark. 1993). 

  

http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc
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Okludin nakavt farelerin bağırsak geçirgenliğinde herhangi bir artış gözlenmese 

de bu hayvanlarda infertilite, beslenme yetersizliği, beyin kalsifikasyonu olmak üzere 

bariyer disregülasyonu ile uyumlu kompleks fenotiplerin karması ortaya çıkmıştır 

(Saitou ve ark 2000; Schulzke ve ark. 2005). Bariyer oluşumu ve işlev bozukluğunun 

çeşitli hastalıklarda (Schmitz ve ark 1999; Morgan ve ark 2014) önemine rağmen, 

bariyer olgunlaşmasına yol açan olaylar dizisi tam olarak karakterize edilememiştir. 

Yapılan çalışmalarda normal bariyer olgunlaşması için boyut küçültücü proliferasyon 

veya hücre dolgusu gerekliliği gösterilmekte ve bu süreçte TJ proteinlerinden 

okludinin rolü önemli olmaktadır. Bazı çalışmalarda da okludinin sentrozomlarda 

bulunması ile fosforilasyona bağımlı bir şekilde büyüme kontrolüne ve hücre 

döngüsü ilerlemesine (Runkle ve ark. 2005) katkıda bulunurken, epitelyal 

kanserlerde ise (Gonzalez ve ark. 2007; Runkle ve Mu 2013) değiştiğini ve bir tümör 

baskılayıcı olarak işlev görebileceği de yapılan çalışmalarla gösterilmiştir (Wang ve 

Mandell 2005). 

Sıkı bağlantılarda bulunan okludin, ~ 60 kDa ağırlığında olup iki yanında 

sitoplazmik N ve C terminal uçlarını taşıyan entegral plazma membran proteinidir 

(Balda ve ark. 1996,Chen ve ark. 1997) TJ'ler, çoklu bütünleyici zar proteinleri 

olarak bilinir. Okludin, Klaudins, birleşimsel yapışma molekülleri (JAM) ve ZO'lar 

(Ebnet ve ark. 2004 ; Feldman ve ark. 2005)gibi ilişkili birkaç çevresel protein 

içerir.( Koval 2006 ; Kaitu'U ve ark. 2007; Tarullive ark. 2008; Hejmej ve ark. 2012 ) 

Bu yapılar epitelyal ve endotelyal hücreler arasında yer alan, çoğalma, göç, 

farklılaşma ve ayrıca immün tepkinin düzenlenmesinde, sinyal iletiminde rol 

oynayan önemli fonksiyonel protein kompleksleridir (Junhe ve ark. 2018). 

Okludin, TJ ile birlikte bariyer ve savunma fonksiyonlarında da görev alır 

(Furuse ve ark. 1996; McCarthy ve ark. 1996; Tsukita ve ark. 2001; Yu ve ark. 2005) 

TJ'ler hücreler arasındaki bağlantıyı sağlayıp kan-testis bariyerinin (BTB) oluşumuna 

katılarak germ hücrelerinin mayozu ve olgunlaşması için özel ve korumalı bir ortam 

yaratır (Dym ve Fawcett, 1970; Maddocks ve Setchell, 1990; Tsukitave ark. 2001). 

  

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1534580709005255?via%3Dihub#bib18
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1534580709005255?via%3Dihub#bib33
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1534580709005255?via%3Dihub#bib58
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1534580709005255?via%3Dihub#bib64
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Yapılan çalışmalar okludin'in çoklu hücresel proteinlerle ilişkili olduğunu ve 

çeşitli sinyal yolakları ile modüle edilebileceğini öne sürmektedir (Barrios ve ark. 

2005; Feldman ve ark. 2005; NusSıçan ve ark. 2000; Seth ve ark. 2007). 

Bu yolaklar apoptozu, sinyal iletimini, hücre büyümesini, çoğalmasını ve 

iyileşmedeki diğer kritik faktörleri etkilemektedir. Bu sonuçlar ayrıca Okludin'in 

yara iyileşmesi sürecinde de önemli bir rol oynayabileceğini göstermektedir.  

Okludin, GTPaz sinyallemesi için bir başlangıç reseptörü olarak işlev görür ve 

fosforilasyonun artışıyla, TJ geçirgenliği azalır (Harhaj ve ark. 2004) Ayrıca göç 

eden hücrelerin ön kenarında lokalize olduğunu ve yönlü hücre göçünü düzenlediği 

de tespit edilmiştir (Dan Du ve ark. 2010).  

Siklofosfamid’in Sertoli hücrelerinin protein ekspresyonunu bozarak 

spermatogenezi bozabileceği sonucuna varılmıştır (Yuanchao ve ark. 2017) 

Okludin'in sıkı kavşakların önemli bir bileşeni olduğu ve erkek fertilitesinde önemli 

bir rol oynadığı iyi bilinmektedir. Erkek sıçan testiküler Okludin fonksiyonunun 

baskılanması in vivo germ hücrelerinin kaybıyla sonuçlanır (Saitou ve ark. 2000; 

Chung ve ark. 2001). Başka bir çalışmada ise Sertoli hücrelerinde yapılan ısıl işlemle 

TJ ilişkili molekülü Okludin'in anlamlı şekilde azaldığı bildirilmiştir (Chen ve ark. 

2008). 

Başka bir çalışmada da in vitro ortamda; TJ bariyerinde görev alan Okludin’in, 

TGF- β3 etkisiyle ekspresyonunun azalmasına bağlı olarak bariyerde bozulma ve 

Sertoli hücrelerinde tıkanma gözlenebilir (Lui ve ark. 2001). 

  

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cell-migration
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/rda.13131#rda13131-bib-0004
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4.4.TGF-β3 

 

 

 

(http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc Erişim Tarihi:30.07.2019) 

TGF süper ailesi; TGF- β, aktivinler, inhibinler, BMP’ler, AMH, büyüme ve 

farklılaşma faktörleri (GDF) ve GDNF gibi birkaç peptid hormonundan oluşur (Hu 

ve ark. 1998; Piek ve ark. 1999; Ducy ve Karsenty 2000; Ingraham ve ark. 2000; 

Buxton ve ark. 2001; Josso ve ark. 2001). 

Testiste TGF molekülü 1, 2 ve 3'ü içeren üç TGF-β tespit edilmiştir. TGF-β 

(∼25 kDa), her biri ∼12 kDa'nın iki özdeş alt biriminden oluşan homodimerlerdir 

(Roberts ve Sporn 1990). 

Smad proteinleri ile TGF-β sinyalizasyonunun gerçekleştiği düşünülmektedir. 

Smad’lar, 42-65 kDa ağırlığında tek zincirli sinyalleme proteinleridir. Memelilerde, 

farklı biyolojik ve yapısal özelliklerine göre üç kategoriye ayrılabilecek sekiz Smad 

tanımlanmıştır: Reseptör-aktif (Smad1, 2, 3, 5 ve 8 gibi R-Smads), ortak-partner 

Smad (Smad4 gibi Co-Smad) ve inhibe edici Smad’lar (Smad6 ve 7 gibi I Smads) 

(Heldin ve ark. 1997; Whitman 1998). R-Smads, TGF-β ve aktivin reseptörleri 

tarafından aktifleştirilebilir (Eppert ve ark. 1996; Macias ve ark. 1996; Chen ve 

arkadaşları 1997; Nakao ve ark. 1997; Macias ve ark. 1998; Tamaki ve ark. 1998; 

Zhang ve ark. 1998; Chen ve Massagué 1999). Smad4, memelilerde bilinen tek Co-

Smad'dır. 

  

http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc
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İn situ hibridizasyon ve immünohistokimya ile yapılan çalışmalar, mayotik germ 

hücrelerinde Smad2'yi (TGF-β için bir R-Smad) tanımlamış, ancak fare testisinde 

mayotik germ hücrelerini, Sertoli hücrelerini ve Leydig hücrelerini tanımlamamıştır 

(Wang ve Zhao 1999). 

Yine de testiste spermatogenez sırasında TGF-β Smad protein yolu tarafından 

hangi hücresel etkilerin düzenlendiği tam olarak bilinmemektedir. Smad aracılı 

sinyalizasyon yolunun yanı sıra, üç grup mitojen ile aktive olmuş protein kinaz 

(MAPK), ökaryotik  hücrelerde TGF-β tarafından aktive edilebilir. Bunlar arasında 

c-Jun N terminal kinaz (JNK), p38 MAPK ve hücre dışı sinyal regüle kinazlar 1 ve 2 

(ERK1 ve ERK2) bulunmaktadır (Hartsough ve Mulder 1995; Vojtek ve Cooper 

1995; Atfi ve ark. 1997; Liberati ve ark. 1999; Zhou ve ark.1999). 

Testiste, germ hücre apoptozi, p38 MAP kinaz aktivasyonu yoluyla ısı gibi 

stresle indüklenebilir (Kojima ve arkadaşları 2001). Yapılan bir çalışma, TGF-β3'ün, 

Okludin ve ZO-1'in (Lui ve ark. 2001) ekspresyonunu baskılayarak in vitro ortamda 

Sertoli hücresi TJ geçirgenlik bariyerinin montajını ve bakımını bozabileceğini 

göstermiştir Ayrıca, bu TGF-β3'ün Sertoli TJ bariyeri üzerindeki etkisine, p38 MAP 

kinaz yolağı aracılık etmiştir. Bu gözlemler, bu in vitro çalışmalar in vivo olarak 

çoğaltılabiliyorsa, TGF-β3 ilavesinin gerçekten de in vivo kan-testis bariyerini 

(BTB) bozduğunu, testiste sitokin fonksiyonunun bozulmasını etkili bir şekilde 

engelleyebileceğini göstermektedir. BTB, bazal laminaya yakın seminifer epitelinin 

bazal bölmesindeki Sertoli hücreleri arasında TJ'ler tarafından oluşturulur, 

spermatogenez olayının neredeyse tamamını, spermatogonya'nın mitotik aktivitesi ve 

B tipi spermatogonya'nın preleptoten ve leptoten spermatositlerine dönüşümü gibi 

olayları sistemik dolaşımdan ayırır (Dym ve Cavicchia 1977, 1978; Setchell 1980; 

Cheng ve Mruk 2002). 

Kan testis bariyeri ayrıca lenfositlerin adluminal bölüme girmesini ve hücre 

polaritesini kabul etmeyen bir immünolojik engel olarak da işlev görür (Dym ve 

Fawcett 1970; Setchell 1980; Cheng ve Mruk 2002). Yapılan çalışmalar BTB'yi 

oluşturan testislerde üç sınıf integral membran proteini tanımlamıştır. Bunlar 

arasında Okludin,klaudin ve JAM bulunur (Cheng ve Mruk 2002). Okludin ve 

klaudin, dört transmembran bölgeye sahip proteinlerdir ve TJ işlevselliğini sağlayan 

TJ fibrillerinin yapı taşlarıdır (Cereijido ve ark. 2000; Tsukita ve Furuse 2000; Cheng 

ve Mruk 2002). 
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Birleşik yapışma proteinlerinin homotipik hücre-hücre etkileşimlerini 

kolaylaştırdığı (Martin ve ark 1998) aynı zamanda inflamatuar yanıt sırasında 

TJ'lerde nötrofillerin transepitelyal göçünü de kolaylaştırdığı bildirilmiştir (Ozaki ve 

ark. 1999). 

Kan-testis bariyerinin düzenlenmesinde TNF-α (tümör nekroz faktörü) ve TGF-

β3 önemli rol oynayan sitokinlerdir. Bu sitokinler, sıkı kavşakların ve bazal 

ektoplazmik farklılaşmaların, yapısal proteinlerin, proteazların, proteaz 

inhibitörlerinin ve seminifer epitelindeki diğer hücre dışı proteinlerin (kollajen gibi) 

homeostazını belirler. Bu bağlamda, hem Sertoli hem de germ hücreleri tarafından 

üretilen bir sitokin olan TNF-α'nın, (Skinner, 1993) ayrıca proteazların ve proteaz 

inhibitörlerinin homeostazisini bozmadaki etkileri vasıtasıyla, in vitro olan Sertoli 

hücre TJ fonksiyonunu da bozabileceğine dikkat etmek önemlidir. TJ bölgesine 

bitişik Ekstraselüler matriks(ECM)’de, sırasıyla Sertoli hücresi TJ fonksiyonunu 

düzenleyen integrin / ILK/ SAPK/ JNK sinyal yolunu kullanır (Siu ve ark. 

2003).Deneysel çalışmalarda İnterlokin 1 Beta (IL-1β) veya TNF-α uygulamasının 

kan-testis bariyeri bütünlüğünü bozduğu gösterilmiştir (Wong ve ark. 

2005).Spermatozoa ilerleyici hareketliliğini de önemli ölçüde azalttığı 

belgelenmiştir. Kan-testis bariyer fonksiyonunu etkileyen faktörler testiküler hasara 

ve erkekte infertiliteye neden olabilir. Kan-testis bariyeri, germ hücrelerinin gelişimi 

ve olgunlaşması için özel bir mikro ortam yaratır. Anatomik yapısına bağlı olarak bu 

bariyer, sıkı kavşaklar Sertoli hücre değişikliklerine izin vermek için (açılma, 

kapanma) adapte olarak yeniden yapılanma geçirir. Kavşakların bütünlüğü 

bozulmadığı için işlevler açısından değişiklik gözlenmez. Bariyer fonksiyonunun ve 

bütünlüğünün bozulması toksik maddeler etkisiyle testis hasarı ve infertiliteye neden 

olur (Cheng ve ark. 2012; Mital ve ark. 2011). 
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Bu protein, TJ fonksiyonunun bozulmasının yanı sıra BTB'yi geçemeyen germ 

hücrelerinin apoptoza uğramasına ve spermatogenezin bozulmasına yol açtığı 

bilinmektedir. Eğer TGF-β3 fonksiyonu engellenirse BTB’deki preleptoten ve 

leptoten spermatositlerinin girişi gerçekleşmez ve bazalden adluminal bölgeye doğru 

ilerler, spermatogenez bloke edilmiş olur (Russell 1977). Bu blokaj sonucunda 

hipotalamus-hipofiz-testiküler bağlantısı bozulmadan erkek doğum kontrolü 

gerçekleştirilebilir. Ayrıca son çalışmalar, ECM'nin, homeostazı sitokinler tarafından 

düzenlenmiş olan testiste TJ dinamiğinin düzenlenmesinde önemli bir rol oynadığını 

göstermiştir. 

Örneğin, kollajen fonksiyonunda bir bozulma ve TNF-α gibi sitokinler 

tarafından düzenlenen metaloproteazlar ve TIMP'lerin bir değişimi yoluyla ECM'nin 

homeostazında bir değişiklik, Sertoli hücresi TJ bariyerini etkili bir şekilde bozabilir 

(Siu ve ark. 2003). TGF-β3, testiste spermatogenezi, Leydig hücre steroidogenesisi, 

Leydig hücre DNA sentezini de modüle ettiği, ECM sentezi ve testis gelişimini 

içeren çoklu fizyolojik fonksiyonları düzenlemektedir. Bu durum BTB’nin açılma-

kapanma olaylarının düzenlenmesinde önemli bir rol oynadığını göstermektedir. 

Buna bağlı olarak spermatositlerin, BTB boyunca, seminifer epitel döngüsünün 

evrelerinde geçişini düzenler (Yee Lui ve ark. 2003). 

Bu protein, Sertoli-germ hücre etkileşimleri ile spermatogenik hücre 

farklılaşmasında rol oynar. Özellikle ergenlik döneminde spermiogenezis ve 

spermiasyonun başlangıcında görev alır (Mullaney ve Skinner 1993). 

Çalışmalar TGF-β3'ün Sertoli hücresi TJ dinamiğinin önemli bir düzenleyicisi 

olduğunu göstermesine rağmen, bu çalışmalar büyük ölçüde in vitrodur, in vivo 

olanların ise fizyolojik önemi korunmaya devam etmektedir (Yee Lui ve ark. 2003). 

Testislerdeki TJ'ler, testiste ekstraselüler matriksin (ECM) değiştirilmiş bir 

formu olan bazal membrana en yakın konumlandırılmıştır (Dym 1994). Testislerdeki 

TJ’ler ve bağlantı kavşakları diğer epitellerden farklıdır. Bu TJ'ler hemen hücre-

hücre aktin bazlı adherens kavşakları ve hücre-hücre ara filaman bazlı desmozom 

benzeri kavşaklar tarafından devam eder (Cheng ve Mruk 2002). 
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Yine de, diğer epitelyumlarda bulunan TJ'ler, temel zardan uzaktadır (Farquhar 

ve Palade 1963). BTB'nin seminifer epitelyumu içindeki bu farklı ortamı, germ hücre 

gelişimi için özel bir mikro çevre yaratır. Yapılan bazı çalışmalar, TJ'lerin 

birleştirildiği sırada, Sertoli hücre kültürlerinde TGF-β2 ve -β3'te önemli bir düşüş 

olduğunu göstermiştir. Ayrıca, bu kültürlerde rekombinant TGF-β2 ve TGF-β3 

eklenmesi durumunda, Sertoli hücresi -TJ geçirgenlik bariyerini doza bağlı olarak 

etki eder ve tersine çevirebilir. İn vitro ortamda yapılan çalışmalarda rekombinant 

TGF-β3'ün eklenmesiyle TJ geçirgenlik bariyerini bozabileceği, Sertoli hücre sıkı 

bağlantılarında bozulma, Sertoli hücrelerinde tıkanmaya neden olabileceği, hedef 

proteinleri olan ZO-1, okludin ve klaudin-11’in protein seviyelerinde bir düşüş 

gözlendiği tespit edilmiştir (Lui ve ark. 2001, 2003). 

Immunoblotting teknikler kullanılarak, TGF-β3 kaynaklı TJ bozulması, fosfo-

p38 MAPK proteini seviyesinde artışa neden olmazken, fosfo-JNK ve fosfo-ERK 

seviyesini indükler (Lui ve ark. 2003). Bu durum da TGF-β3'ün p-38 MAP kinaz 

yolu üzerinden TJ bariyeri üzerindeki inhibitör etkilerine aracılık ettiğini ileri 

sürmektedir. TGF-β3, TJ fonksiyonunun bozulmasının yanı sıra BTB'yi geçemeyen 

germ hücrelerinin apoptoza uğramasına ve spermatogenezin bozulmasına yol açar. 

Germ hücre apoptozunu düzenleyerek seminifer epitelindeki spermatogonya gibi 

primordial germ hücre sayısını belirler. 

Son gözlemler ayrıca, TGF-β3'ün, transkripsiyon sonrası ve translasyon sonrası 

modülasyon yoluyla birleşimsel yapışma molekülü-B ekspresyonunu önemli ölçüde 

azalttığını ve kan-testis bariyeri ve apikal ektoplazmik farklılaşmaların bozulmasına 

yol açtığını göstermiştir (Zhang ve Lui 2014). Benzer şekilde, kan-testis bariyerinin 

bozulmasına neden olan lipopolisakkarit uygulaması, sıçanlarda sperm sayısında ve 

spermatozoa motilitesinde belirgin bir azalma ile ilişkilendirilmiştir (Abd-Allah ve 

ark. 2009). 
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Yapılan bu çalışmalar sonuç olarak TGF-β3'ün, seminifer epitelinde önemli bir 

sitokin olduğunu açıkça göstermekte ve kan testis bariyerinin açılma-kapanma 

olaylarının düzenlenmesinde rol oynayabilmektedir. Bu da BTB'deki 

spermatositlerin hareketini düzenler. BTB boyunca bu hücre hareketi olayının 

spermatogenezin tamamlanması için gereklidir (Kretser ve Kerr 1994; Cheng ve 

Mruk 2002). TGF-β’ların testiste TJ dinamiklerini düzenlediği gösterilmiştir. 

Yapılan çalışmalar, aynı zamanda, TJ dinamiğinin düzenlenmesinde Sertoli  

hücrelerindeki hücre içi fosfoprotein içeriğini belirleyen fosfataz ve kinazların rolünü 

de içerdiğini belirtmektedir (Li ve ark. 2000; Cheng ve Mruk 2002). 

Testislerde bulunan hücrelerin ürettiği ve gerçekleştirdikleri olaylar ile hücreler 

arası bağlantıyı sağlayan görevli proteinler (GDNF, Okludin, TGF-ẞ3) 

bulunmaktadır. Bunun yanı sıra non-coding olarak görev yapan mikroRNA 

ekspresyonu gelişim aşamasına bağlı olarak değişim göstermektedir. mikroRNA 

ekspresyonu testisteki hücre tiplerine bağlı olarak değişiklik gösterir. 

mikroRNA’ların spermatogenez bozukluğunda up-regüle olarak düzenlendiği 

gözlenmiştir. 
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4.5. MİKRORNA 

 

Gen ekspresyonu düzenlenmesi, proliferasyon, diferansiyasyon, hücre döngüsü 

düzenlemeleri, apoptoz, tümör oluşumu, hormonların sekresyonu ve metabolizma 

faaliyetlerinde temel görev alan, protein kodlamasında görev almayan ~ 22 

nükleotitten oluşan küçük RNA molekülleri olarak bilinirler (Bassett ve ark. 2014).  

Transkripsiyon mekanizmasıyla farklı olaylar üzerinde de modüle edici etkisi 

vardır. Hedef mRNA'nın 3’ucuna (3'UTR) bağlanarak translasyonu inhibe ederken 

mRNA bozunumununda da indükleyici gen ekspresyonunda post-transkripsiyon 

düzenleyicileri olarak görev alırlar (Wang ve ark. 2016). 

MikroRNA'lar ilk olarak 1990'lı yıllarda Caenorhabditis elegans (yuvarlak 

solucan türü) ‘da keşfedilmiştir (Lee ve ark. 1993). Ancak biyolojik işlevlerinin 

incelenerek anlaşılabilmesi solucanlarda, sineklerde ve memelilerde bir dizi endojen 

mikroRNA bulunana kadar gerçekleşememiştir. Yapılan çalışmalarda, 

mikroRNA'ların kök hücre farklılaşması, (Tay ve ark. 2008) sinyal iletimi, (Ma’ayan 

ve ark. 2005) gelişimsel düzenleme (Boehm M ve ark. 2005) ve hastalıklarda (Hebert 

ve ark. 2008; Volinia S 2006) dahil olmak üzere çeşitli biyolojik süreçlerde önemli 

düzenleyici rollere sahip oldukları tespit edilmiştir. Daha sonra yapılan çalışmalarda 

mikroRNA’ların farklı hedef genleri düzenleyebildiği, 2.000'den fazla 

mikroRNA'nın insanda görev aldığı miRBase v19.0'da kayıtlı olduğu tespit 

edilmiştir. mikroRNA’ların işlevleri ve hedeflediği genler bazı hücre ve dokularda 

net olarak bilinmemekle birlikte gelişim aşamalarına özgü spesifik mikroRNA’ların 

da olduğu bilinmektedir (Kuwabara ve ark. 2011). MikroRNA'lar, translasyonu 

inhibe etmek ve bozulmayı indüklemek için mesajcı RNA (mRNA) ile eşleştirilerek 

gen ifadesini düzenler. mikroRNA'lar ilk önce pre-mikroRNA'lar elde etmek için ve 

daha sonra olgun mikroRNA'lar haline gelmek için oluşturulan pri-mikroRNA'lar 

olarak kopyalanır (Ha ve ark. 2014). 
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MikroRNA biyosentezi ve DICER1 mutasyonları mikroRNA'ların, 

proliferasyonun, olgunlaşmanın, kan-testis bariyerinin ve seminifer epitel 

döngüsünün aşamalarının kontrolü de dahil olmak üzere Sertoli hücrelerin'de birçok 

önemli fonksiyon geliştirdiği gösterilmiştir (Panneerdoss ve ark. 2012; 

O’Shaughnessy 2014; Dabaja ve ark. 2015; Yao ve ark. 2016). 

MikroRNA'lar, RNA Polimeraz II ve III, Drosha ve Dicer tarafından üretilen, 

19-23 nükleotit uzunluğunda, küçük kodlayıcı olmayan bir RNA türüdür. Spesifik 

hedef hücrelerde, mikroRNA'lar, hedef genlerin ekspresyonunu baskılayan ve bu 

nedenle metabolik hücre fonksiyonunu kontrol eden çeşitli mRNA moleküllerine 

bağlanır. Dahası, mikroRNA'ların ifadeleri, doku ve gelişim aşamalarına özgüdür. 

Memeli spermatogenezinde mikroRNA'lar, germ hücrelerinin gelişimi ve 

doğurganlığının kontrolünde çok önemlidir. Bu bağlamda, farklı DICER1 koşullu 

nakavt fareleri modelleri, germ hücre gelişiminin spesifik aşamalarında, 

transkripsiyonel adımları düzenleyen mikroRNA'ların önemini ortaya çıkarmıştır. 

DICER1, prospermatogonya veya spermatogonyada engellendiğinde, 

spermatogenezin üç fazı boyunca ciddi başarısızlıklar gözlenmiştir (Bartel 2004; Ha 

ve Kim 2014). 

Ayrıca, farelerde Dicer1'in Sertoli hücreleri'nden koşullu silinmesi, 

spermatogenezin parçalanması, seminifer epitelinin çok tabakalı yapısının kaybı, 

apoptozun yüksek insidansı ve seminifer tübül sayısının azalması da gözlenmiştir. 

Ayrıca, Dicer'in Sertoli hücreleri'nden ablasyonu, GDNF, KIT tirozin kinaz reseptörü 

için ligand (KİTL), Mannosidaz alfa sınıfı 2A üyesi 2 (MAN2A2) ve (Wilms tümör 

1 proteini) WT1 gibi sperrmatogenezde önemli rolleri olan genlerin down- 

regülasyonu ile sonuçlanmıştır (Papaioannou ve ark. 2009). Bunun yanı sıra, Sertoli 

hücre-Dicer geninden yoksun olan testislerde ayrıca SOD-1 proteininin aşırı 

sentezlenmesi (Cu / An-süperoksit dismutaz) ve sonuç olarak oksidatif hasarların 

artması, yoğun apoptoz ve testiküler dejenerasyona neden oldu. Bazı kanıtlar ise 

testiküler SC tümörlerinin DICER'de hotspot mutasyonlarına sahip olmadığını 

göstermektedir (Papaioannou ve ark.2011). 

İnfertilite fenotipleri ile ilişkili spermatogenez olayında mikroRNA, döngünün 

farklı aşamalarındaki ekspresyonu, mikroRNA'ların supresyonu yoluyla koordine 

edilen bir dizi benzersiz gen tarafından düzenlenir.  
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Çoğunlukla farelerde ve domuz gibi diğer hayvan modellerinde yapılan birkaç 

çalışma, mikroRNA'ların spermatogenezin gelişiminde, düzenlenmesinde görev 

aldığını ve bunların ifadelerinin değiştirilmesinin üreme anormalliklerine neden 

olacağını açıkça göstermektedir. (Papaioannou ve Nef 2010; Ro ve ark. 2007; Yan ve 

ark. 2009; Luo ve ark. 2010; Korhonen ve ark. 2011; Smorag ve ark. 2012; Kotaja 

2014; Mukherjee ve ark. 2014). Kanda çeşitli mikroRNA'lar bulunur. Bu durum 

mikroRNA’ların organlardan veya dokulardan yapısal olarak salındıklarını gösterir. 

Organ veya dokular ilaçlar tarafından zarar gördükten sonra, organa özgü 

mikroRNA'lar hepatotoksisite durumunda olduğu gibi plazmada artabilir (Lewis ve 

ark. 2011). Bununla birlikte, bu çalışmanın sonuçları, küçük miktarlarda sızan 

mikroRNA'lar nedeniyle hasar görmüş testislerden mikroRNA'ların sızıntısının 

meydana gelmediğini veya dolaşım seviyeleri üzerinde çok az etkisi olduğunu 

göstermiştir, bir molekülün germinal epitelden kana sızıp sızmadığını belirlemede 

kan-testis bariyer bütünlüğünün önemli bir faktör olduğunu öne sürdü (Elkin ve ark. 

2010). Bir mikroRNA'nın moleküler ağırlığı, 15 kDa'dan (yaklaşık 5 ila 8 kDa) daha 

azdır. Bununla birlikte dolaşımdaki mikroRNA'lar bir eksozom içinde paketlenir 

veya proteinlere bağlanır (Zhang ve ark. 2015). Bu nedenle, kan testis bariyeri, bu 

Testis Hipertermisi (TH) modelinde mikroRNA'ların dolaşıma sızmasını 

engelleyecektir. TH tedavisinin kan testis bariyerinin bütünlüğünü bozmadığı 

bildirilmiştir (Turner ve ark. 1996). Alternatif olarak, mikroRNA'ların testislerden 

sızması, karaciğer, kalp veya gastrointestinal sistem gibi diğer büyük organlara 

kıyasla boyutları küçük olduğu için dolaşımdaki seviyeler üzerinde çok az etkiye 

sahip olabilir. 

Gen ekspresyonunu transkripsiyonel olarak düzenlemekle görevli protein 

kodlamayan mikroRNA’ların dengeli bir biçimde plazma ve serumda tespit 

edilebilmekte (Tsatsanis ve ark. 2015) olup, profil incelemesi yapılarak moleküler 

teşhis için biyobelirteç olarak görev yapabilme imkanı sunar. Serum, idrar, tükürük 

ve foliküler sıvı gibi biyolojik sıvılarda (Roth ve ark. 2014) tanımlandığından beri 

özellikle kanser, üreme sistemi ve infertiliteye neden olan hastalıkların non invaziv 

yöntemle araştırılmasında ve belirlenmesinde rahatlıkla kullanılabilmektedir. Bu 

durumda dokuya ya da hücreye özgü mikroRNA’nın incelenmesi ile hasta bireylerin 

daha kısa zamanda tespiti için kolaylık sağlar (Hanrieder ve ark. 2007). 
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Bu bilgilere rağmen serumda farklı dokuların ve hücrelerin bileşenlerini 

içerdiğinden dolayı serumda bulunan mikroRNA'ların kararlı olup nükleaz 

aktivitesine dirençli oldukları için hastalığa özgü olduğunu tespit etmek zordur 

(Sørensen ve ark. 2014). Hücrelerden vücut sıvılarına salınıp protein ya da lipid 

komplekslerinde kararlı halde kalarak nicelleştirilebilmelerine rağmen serum ve 

plazmadaki enzimatik inhibitörlerden, düşük RNA içeriğinden, hemoliz ve diğer 

hücre kontaminasyonlarından dolayı mevcut teknolojileri kullanmak dolaşımdaki 

mikroRNA ifadelerinin normalleştirilmesi yetersiz kalmaktadır (Ioannidis ve 

Donadeu 2016). Biyolojik sıvılarda kolayca incelenebilmesinden ötürü umut verici 

olan sirkülâsyonlu mikroRNA'ların plazma ya da serumda klinik olarak kullanılması 

için önemli olan hassasiyetle ölçülmesi gerekliliğidir (Gebremedhn ve ark. 2016). 

 

4.5.1. miR 34- Ailesi: 

 

     

 

 

(http://www.mirbase.org Erişim Tarihi:30.07.2019) 

MikroRNA-34 ailesi, evrimsel olarak omurgalılarda tespit edilmiş ve birbiriyle 

görev bakımından ilişkili üç çeşidi vardır: mir-34a/b/c. Yapılan çalışmalar mir-34 

ailesinin hücre döngüsünün düzenlenmesinde, yaşlanma ve hücre ölümlerinde gen 

ekspresyonunun düzenleyicileri olarak görev yaptığını kanıtlamıştır. 

MikroRNA-34 ailesi genellikle, hücre proliferasyonunu ve hücre döngüsü 

ilerlemesini onkojenik hedefleri susturmak suretiyle kontrol eden tümör 

baskılayıcıları olarak kabul edilmiştir (Agostini ve Knight 2014). 

http://www.mirbase.org/
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Diğer kanıtlar ise mir-34 ailesinin spermatogenez ve sperm motilitesinde de 

önemli bir role sahip olduğunu göstermektedir (Bouhallier ve ark. 2010; Wu ve ark. 

2014). 

MikroRNA'lar mir-34 ailesi, başlıca insan onkogen MYC'sini ve BCL-2, E2F 

ailesi, CDK4, Yin Yang 1 (YY1) ve MET2 gibi onkogenezde yer alan diğer önemli 

genleri hedef alan tümör baskılayıcılardan oluşur (Kong ve ark. 2008; Wang ve ark. 

2014). 

MiR-34 ailesi genellikle tümörlerde down-regüle olur. Bunun tersine, mir-34 

seviyelerinin artması, kanser hücresi çoğalmasının baskılanması ve apoptozun 

indüklenmesiyle sonuçlanır. 

MikroRNA'lar genellikle gen ekspresyonunu, transkripsiyonel baskı ve hedef 

mRNA'nın bozulması ile düzenler. MiR-34a'nın mitokondriyal oksidatif 

fosforilasyonda rol oynayabileceği ve ATP içeriğini düzenleyebileceği görülmüştür. 

Dolaşımdaki endotel hücrelerinde, mir-34a'nın aşırı ifadesi, sitokromu hedefleyerek 

mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu ve ATP üretimini azaltabilir. MiR-34 ailesinin 

spermatogenez olayındaki rolü in vivo olarak netlik kazanmamıştır. MiR-34a ile 

yapılan bir çalışmada, mir-34 ailesinin, CRISPR/Cas9 sistemi kullanılarak üretilen 

mir-34a homozigot nakavt zebra balığı kullanılarak, spermatogenezdeki fonksiyonel 

rolleri araştırıldı (Guo ve ark. 2017). 

miR34a, zebrafish'te gsk3a'yı hedefleyerek sperm motilitesini düzenleyebileceği 

düşünülerek yapılan bir çalışmada gsk3a -/- farelerinde ATP seviyeleri düşük olduğu 

için sperm motilite parametreleri arasında bir ilişki olduğu önerilmiştir (Wenjie ve 

ark. 2017). 

mir-34c, SSC’lerin bulunduğu kısımda az miktarda eksprese edilirken 

spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde yüksek oranda eksprese edilir (Bouhallier ve 

ark. 2010). Primer spermatositlerde mir-34c'nin inhibisyonu, germ hücrelerini 

testosteron eksikliğine bağlı olarak apoptozdan korur (Liang ve ark. 2012). 
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Astenozoospermik veya oligoastenozoospermik hastalardan alınan testiste 

yapılan incelemeler sonucunda mir-34c-5p’nin ekspresyon seviyesi 

normozoospermik erkeklerdekinden farklıydı (Wang ve ark. 2011). Bu çalışmada, 

mir-34c-5p'nin down-regülasyonu, Karbon İyon Radyasyonu (CIR) maruziyetinden 

sonra spermatogenik hücrelerin proliferasyonunu ve indüklenen apoptozu önlemiştir. 

MiR-34b ve c'nin kodlama DNA dizileri birbirine bitişik olduğu için aynı birincil 

transkriptinden işlendiği düşünülmektedir (He ve ark. 2007). 

MikroRNA-34b/c ifadesi üzerinde etki eden transkripsiyon faktörlerini 

araştırırken, mir-34b'ye bağlanan proteinleri tanımlamak için, yaklaşık 400 DNA-

bağlayıcı proteinin UCSC Genom Tarayıcı (genome.ucsc.edu) ChIP-sq verileri 

kullanılarak, yapılan çalışmada saptanan proteinler CTCF, Myb, Sp1, FOXO3a, E2F, 

AP1 ve p53'tür (Li ve ark. 2018). 

Yüksek mir-34c ekspresyonunun anti-tümör etkileri ile ilişkili olduğu 

düşünülerek yapılan çalışmalarda, Akt yolunun kanserlerde sıklıkla aktive edildiği 

ama tümör supresanın mir-34 ailesinin ekspresyonu üzerindeki etkisi 

bildirilmemiştir. Akt yolunun tümör baskılayıcı mir-34'ün ekspresyonunda rol 

oynayabileceği düşünülerek yapılan çalışmada WT-Akt eksprese eden hücrelerde 

SAE2 artmış mir-34c seviyelerinin düştüğü gözlenmiş (Roy ve ark. 2012; Di Martino 

ve ark. 2012), kontrol grubu hücreleri ve mutant Akt-K276R / E278A eksprese eden 

hücrelerde gözlenmemiştir. Bu veriler Akt SUMOylation'ın mir-34b/c ifadesinde yer 

aldığını göstermektedir. 

MikroRNA-34 ailesi, hücre siklusu, diferansiyasyon ve apoptoz yollarında 

çalışan c-Myc ve diğer proteinlerin ekspresyonunu baskılamaktadır. Bununla uyumlu 

olarak, mir-34 çok çeşitli tümör tiplerinde down- regüle olduğu tespit edilmiştir. Bu 

çalışmada, SAE2 veya Ubc9 ekspresyonunun artmış olan mir-34b/c ifadesini 

baskıladığını ve SAE2 veya Ubc9'un demonte edilmesinin ise mir-34b/c ifadesini 

arttırdığı saptanmıştır. Bu durum, Akt aracılı FOXO3a fosforilasyonu ve 

SUMOylation etkisinin mir-34b/c ifadesine özgü olduğunu düşündürmektedir (Li ve 

ark. 2018). 
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MikroRNA'lar doğurganlık olayında önemli olarak bilinmektedir. mir-34b/c ve 

miR-449 moleküllerinin çift inaktivasyonu, sperm üretimi ve motilitesinde azalmaya 

bağlı olarak erkek infertilitesi ile sonuçlanmaktadır. MikroRNA biyogenezine katılan 

enzimlerin koşullu delesyonları (Dicer1 veya Dgcr8) primordiyal üreme hücresi 

gelişimini engelleyebilir ve spermatogenez ve sperm olgunlaşmasında da etkili 

olabilir (Hayashi K ve ark. 2008; Maatouk ve ark. 2008; Björkgren ve ark. 2014). 

MikroRNA'ların spermatogenezdeki çeşitli hücresel süreçlerdeki 

transkripsiyonel kontrolünde iyi bilinen öneminden dolayı, deregüle edilen 

mikroRNA'ların erkek infertilitesinde biyobelirteçler olarak kullanılabileceği 

önerilmektedir. Buna bağlı olarak karışık atrofi (MA) ve spermatosit aşamasında 

(GA) germ hücre aresti gibi durumlarla teşhis edilen infertil erkeklerde 

mikroRNA'ların ekspresyon profilleri karşılaştırıldı. Normal spermatogenez grubuna 

kıyasla, en yüksek ifade edilen mikroRNA'lar arasında hsamir-34b, hsa-mir- 34c-5p 

gibi mikroRNA’lar da tespit edildi. Subfertil astenozoospermik, oligozoospermik ve 

oligoastenozoospermik erkeklerden alınan seminal plazma ve sperm örneklerinde ise 

mikroRNA'ların çoğunda down- regüle olduğu bildirilmiştir (Tang ve ark. 2016; 

Noveski ve ark. 2016). 

Farelerde testis, mir-34 kümelenmesinin Sertoli ve germ hücrelerinde eksprese 

olduğu bildirilmiştir. mir-34c’de oluşan fonksiyon kaybı, BCL-2/BAX'da anlamlı bir 

artışa neden olmuştur. B-hücre lenfoması 2 germ hücre apoptozunu in vivo olarak 

önlemekte ve mir-34c'nin ise fare testisinde pro-apoptotik bir faktör olarak rol 

oynayabileceğini göstermektedir (Liang ve ark. 2012). 

Farklı olarak mir-449 ve mir-34, apoptozu indükleyen ve farede hücre döngüsü 

ilerlemesinde teşvik edici olarak görev yapan E2f (E2 faktörü), retinoblastoma 

yolağında bulunan hedef genleri düzenlemektedir. Farklı testislere ait histopatolojik 

koşulları gösteren infertil erkeklerde, bu mikroRNA'ların spesifik hedefleri henüz net 

olarak bilinmese de yapılan analizler, hedef genlerin çoğu apoptoz, hücre 

proliferasyonu ve diferansiyasyonda görev aldığını göstermektedir. Bu hedef genler, 

nonobstrüktif azospermi erkeklerde testiküler dokuda yüksek oranda eksprese 

edilmektedir (Bao ve ark. 2012). 
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Yapılan çalışmalar, mikroRNA'ların analizi, SCOS testisindeki birkaç deregüle 

edilmiş gen ile TRAIL (tümör nekroz faktör ilişkili apoptoz indükleyen ligand) yolak 

sinyali ile ilişkisi olduğunu göstermektedir (Grataroli ve ark. 2004; Falschlehner ve 

ark. 2007). TRAIL proteini insanda ve kemirgenlerin testislerinde eksprese edilen ve 

germ hücresi homeostazında, spermatogenezi korumak için görevli olan sinyal 

molekülüdür. Testiküler disfonksiyonu olanlarda TRAIL yolağının aktivasyonunu 

göstererek reseptörlerini kodlayan TNFSF10 (tümör nekrozis faktör) geninin 

ekspresyonu, SCOS hastalarında belirgin şekilde up-regüle olmuştur (Grataroli ve 

ark. 2002, 2004; Celik ve ark. 2013). mikroRNA'lar, hücre döngüsü proteinlerinin 

gen regülasyonunda görev alan transkripsiyon faktörlerinin modüle edilmesinde 

görev alan Sertoli hücre proliferasyonunda da düzenlenme olayında önemli olduğunu 

göstermiştir. mikroRNA'lar Sertoli hücrelerin'de tanımlanmış olsa bile farklı genleri 

hedeflemesine rağmen, görevleri benzer olan başka hücre tiplerinde de 

tanımlanmışlardır. 

MikroRNA-34b, mir-34c-5p ve miR-449a germ hücre farklılaşması ve 

sağkalımında görev alan, spermatogenez için önemli mikroRNA’lardır (Wu ve ark. 

2014). 

Farelerde Sertoli hücrelerinde üretilen mikroRNA'ların üretiminde bir 

mikroRNA Dicer koşullu nakavt (KO), infertilite ile sonuçlanmış bu durum da 

mikroRNA'ların spermatogenez için önemli olduğunu göstermektedir (Papaioannou 

ve ark. 2009) Farelerde mir-34b/c ve miR-449'un çift KO'sı spermatogenezde 

bozulma ile sonuçlandı (Wu ve ark. 2014). Bu özellikler ve sonuçlar çalışmalar için 

mikroRNA'ların testiküler toksisite için biyobelirteçler olarak kullanılmasının 

temelini oluşturmuş, toksisite mekanizmaları ve insanlarda potansiyel translasyonel 

biyobelirteçleri araştırmak adına rol oynamıştır. 
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Bu mikroRNA'lar arasında, mir-34c ve miR-449a'nın farelerde spermatogenezde 

önemli görevi olduğu bildirilmiştir (Wu ve ark. 2014). mir-34/449 ailesinin, 

spermatogenez sırasında mayotik hücrelerde testiste eksprese olduğu bildirilmektedir 

(Smorag ve ark. 2012). Ayrıca miR-449 null erkek farelerde mir-34b/c'nin up- 

regülasyonu ile normal spermatogenez olayını gösterdiği bilinmektedir. Yapılan 

çalışmalar, mir-34c için apoptoz ve hücre proliferasyon süreçlerine dahil olduğu ileri 

sürülmüştür (Lize ve ark. 2011; Liang ve ark. 2012). 

 

4.6. SİKLOFOSFAMİD 

 

 

Şekil 8. Siklofosfamid moleküler yapısı ((Jones ve ark.1996) 

 

FORMÜLÜ:C7H15Cl2N2O2P 

Siklofosfamid (CP) kemoterapötik olarak kullanılan ve bağışıklık sistemini 

baskılamada görevli bir ilaçtır. Lenfoma, multipl miyelom, lösemi, yumurtalık 

kanseri, meme kanseri, küçük hücreli akciğer kanseri, nöroblastom ve sarkoma gibi 

hastalıklarda tedavi etme amacıyla kullanılır. İmmün supresör olarak, nefrotik 

sendromda, polianjiti olan granülomatozis ve diğer durumlarda organ nakli 

sonrasında da kullanılır. Oral veya damar yoluyla enjeksiyon ile alınır (Pagnoux 

2016). 
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Kanser kontrolsüz hücre bölünmesi olarak bilinir. Normal hücrelerde benzer 

olan hücrelerin birbirine teması ile bölünme inhibe edilerek durdurulur. Kanserde 

hücreler bu yeteneğini kaybeder ve hücre bölünmesi kontrol mekanizmasında sorun 

yaşanır. Kemoterapi tedavisinin kanser hücrelerinde etkili olma mekanizması kanser 

hücrelerinin bölünme yeteneneğini durdurarak gerçekleşir. Siklofosfamid alkilleyici 

ajan olarak görev yapar ve hücrenin dinlenme aşaması en aktif olduğu dönemde 

DNA replikasyonu ve RNA oluşumunu interfere ederek hücrenin apoptoza gitmesine 

de neden olabilirler.  

Kemoterapi hızlı bölünen tüm hücreleri öldürür. Buna bağlı olarak kullanım 

sırasında yan etkileri arasında düşük akyuvar sayısı, iştah kaybı, kusma, saç 

dökülmesi ve mesane kanamaları, olası kanser riski, infertilite, alerjik reaksiyonlar ve 

pulmoner fibrozis bulunur. Siklofosfamid kadınlarda erken menopoz riskini, erkekte 

ve kadında infertilite riskini önemli oranda arttırır. Kadınlarda leuprorelin kullanımı, 

erken menopoz ve infertilite risklerini azaltabilir (Periti ve ark. 2002). 

Siklofosfamid, adaptif immünoterapide yararlı immünomodülatör etkilere neden 

olur. Bu mekanizmada; Genç T düzenleyici hücrelerin (CD4 + CD25 + T 

hücrelerinin) yok edilmesi, Tip I IFN'ler gibi T hücresi büyüme faktörlerinin 

uyarılması, immünolojik bir niş alanının oluşturulmasıyla, uyarıcı olarak transfer 

edilen tümör reaktif efektör T hücrelerinin güçlendirilerek aşılanması gerçekleşir. Bu 

nedenle, alıcı konakçıların (donör T hücreleri için) ön koşullandırılması, genç 

konaklarda bağışıklığın arttırılması ve uyarıcı T hücresi immünoterapi rejimlerinin 

yanı sıra, aktif aşılama stratejileri ile objektif antitümör bağışıklığının uyarılması için 

kullanılmıştır (Sistigu ve ark. 2011). Yapılan çalışmalar siklofosfamidin, 

kromozomal sapmaları, kardeş kromatid değişimini ve insan hücrelerinde in vitro 

DNA hasarını indüklediğini belirtir. İn vitro çalışmalarda ise kemirgen hücrelerinde 

morfolojik transformasyon, kromozomal sapmalar, kardeş kromatid değişimi, 

mutasyon ve programlanmamış DNA sentezini indüklemiştir. Siklofosfamidin 

farelerde böbrek, karaciğer ve akciğer DNA'sına bağlandığı tespit edildi. 

  

https://en.wikipedia.org/wiki/Preconditioning_(adaptation)
https://en.wikipedia.org/wiki/Vaccination
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İn vivo çalışmalarda ise baskın ölümcül, kromozomal sapmalar, mikronükleus, 

kardeş kromatid değişimi, mutasyonlar ve DNA hasarını indüklemiştir. 

Drosophila’da, bu anaploid, kalıtsal translokasyonları, somatik ve cinsiyete bağlı 

resesif öldürücü mutasyonlar neden olmuştur. Siklofosfamid uygulanan hastalarda, 

artmış kromozomal anormallik insidansı ve periferik lenfositlerde ve kemik iliğinde 

kardeş kromatid değişimi gözlendi (IARC, 1987). 

Siklofosfamidin ana etkisi metabolit fosforamid hardalıdır. Bu metabolit, sadece 

düşük ALDH (Aldehid Dehidrogenaz) seviyesine sahip hücrelerde oluşur. 

Fosforamid hardalı, DNA guanin N-7 pozisyonlarında DNA zincirleri arasında ve 

içinde DNA çapraz bağları oluşturur. Bu durum geri dönüşümsüzdür ve apoptozise 

neden olmaktadır (Hall ve Tilby 1992). 

 

 

Şekil 9. Siklofosfamid kimyasal mekanizması (Beale ve Block 2011). 

  



 

59 

 

Apoptoz, kromatin yoğunlaşması, parçalanması ve hücre parçalanması ile 

karakterize aktif bir hücre ölüm sürecidir (Kerr ve ark. 1972). 

Siklofosfamid hızlı bölünen hücrelerde etkili olduğu için erkeklerde testis ya da 

germ hücrelerine etki ederek kalıcı hasara neden olabilir. CP uygulanan farelerde; 

testiste morfolojik, histolojik farklılıklar gözlenmiştir. Seminifer tübüllerin epitelinde 

dökülmelerin olduğu, epitel kalınlığında azalma, tübül çapı ve büyüklüğünün 

azalması gözlenen morfolojik değişikliklerdendir.  

Doza bağlı olarak Sertoli hücrelerinin zarar görmesi, sperm motilitesi ya da 

spermlerin yapısal özelliklerinde de farklılıklar oluşabilir. Spermatogenik seride 

hücre maturasyonu sırasında arest durumunun gözlenmesi ise germ hücre sayısının 

azalmasına neden olarak hücrelerin apoptoza gittiği gözlenmiştir. 

İmmunohistokimyasal incelemelerde ise GDNF, okludin ve TGF-ẞ3 antikorları 

ile oluşturulan tepkiler incelendiğinde; CP’nin oluşturduğu hasara bağlı olarak; 

GDNF ve Okludin eksprese edilmesinin azaldığı TGF-ẞ3’ün ise artış gösterdiği 

tespit edilmiştir.  

Bu moleküllerin kan testis bariyerinde bulunup hücreler arası bağlantı 

molekülleri olduğu bilinmesine bağlı olarak CP, testisleri fizyolojik olarak da 

etkilemektedir. Bariyer fonksiyonunun ve bütünlüğünün bozulması toksik maddeler 

etkisiyle testis hasarı ve infertiliteye neden olur. qPCR çalışmalarında; doku 

örnekleri ile yapılan çalışmalarda mikroRNA ifadelerinin değişiklik gösterdiği mir 

34-b ve mir34-c’nin sağlıklı dokulara göre ekspresyonunda anlamlı azalmalar olduğu 

gözlenmiştir. 

Kemoterapötik ilaçlara ve radyasyona karşı hassasiyeti yüksek olan hücreler 

farklılaşan spermatogonya hücreleridir.Bu hücrelerin ölümü spermatogenik seride 

hücrelerin sayısında ve olgunlaşmasında azalmaya bağlı olarak azospermi ve 

infertiliteye neden olabilir. 
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4.7. TESTİS HASTALIKLARI 

 

 

4.7.1. Azospermia 

 

Kanser tedavisinde kullanılan kemoterapi ve radyoterapi, erkek hastalarda uzun 

süreli veya kalıcı gonadal toksisiteye neden olabilir. Bu durumda germinal epitel 

hasarı, Leydig hücrelerinde fonksiyon bozuklukları, kan testis bariyerinin 

zedelenmesi, maturasyonda arest durumu ve sperm fonksiyonunun özelliklerinde 

olumsuz etkilenme gözlenebilir. 

Spermlerde motilite kaybı, morfolojik anormallikler, baş ve kuyruğun yapısı, 

sayı değişimi gözlenebilir (Meistrich ve ark. 1992; Gandini ve ark. 2006). Düşük 

dozda alınan kemoterapik ajanların bile farklılaşan spermleri öldürmesi nedeniyle, 

tedaviden sonra da sperm sayısında azalma gözlenebilir. 

Sperm üretiminin geri kazanılması, spermatogonyal kök hücrelerin hayatta 

kalmasına ve farklılaşma yeteneklerine bağlıdır. İndüklenen azosperminin süresi ve 

kalıcılığı sitotoksik ajanın ve dozun yapısıyla ilişkilidir (Meistrich ve ark. 2005). 

Testis hasarının tespiti için mikroRNA'ların ekspresyon analizi, teşhis ve prognostik 

amaçlar için kulanılmaktadır. 

Semen örneklerinin toplanmasının basit ve tekrarlanabilir olması nedeniyle, 

seminal plazmada kolaylıkla test edilebilen biyobelirteçlerin tanımlanması, 

spermatojenik yetmezliğin tanısında önemli bir rol oynar. mikroRNA'lar, erken 

dönem erkek germ hücre proliferasyonu ve fonksiyonel sperm oluşturmak için 

gereklidir (Hayashi ve ark. 2008; Maatouk ve ark. 2008). MikroRNA'ların 

ekspresyon seviyeleri, primordial germ hücrelerinde ve germ hattı kök hücrelerinde 

somatik hücrelerdeki seviyelerle karşılaştırıldığında yüksektir (Buchold ve ark. 2010) 

ve birkaç mikroRNA'nın ekspresyonu gelişim aşamasına bağlı gibi görünmektedir. 
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Yüksek konsantrasyonlarda mikroRNA, sperm RNA'sından daha kolay izole 

edilir ve özellikle azospermi hastalarında, kalıtsal germline mutasyonlarını taramak 

için iyi bir yöntem olabilir. mikroRNA ayrıca spermatojenik yetmezlikte bir 

biyobelirteç olarak da testiküler biyopsi ile ilişkili olası dezavantajların üstesinden 

gelebilir (Meistrich ve ark. 2009). 
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5. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

 

Çalışma için Manisa Celal Bayar Üniversitesi Deney Hayvanları Araştırma ve 

Uygulama Merkezi Laboratuarlarından alınan 18 adet genç erişkin Balb/c erkek 

fareler, Celal Bayar Üniversitesi Tıp Fakültesi hayvan deneyleri yerel etik kurulu 

kararıyla kullanıldı. Fareler 3 gün boyunca adaptasyon için herhangi bir sağlık 

problemi belirtisine karşı bekletildi. Çalışma boyunca hayvanlar stabil koşullar olan 

22 0C sıcaklık, %30-70 nem, aydınlık/karanlık döngüsü 12/12 saat tutuldu. Kuru 

pelletler ve çeşme suyu ile serbest beslenmeleri sağlandı. 

 

5.1. HİSTOLOJİK DEĞERLENDİRME 

 

Sağlıklı fareler rastgele 3 gruba ayrılarak (n:18) deney grubuna 5 gün boyunca 

günde bir kez 100 mg/kg CP intraperitoneal olarak enjekte edildi. Sham grubu 

farelerine ise aynı dozda günde bir kez serum fizyolojik enjekte edildi. Kontrol 

grubuna ait farelere ise hiçbir işlem uygulanmayarak normal koşullarda yaşaması 

sağlandı. Tüm gruplara ait fareler, son enjeksiyondan 24 saat sonra genel anestezi 

altında 10 mg/kg ksilazin ve 75 mg/kg Ketamin ile ötenazileri yapıldıktan sonra 

testis ve kan örnekleri alındı. 
 

5.1.1. Doku Örneklerinin Alınması ve Parafin Doku Takibi 
 

Histokimyasal ve immünohistokimyasal yollarla yapılacak değerlendirmeler için 

alınan testis dokuları bütün halde Bouin solüsyonuna alınarak 48 saat fikse edildi. 

Fiksatif miktarı, dokuların 10 katı olacak şekilde ayarlanarak uygulaması yapıldı. 

Fiksasyon sonrasında, doku örnekleri %70 alkol ile sarı renk kayboluncaya kadar 

yıkandı ve daha sonra derecesi giderek artan etil alkol serileri ile dehidratasyon 

uygulaması yapıldı.  
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İki kez ksilen değişimi ile şeffaflaştırma işlemi yapılıp, parafinle muamele 

edildikten sonra gömüldü (Tablo 1). 

 

Tablo 1. Testis Takip Protokolü 

A.TESPİT  

BOUİN SOLÜSYONU 

  

48 SAAT 

%70 ALKOL ile sarı renk kayboluncaya kadar yıkama 

 

B. DEHİDRATASYON  

%70 ALKOL 

   1 GECE 

%70 ALKOL 1 SAAT 

%70 ALKOL 1 SAAT 

%70 ALKOL 1 SAAT 

%80 ALKOL 1 SAAT 

%100 ABSOLÜ ALKOL 1 SAAT 

%100 ABSOLÜ ALKOL 1 SAAT 

 

C.ŞEFFAFLAŞTIRMA 

ALKOL- KSİLEN(1:1)  2 SAAT 

 

KSİLEN 1 GECE 

KSİLEN 1 SAAT 

 

D.İNFİLTRASYON KSİLEN - PARAFİN(1:1)  1SAAT 

 

PARAFİN 3 SAAT 

PARAFİN 1 GECE 

E.GÖMME PARAFİN 

 

5.1.2. Histokimyasal Boyama 

 

Elde edilen parafin bloklardan Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) aracılığı ile 

5μm kalınlığında alınan kesitler polilizin ile kaplı lamlara aktarılarak Hematoksilen-

Eosin boyaması ile boyandı Kesitler 1 gece 60˚C’lik etüvde bırakılarak 

deparafinizasyon işlemi yapıldı. Daha sonra kimyasal deparafinizasyon 30’ar dakika 

iki değişim ksilene tabi tutularak uygulandı.  
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Ardından rehidratasyon işlemi için derecesi %95’den %60’a azalan alkol 

serilerinden geçirilen kesitler 5 dakika akar su altında yıkandı. Kesitlerin 5 dakika 

Hematoksilen solüsyonu ile boyanmasının ardından, fazla boyanın dokudan 

uzaklaştırılması için 5 dakika akar suda yıkandı. 

Kesitler diferansiyasyon işlemi için asit-alkol solüsyonunda 1-2 saniye tutuldu. 

Daha sonra 2 dakika Eozin solüsyonu ile boyandı. 

Aynı şekilde 5 dakika akar su altında yıkama yapıldıktan sonra sırasıyla %80 ve 

%95’lik alkol serilerinden geçirilip havada kurutulan kesitler şeffaflaştırma amacıyla 

30’ar dakika iki değişim ksilende tutuldu. Entellan kullanılarak lamelle kapatıldı 

(Tablo 2). 

 

Tablo 2. Histokimyasal Boyama Protokolü 

İŞLEM KULLANILAN MADDE SÜRE 

Deparafinizasyon 56 °C Etüvde 1 Gece 

 Ksilen 1 Saat 

Rehidratasyon %96’lık Etil Alkol 2 Dakika 

 %80’lik Etil Alkol 2 Dakika 

 %70’lik Etil Alkol 2 Dakika 

 %60’lık Etil Alkol 2 Dakika 

Yıkama Akar su 5 Dakika 

Boyama Hematoksilen 3 Dakika 

Yıkama Akar su 5 Dakika 

Diferansiyasyon Asit–alkol 1 saniye 

Yıkama Akar su 5 Dakika 

Boyama Eozin 2 Dakika 

Yıkama Akar su 5 Dakika 

Dehidratasyon %80’lik Etil Alkol 1 Dakika 

 %96’lık Etil Alkol 1 Dakika 

Şeffaflaştırma Ksilen 1 Saat 

Kapama Entellan  

 

Işık mikroskobunda (Olympus X-40) incelenerek gruplar arasındaki farklılıklar 

değerlendirildi, fotoğraf çekimi yapıldı. 
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H&E boyaması sonrasında elde edilen kesitler modifiye Johnsen testis biyopsisi 

skorlama yöntemine göre değerlendirildi ve skorlandı.(Tablo 3) 

 

5.1.3. Johnsen Skoru 

 

Kontrol, sham ve siklofosfamid uygulaması yapılan hayvan gruplarından (3 

grup, n:6 her biri) elde edilen testis kesitlerinde Hematoksilen&Eosin ile boyalı 

preperatlar üzerinde her birinden rastgele seçilen 10 alan üzerinden 100 hücre 

üzerinde değerlendirme yaparak skorlama yöntemi ile değerlendirme Johnsen 

Skorlaması’na göre yapıldı. 

 

Tablo 3. Johnsen Skoru 

Skor 10 Tübüllerde tam spermatogenezis ile birlikte çok sayıda 
spermatozoon vardır. Tübül epiteli düzenli bir kalınlıkta organize 

olmuştur ve tübül lümeni açıktır. 
Skor 9 Bir çok spermatozoon vardır ancak, tübüler epitel iyi organize 

olmamıştır ve lümende tıkanıklık vardır. 
Skor 8 Kesitlerde az sayıda spermatozoon (< 5-10) vardır. 

Skor 7 Kesitlerde hiç spermatozoon yoktur ama çok sayıda spermatid 
gözlenir. 

Skor 6 Kesitlerde hiç spermatozoon yoktur ve az sayıda (< 5-10) 

spermatid gözlenir. 

Skor 5 Kesitlerde hiç spermatozoon ve spermatid yoktur ancak çok 
sayıda spermatosit vardır. 

Skor 4 Kesitlerde hiç spermatozoon ve spermatid yoktur ve az sayıda 
spermatosit vardır 

Skor 3 Görülebilen tek germ hücresi spermatogoniumlardır. 
Skor 2 Tübüllerde hiç germ hücresi yoktur, yalnızca Sertoli hücreleri 

görülebilir. 
Skor 1 Tübüllerde hiç hücre görülmez 

  

(Ning Qu ve ark. 2019) 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qu%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30813253
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Bu değerlendirmede; Seminifer tübül yapısı, tübüllerin çapı, lümenin 

değerlendirilmesi (lümendeki hücre çeşidi ve sayıları) , germinal epitelin yüksekliği, 

spermatogenik hücrelerin oluşum düzeni, hücre çeşitleri ve sayılarına göre yapılan bu 

değerlendirmede her bir kesitte 10 tübül değerlendirilerek yapılan işlemde 1’den 10’a 

kadar sayısal değer verilerek skorlanmıştır. Işık mikroskobunda (Olympus X-40) 

incelenerek gruplar arasındaki farklılıklar değerlendirildi, fotoğraf çekimi yapıldı 

(Resim 1-2-3). 

 

5.1.4. İndirekt İmmünohistokimya Boyaması 
 

Alınan kesitlere immunohistokimyasal boyama uygulaması Avidin-Biyotin 

Peroksidaz Yöntemi uygulandı. Uygulama için bir gece 60 0C ’lik etüvde tutulduktan 

sonra, 30’ar dakika iki sefer değişim yapılarak ksilen ile deparafinizasyon işlemi 

gerçekleştirildi ve %95’ten %60’a doğru azalan derecede alkol serileri ile 

rehidratasyon yapılarak distile suda 5 dakika bekletildi. Tripsin(TSS155, ScyTek- 

%0,5’lik) solüsyonu içinde 37 0C etüvde 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen 

peroksidazını inhibe etmek amacıyla 5 dk %3’lük H2O2 (1.08597.2500, Merck)   

uygulandı. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon solüsyonu (PBS- 00-3002, Invitrogen) 

ile yıkanan kesitler bloklama amacıyla 1 saat bloklama solusyonu ile muamele edildi. 

Bloklama solusyonu dokudan uzaklaştırıldıktan sonra primer antikorlar Okludin (bs-

1495R, Bioussa) , GDNF (bs-1024R, Bioussa), TGFẞ-3(bs-4538R, Bioussa) ile bir 

gece inkübe edildi. Ertesi gün tampon solüsyonu ile 3 defa yıkanan kesitler, anti-

mouse biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru ile 30’ar dakika 

boyandı. Yine üç defa 5’er dakika tampon solusyonu ile yıkanan kesitler, oluşturulan 

immunohistokimyasal reaksiyonun görünürlüğünü saptamak amacıyla 

DAB(ACK125, SkyTek) ile 5 dk boyandı. Mayers Hematoksilen HMM999, ScyTek) 

ile boyaması sağlandıktan sonra distile su ile 10 dk yıkanan kesitler 

entellan(107961.0500, Merck) ile kapatıldı (Tablo 4). 
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H-skor ölçümü, gruplardaki hayvanlardan alınan doku kesitlerinden elde edilen 

preperatlar üzerinde rastgele seçilen 10 alanda sayılan 100 hücre üzerinde 

değerlendirme yapıldı. Boyanmanın şiddetine göre olarak 0-boyanma yok, 1-az 

boyanma, 2- orta boyanma, 3-çok boyanma olarak skorlandı.Bu sonuçlar istatistiksel 

olarak değerlendirildi ve tablo10’da gösterildi. 
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Tablo 4. İmmunohistokimya boyama protokolü 

İŞLEM KULLANILAN MADDE SÜRE 

Deparafinizasyon  60°C Etüvde 1 Gece 

 Ksilen 1 Saat 

 Ksilen 1 Saat 

Rehidratasyon %96’lık Etil Alkol 2 Dakika 

 %80’lik Etil Alkol 2 Dakika 

 %70’lik Etil Alkol 2 Dakika 

 %60’lık Etil Alkol 2 Dakika 

Yıkama Distile su 10 Dakika 

 Fosfat Tampon Solüsyonu 

(PBS) 

3x5 Dakika 

Permeabilizasyon %0,5’lik Tripsin Solüsyonu 37°C de 10 dakika 

Yıkama Fosfat Tampon Solüsyonu 

(PBS) 

3x5 Dakika 

Endojen Peroksidaz 

İnhibasyonu 

%3’lük Hidrojen Peroksit 

(H2O2) 

5 Dakika 

Yıkama Fosfat Tampon Solüsyonu 

(PBS) 

3x5 Dakika 

 Bloklama Solüsyonu 1 saat  

İnkübasyon Primer Antikor   18 saat  +4°C’de 

Yıkama Fosfat Tampon Solüsyonu 

(PBS) 

3x5 Dakika 

 Sekonder Antikor 

(Biotinle işaretlenmiş 

hidrojen peroksidaz) 

30 Dakika 

Yıkama Fosfat Tampon Solüsyonu 

(PBS) 

3x5 Dakika 

 Streptavidin 30 Dakika 

İmmünoreaktivite Diaminobenzidine (DAB) 5 Dakika 

Artalan Boyama Mayer’s hematoksilen  

Dehidratasyon %80’lik Etil Alkol 1 Dakika 

 %96’lık Etil Alkol 1 Dakika 

Şeffaflaştırma Ksilen 1 Saat 

Kapama Entellan  
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5.1.4. Tunel Analizi 

 

Apoptotik hücre ölümünün belirlenmesinde Terminal Transferase dUTP Nick 

End Labeling (TUNEL-Millipore LOT: 2869035) boyama yöntemi kullanıldı. Alınan 

5 µm’lik seri kesitler, deparafinizasyon için 1 gece 60°C etüvde bekletildikten sonra 

iki kez ksilen ile muamele edildi. Rehidratasyon için, azalan etil alkol serilerinden 

(%96-80-70-60) geçirildi. Ardından distile su ile 10 dakika yıkandı.  

Fosfat tampon solüsyonu (PBS- 00-3002, Invitrogen) ile üç defa 5’er dakika 

yıkandıktan sonra 1/500 oranında PBS ile dilüe edilen 20µg/ml Proteinaz-K 37°C’de 

15 dakika uygulandı. PBS ile 5’er dakika üç kez yıkamayı takiben 5 dakika %3’lük 

hidrojen peroksit(1.08597.2500, Merck) uygulamasından sonra yeniden 5’er dakika 3 

kez PBS ile oda ısısında yıkandı. Örnekler 5 dakika Equilibration buffer ile oda 

ısısında tutulduktan sonra TdT-enzimi ile nemli atmosferik ortamda 37°C’de 60 

dakika plastik lameller kesitleri kapatacak şekilde bekletildi. Sürenin ardından Stop 

Wash Buffer ile 10 dakika bekletildikten sonra Antidioksigenin Peroksidaz 

Konjugatı ile 30 dakika muamele edilen örnekler 5’er dakika üç kez PBS ile yıkandı. 

Ardından DAB (Diaminobenzidin ACK125, SkyTek) ile boyama yapılarak, birkaç 

kez distile su ile yıkandı. Artalan boyaması Mayer’s Hematoksilen (HMM999, 

ScyTek) ile yapıldı (Tablo 5). 

Gruplardaki hayvanların testis dokularından alınan kesitlerden oluşturulan 

preperatlar üzerinde rastgele seçilen 10 alanda 100 hücre üzerinde değerlendirme 

yaparak TUNEL pozitif hücreler saptandı ve sonuçlar istatiksel olarak 

değerlendirildi. 
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Tablo 5. Tunel Protokolü 

İŞLEM KULLANILAN 

MADDE 

SÜRE 

Deparafinizasyon  60°C Etüvde 1 Gece 

 Ksilen 1 Saat 

 Ksilen 1 Saat 

Rehidratasyon %96’lık Etil Alkol 2 Dakika 

 %80’lık Etil Alkol 2 Dakika 

 %70’lik Etil Alkol 2 Dakika 

 %60’lık Etil Alkol 2 Dakika 

Yıkama Distile su 10 Dakika 

 Fosfat Tampon 

Solüsyonu (PBS) 
3x5 Dakika 

Permeabilizasyon Proteinaz-K 37°C’de 15 dakika 

Yıkama Fosfat Tampon 

Solüsyonu (PBS) 

3x5 Dakika 

Endojen Peroksidaz 

İnhibasyonu 

%3’lük Hidrojen 

Peroksit (H2O2) 

5 Dakika 

Yıkama Fosfat Tampon 

Solüsyonu (PBS) 

3x5 Dakika 

 Equilibration buffer 5 Dakika 

İnkübasyon TdT-enzimi 60 dakika 37°C’de 

Yıkama Stop Wash Buffer 10 Dakika 

 Antidioksigenin 

Peroksidaz Konjugatı 
30 Dakika 

Yıkama Fosfat Tampon 

Solüsyonu (PBS) 
3x5 Dakika 

 Streptavidin 30 Dakika 

İmmünoreaktivite Diaminobenzidine 

(DAB) 

5 Dakika 

Artalan Boyama Mayer’s hematoksilen  

Dehidratasyon %80’lik  Etil Alkol 1 Dakika 
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 %96’lık  Etil Alkol 1 Dakika 

Şeffaflaştırma Ksilen 1 Saat 

Kapama Entellan  
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5.2. PCR ÇALIŞMASI 

 

 

3.2.1. Testis Doku Örneklerinin Toplanması 
 

Çalışmada 18 adet erişkin Balb/c erkek fareler kullanıldı. Rastgele 3 gruba 

ayrılan (n=18) farelerden ilk grup kontrol grubu olarak belirlendi ve herhangi bir 

işlem uygulanmadı. Deney grubu farelerine 5 gün boyunca günde 1 kez olmak üzere 

100 mg/kg CP intraperitoneal olarak enjekte edildi. Sham grubu farelerine ise aynı 

dozda günde bir kez serum fizyolojik enjekte edildi. 

5.gün sonunda genel anestezi altında 10 mg/kg ksilazin ve 75 mg/kg Ketamin ile 

ötenazileri yapıldıktan sonra sakrifiye edildi.Hayvanlardan alınan sağ testisler doku 

incelemeleri için, sol testisler ise PCR çalışması için kullanıldı. Testis doku örnekleri 

1,5 ml’lik eppendorf tüplerin içine alındı. Üzerine 1 ml. steril Ca ve Mg içermeyen 

PBS eklendi. 2000 rpm’de 5 dakika santrifüj işlemi yapılarak yıkama işlemi 

gerçekleştirildi. Bu işlem 2 defa tekrar edildi. Tüplerin üst kısmında oluşan 

süpernatant kısmı atıldıktan sonra doku örnekleri RNA izolasyonu yapılıncaya kadar 

-80 0C’de saklandı. 
 

5.2.2. Kan Örneklerinin Toplanması 
 

Çalışmada kullanılacak hayvanları ksilazin ve ketamin ile ötenazileri yapıldıktan 

sonra 800 µl-1 ml arasında kan, 1ml’lik enjektör ile kalbe girilerek K2EDTA’lı tüp 

içine alındı. Tüpler önce 2000 rpm.de 5 dakika santrifüj işlemine tutuldu.Tüpün üst 

kısmındaki plazma mikropipet ile alınarak steril 1,5 ml’lik eppendorf tüplerin içine 

alındı. Bu tüpler 3000 x g.de 7 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant kısmı 

alındı. Süpernatant yeni bir eppendorf tüpe alındıktan sonra RNA izolasyonu 

yapılıncaya kadar -80 0C’de saklandı. 
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5.2.3. Testis Doku Örneklerinin mikroRNA İzolasyonu 

 

Bu çalışmada önceden elde ettiğimiz doku örnekleri -800C’den alarak buz 

üzerine yerleştirildi ve mikroRNA İzolasyonu Invitrogen mirVana mikroRNA 

izolasyon kiti (Kat no-AM1560) kullanılarak gerçekleştirildi. 

a) HOMOJENİZASYON:  
Buz üzerindeki 25-30 mg doku üzerine 500 µl Lysis/Binding solüsyonu eklendi 

ve doku steril bistüri ile mekanik olarak parçalandı. 

b) ORGANİK EKSTRAKSİYON:  
Hücre veya doku lizatına (veya homojenat) 1/10 hacimde mikroRNA Homojenat 

Additive solüsyonu eklenerek tüpün birkaç kez vortekslenmesi sonucunda karıştırma 

işlemi gerçekleştirildi (500 µl-50 µl olacak şekilde hazırlandı). Karışım buz üzerinde 

10 dakika bekletildi. mikroRNA Homojenat Additive solüsyonu eklenmeden önce 

Lizat hacmine eşit miktarda kloroform eklendi ve tüp karıştırma işlemi için 30-60 

saniye vortekslendi. 

Oda ısısında 10000 x rpm’de 5dk santrifüj edilerek organik ve aköz (sıvı) fazın 

birbirinden ayrılması sağlandı. 1.5 ml’lik eppendorf tüpündeki üstteki aköz faz 

mikropipet ile dikkatlice toplanarak steril yeni bir eppendorf tüpüne aktarıldı. 

c) KÜÇÜK RNA ZENGİNLEŞTİRME PROSEDÜRÜ:  
Tüpteki aköz fazın üzerine 1/3 oranında %100 etanol eklendi ve vorteks ile iyice 

karışması sağlandı. 

Toplama tüpünün içerisine yerleştirilen filtreli kartuşun üzerine 700 uL 

lizat/etanol karışımı eklendi ve 10000 x rpm’de 15 sn santrifüj edildi. Tüm filtrat 

steril yeni bir eppendorf tüpüne aktarıldı ve belirlenen miktarın 2/3 hacmi kadar 

%100 etanol eklendi (600 uL üzerine 200 uL etanol). 
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d) YIKAMA VE ELÜSYON: 
Filtre Kartuşuna 700 µl mikroRNA Yıkama Solüsyonu 1 (etanol ile karıştırılmış 

çalışma solüsyonu) uygulandı ve 10.000 x rpm’de ~ 5–10 saniye santrifüjlendi. 

Yıkama Solüsyonu (500 µl) 2/3 (etanol ile karıştırılmış çalışma solüsyonu) 

uygulandı ve önceki adımdaki gibi Filtre Kartuşundan geçirildi (Bu işlem 2 kez 

tekrarlandı). 

Süzüntüyü son yıkamadan attıktan sonra, aynı toplama tüpündeki filtre kartuşu 

değiştirildi ve artık sıvıyı filtreden çıkarmak için 10.000 x rpm’de 1 dakika santrifüj 

yapıldı. 

Filtre Kartuşunu 1,5 ml.’lik steril eppendorf tüpünün üstüne yerleştirerek üzerine 

50 μL önceden ısıtılmış (95 °C) Elüsyon Solüsyonu veya nükleaz içermeyen su 

eklendi ve 12.000 x rpm’de ~ 20-30 saniye santrifüj yapıldı. Böylelikle tüpün 

altındaki mikroRNA’lar toplandı ve -80 0C’ye kaldırıldı. 

 

5.2.4. Kan Plazmasından mikroRNA İzolasyonu 

 

Bu çalışmada hazırlanan plazma örneklerinin mikroRNA izolasyonu Qıagen 

(Kat no-74106) kullanılarak gerçekleştirildi. Kontrol grubu ve CP grubuna ait serum 

örnekleri 15 μl’lik hacimde hazırlandı. İlk olarak 2μl’lik cDNA'lardan elde edilen 

mir16-5p, miR34-b-3p ve mir34-c-5p örnekleri çalışıldı, anlamlı ekspresyon 

gözlenmedi. mikroRNA miktarı yetersiz olabileceği düşünüldü ve miR34-b’den 5μl 

cDNA alınarak çalışma tekrarlandı.  
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Bu çalışmanın aşamaları aşağıdaki gibi sıralanmaktadır. 

 Serum ve plazma örnekleri hazırlandı. 

 Mikrosantrifüj tüpüne (2ml lik) 200 mikrolitre serum veya plazma transfer 

edildi. 

 Buffer(tampon) RPL(60 mikrolitre) ekleyerek tüpün kapakları kapatıldı ve 5 

dakikadan uzun süre vortexlendi. Oda sıcaklığında 3 dakika bekletildi. 

 RPP Buffer(20 mikrolitre) eklendi, 20 saniyeden daha uzun bir süre 

vortekslendi ve 3dakika boyunca oda sıcaklığında inkübe edildi. 

 Çökelti oluşturmak için oda sıcaklığında 12.000 × rpm de 3 dakika santrifüj 

yapıldı. 

 Süpernatant (200 mililitre Plasma\Serum için 230 mikrolitre) yeni 

mikrosantrifüj tüpüne transfer edildi ve 1 birim isopropanol eklenerek vortekslendi. 

 Tüm örnek Rneasy UCP Min Elute columna eklendi, 15sn 8000 x rpm’ de 

santrifüjlenerek ve akıtılan kısım çöpe atıldı. 

 Rneasy MinElute spin kolonuna 700 mikrolitre Buffer RWT pipetle çekildi 

ve 15 sn 8000 x rpm’ de santrifüjlendi ve akıtılan kısım çöpe atıldı.  

 Rneasy MinElute spin kolonuna 500 mikrolitre Buffer RPE pipetle çekildi ve 

15sn 8000 x rpm’de santrifüjlendi ve akıtılan kısım çöpe atıldı.  

 Rneasy MinElute spin kolonuna 500 mikrolitre %80 ethanol eklendi ve ≥ 

8000 × rpm’de 2 dakika boyunca spin kolonu membranını yıkamak için 

santrifüjlendi ve akıtılan kısım çöpe atıldı. 

 Rneasy UCP MinElute spin kolonunu 2 mikrolitrelik yeni toplama tüpüne 

alındı ve 5 dakika membranı kurutmak için santrifüjlendi ve akıtılan kısım, toplama 

tüpü atıldı. 

 Rneasy UCP MinElute spin kolonunu 1.5 mikrolitrelik yeni toplama tüpüne 

alınarak 20 mikrolitre Rnase-free water direk olarak spin kolonu membranına 

eklendi. 

 

 1 dakika boyunca inkübe edildi.Kapağın kapatılmasıyla birlikte 1 dakika 

boyunca tam hızda santrifüjleme yapılarak RNA uzaklaştırıldı. 
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5.2.5. cDNA Sentezi 

 

cDNA sentezi TaqmanTM  microRNA Ters Transkripsiyon Kiti (Katalog No: 

4366596) kullanılarak yapıldı.  

Testislerden alınan her bir örnek ve mikroRNA için 15 μl master mix reaksiyon 

hacmi belirlendi. 0.15 μl 100 mm dNTPs, 50U / μl 1 μl MultiScribeTM Reverse 

Transcriptase, 1.5 μl 10X Reverse Transcriptase Buffer, RNase inhibitor 20U / μl 

0.19 μl, 4.35 μl Nuclease-free water, 3 μl 5X RT primer ve 5 μl RNA’dan oluşan 

karışım hazırlandı.  

Reverse Transkripsiyon işlemi aşağıdaki tabloda belirtilen zaman ve sıcaklıklara 

uygun olarak yapıldı (Tablo 6). Elde edilen cDNA'lar çalışma yapılıncaya kadar 

 -80 0C’ye kaldırıldı. 

 

Tablo 6. Ters transkripsiyon işlem gerçekleşme koşulları 

AŞAMA 1 2 3 4 

SICAKLIK 16oC 42 oC 85 oC 4 oC 

ZAMAN 30 dk. 30 dk. 5 dk. ∞ 
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Bu çalışmada kullanılan mikroRNA’ların; kromozom lokasyonları ve 

mikroRNA’ların sıraları tabloda gösterilmiştir (Tablo7). 

 

Tablo 7. mikroRNA’ların assay tablosu 

mikroRNA Assay 

Adı 
NCBI Locatıon 
chromozom 

microRNA sequence 

mikroRNA 

16-5p 

000391 Chr.13:50048973 

- 50049061 [-] 

5’-UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG-3’ 

mikroRNA 

192-5p 

000491 Chr.11: 64891137 

- 64891246 [-] 

5’-CUGACCUAUGAAUUGACAGCC-3’ 

mikroRNA34-

b-3p 

002618 Chr.9: 51103562 - 

51103645 [-] 

5’-AAUCACUAACUCCACUGCCAUC-3’ 

mikroRNA 

34-c-5p 

000428 Chr.11:111513439 

- 111513515 [+] 

5’-AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC-3’ 

 

5.2.6. Kantitatif Real-Time PCR ile Hedeflenen mikroRNA İfadelerinin 
Belirlenmesi 

 

qPCR reaksiyonları; 

1 μl TaqMan® Small RNA Assay (20X), 10 μl TaqMan® Universal PCR 

Master Mix II (Kat no: 4440042) (2X), 2 μl cDNA ve 7 μl d H2O’dan oluşan toplam 

20 μl hacim içinde yapıldı. Karışım 96 gözlü platelerde 40 döngü olacak şekilde 

gerçekleştirildi. qPCR işlemi her numune için üç tekrarlı olarak çalışıldı. Her 

numune için negatif bir kontrol (dH2O) eklendi. Endojen kontrol mikroRNA’sı 

olarak; testis doku örnekleri için miR 192, serum için ise mikroRNA 16 örneklerdeki 

sabit ifadeleri nedeniyle mikroRNA ekspresyonlarının normalizasyonu için 

kullanıldı. Serumdaki mikroRNA'ların relative ifadeleri endojen mikroRNA’lara 

göre 2-∆∆Ct yöntemi ile tespit edildi (Tablo 8). 
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Tablo 8. qPCR çalışma koşulları 
 

AŞAMA 

 

 

1.DENATÜRASYON 

 

2.DENATÜRASYON 

 

DENATÜRASYON 

PRİMER 
BAĞLAMA/ 

ZİNCİR 
UZAMA 

SICAKLIK 50 oC 95 oC 95 oC 60 oC 

ZAMAN 2 dk. 10 dk. 15 sn 1 dk. 

 

 

 

40 DÖNGÜ 

 

5.3. İSTATİSTİK 

 

Kontrol, sham ve siklofosfamid gruplarına ait hayvanlardan (3 grup, n:6) elde 

edilen testis kesitlerinde; Siklofosfamid etkisiyle oluşan testis hasarı testiste bulunan 

hücrelerin sayısı, seminifer tübüllerin yapısı, kan testis bariyeri primer antikorlar 

kullanılarak indirek immünohistokimyasal yöntemle değerlendirildi. Gruplardan elde 

edilen sonuçlar da antikorlarla boyanma derecesine göre H-skor ile değerlendirildi. 

Elde edilen değerler istatistiksel olarak Mann-Whitney U ve Cruscal Wallis testi 

yapılarak karşılaştırıldı, gruplardan elde edilen ortalama değerler, standart sapmalar 

ve istatistiksel sonuçlar tablo şeklinde gösterildi (Tablo 10). 

Kontrol, sham ve siklofosfamid uygulaması yapılan hayvan gruplarından (3 

grup, n:6 herbiri) elde edilen testis kesitlerinde Hematoksilen&Eosin ile boyalı 

preperatların değerlendirilmesi Johnsen skorlamasına göre yapıldı. Johnsen 

skorlaması sonucunda elde edilen veriler, SPSS programı kullanılarak Mann-

Whitney U ve Cruscal Wallis istatistiksel testleri kullanılıp karşılaştırmalı olarak 

değerlendirildi. İstatistiksel olarak elde edilen p değerinin gruplar arası yapılan 

karşılaştırması Tablo 9’da belirtilmiştir. P değeri <0,05 olan değerler için anlamlı 

farklılık olarak kabul edildi. 
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Çalışmamızda kontrol, sham ve siklofosfamid grubu farelerin testislerinden 

alınan kesitlerde Tunel uygulaması yapıldığında, hücre sayımı yapılarak elde edilen 

veriler Cruskal Wallis ve Mann Whitney U yöntemleriyle istatistik yapıldı. Standart 

sapma ölçümleri bulunarak p değeri <0,05 olan değerler için anlamlı fark gözlendi 

(Tablo 11). 

Doku ve serum örnekleri ile yapılan qPCR çalışmasının sonuçlarının istatistiksel 

analizi için GraphPad Prism 7.0 programı kullanıldı. Öncelikle normallik testi 

yapılarak grupların değer dağılımlarının normal olup olmadığı belirlendi. Bunun için 

Shapiro-Wilk testi uygulandı.  

Değerler normal dağılım sergilediğinden istatistiksel analizlerde parametrik bir 

test olan One way ANOVA testi ile grupların ortalama değerleri ve standart 

sapmaları belirlenerek gruplar arasında anlamlı farklılığın olduğu tespit edildi. 

P<0,05 değerleri istatistiksel olarak anlamlı kabul edildi (Şekil 11-12) Serum 

örnekleri ile yapılan qPCR çalışmasının sonucunda anlamlı farklılık gözlenmedi. 
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6. BULGULAR 

 

 

6.1. HİSTOKİMYASAL BULGULAR 

 

Kontrol grubu incelemelerinde; testisin en dışında bulunan sıkı bağ dokusu 

yapısındaki tunika albuginea’nın kapsülden testise doğru uzanan testis lobüllerinin 

septalarla ayrılmış olduğu gözlendi. Lobüllerin içinde bulunan seminifer tübüller ve 

tübüller arasına yerleşmiş olan kan ve lenf damarları içeren gevşek bağ dokusu 

yapısındaki interstisiyel alanlar izlendi. 

Seminifer tübüllerde spermatogenez aşamasının farklı aşamalarında bulunan 

hücreler gözlendi. Tübül duvarında bazal membran üzerinde koyu ve açık yuvarlak 

çekirdekli spermatogonyumların varlığı tespit edildi. Tübülün en büyük hücresi olan 

primer spermatositlerin kromatini yayılmış şekilde spermatogoniumların üzerinde 

yer aldığı gözlendi. Lümene yakın konumda yerleşmiş küçük spermatitler izlendi. 

Tübüllerin çevresindeki myoid hücrelerin yassı ve uzun yapıdaki nükleusları 

bulunmaktaydı.  

Tübüllerin merkezinde ise olgunlaşmış spermler izlendi. Spermatogenik hücreler 

arasında bazal membrandan lümene doğru uzanan Sertoli hücreleri gözlendi. 

İnterstisiyel alanda bulunan Leydig hücreleri’nin düzensiz poligonal biçimli olduğu, 

sitoplazmalarının asidofilik olduğu gözlendi. Bu hücrelerin büyük ve eksantrik 

nükleusu ve 1-2 nükleolus içerdiği izlendi (Resim 1:A-B). 
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Resim 1. Hematoksilen Eosin ile boyanmış kontrol grubuna ait fare testis dokuları  

A. Testis doku örneklerinde çok sayıda seminiferöz tübüller (ST) görülmektedir 

(200X). B. Seminiferöz tübüllerin (ST), Sertoli hücreleri (mavi ok), 

spermatogonumlar (siyah ince ok), primer spermatositler (siyah kalın ok), sekonder 

spermatosit (sarı ok) ve spermatitler (kırmızı ok), interstisiyel alanlarda ise Leydig 

hücreleri (Lh) görülmektedir (400X). Johnsen Skoru: 1.tübülde 8, 2.tübülde 9, 

3.tübülde 9 olarak tespit edildi. 
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Sham grubu incelemelerinde; testisin histolojik yapısı incelendiğinde bağ 

dokusu içeren tabakalar, seminifer tübüller ve interstisiyel alanın da histolojik 

yapıları normal olarak izlendi. Seminifer tübüllerde Sertoli hücreleri, 

spermatogonyum ve spermatositler, tübül merkezinde spermlerin varlığı gözlendi. 

Hücrelerin sayıları, büyüklükleri ve nükleus sayıları normal olarak izlendi (Resim 2: 

A-B). 

 

Resim 2. Hematoksilen Eozin ile boyanmış sham grubuna ait fare testis dokuları  

A. Testis doku örneklerinde çok sayıda seminiferöz tübüller (ST) görülmektedir 

(200X). B. Seminiferöz tübüllerin (ST), Sertoli hücreleri (mavi ok), 

spermatogonumlar (siyah ince ok), primer spermatositler (siyah kalın ok), sekonder 

spermatosit (sarı ok) ve spermatitler (kırmızı ok), interstisiyel alanlarda ise Leydig 

hücreleri (Lh) görülmektedir (400X). Johnsen Skoru: 1.tübülde 9, 2.tübülde 8, 

3.tübülde 9 olarak tespit edildi. 
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Deney (CP) grubunun Hematoksilen Eozin ile boyanmış preparatlarının 

incelenmesinde; seminifer tübüllerde çap, büyüklük ve sayıda azalma, 

düzensizleşme, seminifer epitel tabakalarında azalma, tübüllerde atrofi 

gözlenmektedir. Sertoli hücrelerinde nekroz, dejenerasyon, deskuamasyon (epitelde 

dökülme), interstisyel alanda ödem gözlenmektedir (Resim 3: A-B). 

 

Resim 3. Hematoksilen Eozin ile boyanmış deney grubuna ait fare testis dokuları 

A. Testis doku örneklerinde seminiferöz tübüller (ST) görülmektedir (200X). B. 

Seminiferöz tübüllerin (ST), Sertoli hücreleri (mavi ok), spermatogonumlar (siyah 

ince ok), primer spermatositler (siyah kalın ok), sekonder spermatosit (sarı ok) ve 

spermatitler (kırmızı ok), interstisiyel alanlarda ise Leydig hücreleri (Lh) 

görülmektedir (400X). Johnsen Skoru: 1.tübülde 7, 2.tübülde 6 olarak tespit edildi. 

 

6.1.1. Johnsen Skoru 

 

Kontrol ve sham grubundan elde edilen testis örnekleri ile yapılan skorlamanın 

(10,00 ± 0,8- 9,00±0,7) anlamlı olmadığı, kontrol ve siklofosfamid grubunun 

sonuçlarının  ise (10,00 ± 0,8- 7,50 ± 0,8) anlamlı olduğu sonucuna ulaşıldı. 
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Grupların ortalamaları ile standart sapma değerleri Tablo 9’da gösterilmiştir. 

 

Tablo 9. Johnsen Skoru istatistik tablosu 

GRUP  KONTROL SHAM SİKLOFOSFAMİD 

JOHNSEN 

SCORU(ORT ± STD) 

10,00 ± 0,8 9,00 ± 0,7 7,50 ± 0,8 *** 

(p<0.001***) 

 

 

6.2. İMMÜNOHİSTOKİMYASAL BULGULAR 

 

 

6.2.1. GDNF İmmünoreaktivitesi 

 

Kontrol ve sham grubundan elde edilen testis örnekleri ile GDNF primer 

antikoru kullanılarak yapılan değerlendirmede Seminifer tübüllerin epitelinde 

bulunan spermatogenik hücreler, Sertoli hücreleri ve Leydig hücrelerinde orta 

şiddette boyanma gözlenmiştir. GDNF immunoreaktivitesinde, Siklofosfamid 

grubunda (170,00 ± 14,8) Kontrol ve Sham grubuna (221,00 ± 8,5- 220,50 ± 7,7) 

göre anlamlı düzeyde azalma tespit edildi (Resim 4). 

  



 

85 

 

 

 

Resim 4. GDNF İmmunoreaktivitesi 

GDNF immunoreaktivitesi; kontrol grubunda(A, B) ve sham grubunda (C,D) fazla 

olduğu deney grubunda (E, F) ise azalmış olduğu gözlenmektedir.(Ölçek .A, C, E 

200X, B, D, F 400X) 
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6.2.2. Okludin İmmünoreaktivitesi 
 

Kontrol ve sham grubundan elde edilen testis örnekleri ile okludin primer 

antikoru kullanılarak yapılan değerlendirmede Sertoli hücreleri sitoplazmasında sıkı 

bağlantı komplekslerinde orta şiddette boyanma gözlenmiştir. Okludin 

imunoreaktivitesinde Kontrol ve sham grubunda bulunan farelerde (223,00 ± 20,5- 

212,00 ± 15,9) edildiği ancak siklofosfamid uygulanmış farelerde (187,50 ± 23,26) 

kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde azaldığı tespit edildi (Resim 5). 
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Resim 5. Okludin İmmunoreaktivitesi 

Okludin immunoreaktivitesi; kontrol grubunda(A,B) ve sham grubunda (C,D) fazla 

deney grubunda (E, F) ise az olduğu gözlenmektedir.(Ölçek: A, C, E 200X, B, D, F 

400X) 
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6.2.3. TGF-β3 İmmünoreaktivitesi 

 

Kontrol ve sham grubundan elde edilen testis örnekleri ile TGF-β3 primer 

antikoru kullanılarak yapılan değerlendirmede özellikle bazal bölgelerde ve 

spermatidlerde TGF-β3’ün orta düzeyde immunoreaktivite edildiği gözlenmektedir. 

Tgf-β3 immunoreaktivite, siklofosfamid grubunda (210,50 ± 27,6) Kontrol ve sham 

grubuna (163.00 ± 13,8- 168.00 ± 10.1) göre anlamlı düzeyde artma tespit edildi 

(Resim 6). 

 

Resim 6. TGF-β3 İmmunoreaktivitesi 
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TGF-β3 immunoreaktivitesinin; kontrol grubunda(A,B) ve sham grubunda (C,D) az 

deney grubunda (E, F) ise fazla olduğu gözlenmektedir. (Ölçek: A, C, E 200X, B, D, 

F 400X) 

Kontrol, sham ve siklofosfamid gruplarından elde edilen sonuçlarda antikorlarla 

boyanma derecesine göre değerlendirme yapılarak; immunohistokimyasal boyama 

sonuçları H-skor ile incelendi.Elde edilen değerler istatistiksel olarak Tablo 10’da 

gösterildi. 

 

Tablo 10. H-skor istatistik değerlendirme tablosu 

GRUP / ANTİKOR GDNF OKLUDİN TGF-β3 

KONTROL 221,00 ± 8,5 223,00 ± 20,5 163,00 ± 13,8 

SHAM 220,50 ± 7,7 212,00 ± 15,9 168,00 ± 10,1 

SİKLOFOSFAMİD 170,00 ± 14,8*** 187,50 ± 23,2*** 210,00 ± 27,6*** 

 

İstatistiksel olarak değerlerin karşılaştırılmasında anlamlı farklılık belirlenmiştir 

(p<0.001***). 

 

6.3. TUNEL BULGULARI 

 

Çalışmada kontrol, sham ve siklofosfamid grubu farelerin testislerinden alınan 

kesitlerde Tunel uygulaması yapıldığında; siklofosfamidin mitoza giren hücrelerde 

DNA sentezini azaltmasına bağlı olarak oluşan hasara bağlı Tunel pozitif hücre 

sayısında özellikle Siklofosfamid grubunda anlamlı olarak yüksek olması testise ait 

seminifer tubulus epitelinde bulunan hücrelerde apoptozun arttığına işaret 

etmektedir. Gruplara ait farklılıklar ışık mikroskobunda (Olympus X-40) incelenerek 

farklılıklar değerlendirildi Resim 7-8-9’da gösterildi. 
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Resim 7. Kontrol grubu Tunel pozitif hücreler 

Bu grupta az sayıda Tunel pozitif hücreler (kahverengi) okla gösterilmiştir. 

(200X, 400X) 

 

 

Resim 8. Sham grubu Tunel pozitif hücreler 

Bu grupta az sayıda Tunel pozitif hücreler (kahverengi) okla gösterilmiştir. 

(200X, 400X) 
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Resim 9. Siklofosfamid grubu Tunel pozitif hücreler 

Bu grupta diğer gruplara göre daha fazla sayıda Tunel pozitif hücreler (kahverengi) 

okla gösterilmiştir.(200X, 400X) 

Kontrol, sham ve siklofosfamid gruplarında farklı hayvan örneklerinden seçilen 

rastgele alanlarda hücre sayımı yapılarak elde edilen verilerle istatistiksel analiz 

yapıldı ve standart sapma ölçümleri, p değeri incelendiğinde anlamlı fark gözlendi ve 

Tablo 11’de gösterildi. 

 

Tablo 11.Tunel sonucu istatistik değerlendirmesi. 

GRUP KONTROL SHAM SİKLOFOSFAMİD 

TUNEL 40,00 ±8,7 

** 

43,50 ± 8,1 * 65,00 ± 9,6 

** 

Kruskal Wallis P* <0.001  **Mann Whitney U (1=2)<3 
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6.4. PCR BULGULARI 

 

6.4.1. Doku İncelemesi 

 

Tüm doku örneklerinde; miR-192 sabit ifadesinden dolayı endojen kontrol 

mikroRNA olarak seçildi. mir-34b ifadesi kontrol grubu ile karşılaştırıldığında; sham 

grubunda (1,049  0,013) kat azalmış iken deney grubunda (1,951  0,15) kat 

azalmıştır ve sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı olduğu (p<0,05) Şekil 13’de 

gösterildi. mir-34c ifadesi kontrol grubu ile karşılaştırıldığında; sham grubunda 

(1,044  0,012) kat azalmış iken deney grubunda (1,732  0,04) kat azalmıştır ve 

sonuçlar istatistiksel olarak anlamlı olduğu (p<0,05). Şekil 14’de gösterildi. Doku 

incelemelerinde tüm mikroRNA’ların amplifikasyon eğrileri kontrol grubunda Şekil 

10’da, sham grubunda Şekil 11’de, deney grubunda Şekil 12’de gösterildi. 

 

 

Şekil 10. Kontrol grubu doku mikroRNA'ların amplifikasyon grafiği 

CT değerleri ;miR192-5p: 27,76 , mir-34b-3p: 21,8 , mir-34c-5p: 20,11 

 

miR34-c 

miR34-b 

miR192 
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Şekil 11. Sham grubu doku miRNA'ların amplifikasyon grafiği 

CT değerleri; miR192-5p: 27,90 , mir-34b-3p: 22,01 , mir-34c-5p: 20,31 

  

miR34 c 

miR34 b 

miR192 
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Şekil 12. Siklofosfamid grubu doku mikroRNA'ların amplifikasyon grafiği 

CT değerleri; miR192-5p: 27,97 , mir-34b-3p: 22,98 , mir-34c-5p: 21,11 

 

 

Şekil 13. mir-34b-3p ifadesi 

miR34 c 

miR34 b 

miR192 
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Şekil 14. mir-34c-5p ifadesi 

 

6.4.2. Plazma İncelemesi 

 

Çalışmamızda kontrol, sham ve siklofosfamid uygulanan hayvanlardan alınan 

kan örneği ile yapılan plazmadaki mikroRNA’ların ifadelerine bakıldığında endojen 

mikroRNA-16’nın ifadesi tespit edilirken hedeflenen mir-34b ve mir-34c’nin qPCR 

işlemi sonucunda ifadeleri tespit edilememiştir. Tüm plazma örneklerinde; mir-192 

sabit ifadesinden dolayı endojen kontrol mikroRNA olarak seçilmiştir. Plazma 

örnekleriyle yapılan tüm mikroRNA’ların amplifikasyon eğrisi kontrol grubunda 

Şekil 15’de, kontrol pool serum Şekil 16’da, deney grubunda Şekil 17’de gösterildi. 
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Şekil 15. Kontrol grubu serum mikroRNA'ların amplifikasyon grafiği 

CT değerleri; mir-16-5p: 21,96- mir-34b-3p: 36,96- mir-34c-5p: 36,96  

  

mir-34c 

mir-16 

mir-34b 
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Şekil 16. Kontrol pool serum mikroRNA amplifikasyon eğrisi 

CT değerleri ; mir-16-5p: 21,07- mir-34b-3p: 36,65- mir-34c-5p: 35,33 

*mir-34b-3p:35,07(5μl) 

 

 

Şekil 17. Deney grubu pool serum mikroRNA amplifikasyon eğrisi 

CT değerleri; mir-16-5p: 21,37- mir-34b-3p: 36,78- mir-34c-5p: 35,68*mir-34b-

3p:35,41(5μl) 

Bu sonuç bize mikroarray, RNA dizileri gibi daha gelişmiş yöntemlerle 

plazmadan alınan örneklerdeki mikroRNA’ların tespit edilebileceğini düşündürdü. 

mir-16 

*mir-34b 

mir-34c 

mir-34b 

mir-16 

*mir-34b 

mir-34c 

mir-34b 
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7. TARTIŞMA 

 

 

Kemoterapötik ajanların kullanılması sonrasında ortaya çıkan spermatogenez 

bozuklukları ve fertilite durum değerlendirmesi testis biyopsisi gibi invaziv işlem 

dışında, noninvaziv bir teknik bulunmamaktadır. Bununla beraber, son yıllarda 

plazma mikroRNA ekspresyon profilinin değerlendirilmesinin tanı amaçlı yeni 

biyobelirteçler olarak kullanılabileceğine ait yayınlar da bulunmaktadır. Bu 

çalışmada CP verilen farelerin testis örnekleri GDNF, Okludin ve TGF-ẞ3 

ekspresyonlarının immunohistokimyasal yöntemler ile incelenmesi sonucu CP’nin 

testis hasarının belirlenmesi, ayrıca testis doku örneklerinden ve plazma 

örneklerinden RT-PCR tekniği ile incelenmesi sonucunda oluşan bu değişikliklerin 

mir-34b ve mir-34c ekspresyonunun üzerine yansımaları araştırılmıştır. 

Spermatogenez aşamalarında önemli rol oynayan GDNF, Sertoli hücrelerinden 

veya peritubüler miyoid hücrelerinden salgılanmaktadır (Chen ve ark. 2016). Bu 

çalışmada, kontrol grubuna ait farelerin GDNF primer antikoru ile boyanmış testis 

doku örneklerine ait preparatlarının incelenmesinde GDNF ekspresyonunun oldukça 

fazla (H-score: 221.00 ± 8.5) sham grubunun da (220.50 ± 7.7) kontrol grubuna 

benzer olduğu tespit edildi. Bu ekspresyon, GDNF’nin spermatogenez sırasında 

özelikle spermatogoniumların sayılarının düzenlenmesinde önemli rol oynadığının 

bir belirtisi olarak değerlendirildi. GDNF’nin embriyonik dönemde spermatogenez 

üzerine etkilerinin transgenik farelerde incelendiği çalışmada, GDNF’nin 

overeksprese edilmesi durumunda farklılaşmamış spermatogoniumların seminiferöz 

tübüllerde toplanmasını sağladığı; buna karşılık heterozigot knockout yapılan 

farelerde ise infertiliteye neden olduğu tespit edilmiş ve GDNF’nin SSC’lerin 

kaderini belirleyen bir molekül olarak tanımlanmıştır (Meng ve ark. 2000). 
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Bu proteinin puberte döneminde de görev yaptığı, spermatogonyal kök 

hücrelerin uygun sayıya ulaşmasında, erişkinde ise bu hücrelerin devamlılığının 

sağlanmasında görev aldığı rapor edilmiştir (Naughton ve ark. 2006). GDNF’nin 

kültür ortamında SSC’lerin üzerine etkilerinin araştırılmasında da, LIF salgılayan 

STO hücrelerine, kültür ortamına GDNF ve FGF2 ilave edildiğinde, SSC sayılarının 

arttığı gösterilmiştir (Kubota 2004). 

İnhibe edilmesi durumunda spermatogonyal seriye ait hücrelerde azalma 

gözlenmesi, GDNF ekspresyonunun, spermatogonyal hücrelerin farklılaşmasında da 

rol oynadığının bir diğer göstergesi olarak değerlendirilebilir. GDNF’nin inhibe 

edildiği durumlarda ise spermatogonyal seriye ait As, Apr ve Aa1 sayısının azalması 

gözlenmektedir (Savitt ve ark. 2012). Germ hücre üretemeyen C57BL/6 (B6) veya 

129 fare üzerinde yapılan çalışmada, GDNF reseptör ligantı olan Gfrα1 verilmesi 

sonrasında, GDNF sinyalini düzenlediği ve SSC’lerin kendini yenileme 

fonksiyonunun başladığı gösterilmiştir (Kubota ve ark. 2004). 

Nicole Parker ve arkadaşları tarafından 7 gün boyunca GDNF inhibisyonu ile 

yapılan çalışmalarda, Gfrα1+ spermatogonya sayısının %74 oranında; Sertoli 

hücreleri başına düşen yuvarlak spermatit ve pakiten spermatosit sayısında ise %61 

ve %53 oranında azalma olduğu bildirilmiştir. GDNF’nin inhibisyonu, sperm 

sayısında azalmaya da neden olmasından dolayı kontrol grubunda GDNF 

immunoreaktivitesinin fazla olmasının, spermatogonyal hücrelerin farklılaşması ile 

de ilişkili olabileceği düşünüldü (Parker ve ark. 2014). 

Bu proteinin inhibisyonu, en çok farklılaşan ve çok sayıda bulunan Aa1 

spermatogonyaları etkilediği bildirilmiştir. GDNF eksikliğinin hızla spermatogonyal 

hücrelerin kaybına neden olması, GDNF’nin SSC’lerden daha çok Aa1 

spermatogonyaları etkilemesine bağlı olduğu ileri sürülmektedir. Bununla beraber, 

GDNF sinyalinin inhibisyonu SSC kaybına da neden olmaktadır. Bu kayıp SSC’lerin 

çoğalmayı terk edip, Aa1 spermatogonyalara farklılaşması ile ilişkilendirilmektedir. 

GDNF immunoreaktivitesinin testis dokusundaki miktarı, spermatogenik hücrelerin 

farklılaşmasını farklı biçimde etkilediği de bildirilmiştir. Düşük düzeyde GDNF 

farklılaşmamış spermatositlerin differansiyasyonunu düzenlerken, yüksek seviyede 

immunoreaktivite ise spermatogoniumların kendini yenilemesini sağlamaktadır 

(Meng ve ark. 2000). 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Parker%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25165119
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Bu protein transkripsiyonu ve dağılımı spermatogenezin evresine bağlı olarak 

değişmekte, GDNF’nin farklı ekspresyon düzeylerinin spermatogenik hücreler 

üzerine etkisi farklı olmaktadır. GDNF’nin yoğun olarak bulunduğu bazal bölgede 

kök hücreler de bulunmaktadır ve replikasyon da bu bölgeden başlamaktadır. GDNF, 

mRNA ve protein dağılımı XII-1 de maksimal düzeyde olup Evre VII’de nadiren 

artmaktadır (Daniel ve ark. 2011). 

Sıçanlarda As spermatogonya’ların DNA replikasyonu Evre-VII’de minimal 

iken evre X-XII’de artmakta, Evre-I’de maksimum düzeye ulaşmaktadır. As 

spermatogonya’ların replikasyonu Evre-II’den sonra azalmaktadır. Bu azalma Sertoli 

hücrelerindeki GDNF’nin azalması ile paralellik göstermektedir (Huckins ve ark. 

1971). Bu çalışmalar değerlendirildiğinde, GDNF’nin embriyonik, puberte ve erişkin 

dönemde önemli rol oynadığı, erişkin farelerde kontrol grubunda 

immunoreaktivitenin fazla olmasının spermatogenezi hem sayısal, hem de 

farklılaşma yolu ile desteklediği sonucuna varıldı. 

Siklofosfamid uygulamasının testis ağırlığında azalmaya, geçici oligospermiaya 

neden olduğu, spermatogoniumların DNA sentezini ve spermatitlerde protein 

sentezini azalttığı böylece infertiliteye neden olduğu bilinmektedir (Jalali ve ark. 

2012; Bakhtiary ve ark. 2014). Cao ve arkadaşları yaptıkları çalışmada sperm sayısı 

ve motilitenin azalmış olduğunu tespit etti. Yapılan bir çalışmada siklofosfamid 

uygulanan farelerde spermatozoa sayısının normalin (64.622± 17.345) yaklaşık yarısı 

kadar azalttığını (32.279 ± 11.012), viabiliteyi ise kontrol grubunda (38,763 ± 4,857) 

bulurken siklofosfamid verilen grupta (23,468 ± 4,324) olarak bulmuşlardır. 

Siklofosfamidin mitoza giren hücrelerde DNA sentezini azaltmasının yanısıra ROS 

üretimini arttırarak apoptozu ve diğer hücre ölümlerini arttırmaktadır (Cao ve ark. 

2017). 

Siklofosfamid verilmiş farelerin testis doku örneklerinin, immunohistokimyasal 

teknik kullanılarak GDNF primer antikoru ile boyanmış preparatlarının, incelenmesi 

sonucunda immunoreaktivitenin kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde azaldığı 

tespit edildi. Uygulama sonrasında GDNF ekspresyonunun azalmış (170.00 ± 14,8) 

olması, siklofosfamidin spermatogenez üzerine olan negatif etkisinin GDNF 

azalmasına bağlı olabileceği düşünüldü.  
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5 günlük siklofosfamid uygulamasından sonra GDNF immunoreaktivitesinin 

belirgin olarak azaldığı tespit edilmiş; GDNF azalması ile SSC’lerin 

differansiyasyonunu arttırarak ve proliferasyonu azaltarak kök hücre havuzunu 

azalttığını ve spermatogenezi bozduğunu ileri sürmüşlerdir (Cao ve ark. 2016). 

Yapılan bir çalışmada CP verilen sıçanların sperm DNA hasar oranının (44.83 ± 
2.98) kontrol grubuna göre (15.73 ± 0.64) belirgin olarak arttığı gösterilmiş, CP nin 

testis fonksiyonunu oksidatif strese bağlı olarak bozduğunu tespit etmişlerdir. Bir 

antioksidan olan American ginseng uygulamasının, CP’nin oksidatif zararlı etkisini 

ortadan kaldırdığını ve testisin histolojik yapısını koruduğunu ileri sürmektedirler. 

GDNF uygulamasının oligoastenospermi vakalarında sperm sayısının arttırılmasını 

sağlaması GDNF’nin spermatogenez üzerine etkisinin bir diğer belirtisi olarak 

değerlendirilebilir. GDNF’nin oligoastenospermi etkilerinin incelendiği çalışmada, 

Cynomorium songaricum verilmesi ile sperm konsantrasyonunun, sperm 

motilitesinin ve testesteron seviyesinin arttığı, GDNF’nin farklılaşmamış 

spermatogonyal hücrelerin proliferasyonunu hızlandırarak spermatogenezi arttırdığı 

bildirilmiştir (Hosseini ve ark. 2018). 

Siklofosfamidin testis dokusu üzerine zararlı etkileri sadece spermatogonyal 

hücrelerini etkilemek değildir. Kemoterapilere dirençli, bölünmeyen ve stabil olarak 

kabul edilen Sertoli hücreleri ve Leydig hücrelerinin de siklofosfamid tedavilerinden 

etkilendiği ileri sürülmektedir (Drumond ve ark. 2011). 

Sertoli, Leydig ve germ hücreleri tarafından sentezlenen TGF-β3’ün, testiküler 

gelişimin yanı sıra Leydig hücrelerinin fonksiyonu ve germ hücrelerinin 

proliferasyonu ve apoptozunu kontrol ettiği bilinmektedir (Mullaney ve Skinner; 

1993; Cai et al. 2011; Miles ve ark. 2013; Oldknow ve ark. 2013; Young ve ark. 

2015). 

TGF-β3 ekspresyonu gelişimsel açıdan Sıçan testisleri üzerinde incelendiğinde, 

perinatal ve prepubertal dönemde sadece Sertoli hücrelerinde mevcut olduğu, 

erişkinlerde Sertoli hücrelerinin yanı sıra spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde 

bulunduğu gösterilmiştir (Lui ve ark. 2003; Mullaney & Skinner 1993). 

  

https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1046/j.1365-2605.2003.00410.x?sid=nlm%3Apubmed#b53
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1046/j.1365-2605.2003.00410.x?sid=nlm%3Apubmed#b72
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Yapılan çalışmada kontrol grubunda bulunan farelerde özellikle bazal bölgelerde 

ve spermatidlerde TGF-β3’ün orta düzeyde immunoreaktivitesi (163.00 ± 13,8) sham 

grubunda da, (168.00 ± 10.1) yakın değerlerde immunoreaktivitesi TGF-β3’ün 

spermatogenez mekanizmasında önemli rol oynadığı biçiminde değerlendirildi. TGF-

β3, Sertoli-germ hücre etkileşimleri ile spermatogenik hücre farklılaşmasında rol 

oynadığı, özellikle ergenlik döneminde spermiogenezis ve spermiasyonun 

başlangıcında görev aldığı rapor edilmiştir (Mullaney ve Skinner, 1993). 

Bu proteinin spermatitlerde gözlenmesi spermatit maturasyonunda görev 

aldığının bir göstergesi olarak değerlendirilmektedir. TGF-β3’ün kontrol grubunda 

orta düzeyde immunoreaktivitesi spermatogonyal hücrelerin sayısının apoptoz ile 

kontrol edilmesi ile ilgili olabileceğini düşündürdü. Yapılan bir çalışmada her üç 

TGF-β3 formunun pubertal erkek germ hücrelerinde doza bağlı olarak apoptoza 

neden olduğu, TGF-β1 ve TGF-β3’ün caspas 3 boyanmasının olmaması nedeni ile 

kaspaz bağımsız mekanizma ile apoptoza neden olduğunu ileri sürmektedir. 

Memeli testisinde spermatogonyal hücreler farklılaşmaya başlamadan önce 

mitozla çoğaldığı, aşırı hücre proliferasyonunun apoptozla kontrol edildiği ve Sertoli 

hücrelerinin destekleyebileceği sayı ile sınırlandırıldığı bilinmektedir (Zhang ve ark. 

2004; Konrad Lve ark. 2006). Bu çalışmada da TGF-β3’ün kontrol grubunda fazla 

immunoreaktivitesinin spermatogonyal hücre sayısını sınırlaması ve spermatit 

maturasyonunda görev aldığı biçiminde değerlendirildi.  

Bu proteinin Sertoli hücreleri ile TJ dinamiklerini kontrol ettiği, kan testis 

bariyerinin açılıp kapanmasında en önemli sitokin olduğu, okludini azaltarak 

hücresel bağlantıları azalttığı da bilinmektedir. Bu çalışmada kontrol grubunda TGF-

β3 immunoreaktivitesinin gözlenmesi kan testis bariyerinin geçirgenliği üzerine 

etkili olduğunun bir göstergesi olarak değerlendirildi. TGF-β3'ün p38 mitojen-aktive 

protein (MAP) kinaz yolağı yoluyla Sertoli hücre TJ dinamiklerini in vitro ortamda 

düzenlemektedir. TGF-β3’ün spermatogenez’in evresi I–X’de bulunduğu; VII ve 

VIII aşamalarında sadece spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde gözlendiği, 

elongate spermatidlerde bulunmadığı, ayrıca evre X-XIV arasında gözlenmediği 

bildirilmiştir. Bu ekspresyon paterni Evre VII’de BTB açılmasını ve leptoten 

aşamasındaki spermatositin BTB’den geçmesini sağladığı ileri sürülmektedir (Lui ve 

ark. 2003). Sertoli hücreleri ile yapılan kültür çalışmasında, TJ'lerin birleştirildiği 

sırada, TGF-β2 ve TGF-β3'te önemli bir düşüş olduğunu göstermiştir. 
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Ayrıca, bu kültürlerde rekombinant TGF-β2 ve TGF -β3 eklenmesi durumunda, 

Sertoli hücresi TJ geçirgenlik bariyerine doza bağlı olarak etki ederek tersine 

çevirebildiği gösterilmiştir (Lui ve ark. 2001). 

Kanser tedavilerinde siklofosfamid uygulamalarının testis dokusunda geçici 

veya kalıcı hasara yol açtığı, infertiliteye neden olduğu bilinmektedir. Siklofosfamid 

verilmiş farelerde sperm sayısı ve motilitesinde belirgin azalma olduğu ve bu 

değişikliklerin testiküler hasara bağlı olarak ortaya çıktığı düşünülmektedir. 

Siklofosfamid verilmiş farelerin testis doku örneklerinin, immunohistokimyasal 

teknik kullanılarak TGF-β3 primer antikoru ile boyanmış preparatlarının incelenmesi 

sonucunda immunoreaktivitesinin kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde arttığı tespit 

edildi. Uygulama sonrasında Tgf-β3 immunoreaktivitesinin artmış (210.50 ± 27,6) 

olması, siklofosfamidin etkisinin Tgf-β3 üzerinden olabileceğini düşündürdü. Tgf-

β3’ün okludin miktarını azaltarak hücresel bağlantıları zayıflattığı göz önüne 

alındığında, siklofosfamidin testiküler hasar ve infertiliteye sebep olmasının 

nedenlerinden birinin de TGF-β3 immunoreaktivitesinin neden olması ileri 

sürülebilir. Kan-testis bariyeri, germ hücrelerinin gelişimi ve olgunlaşması için özel 

bir mikro ortam yaratmakta, ancak spermatogenik seriye ait hücrelerin luminal tarafa 

geçişine izin vermek amacı ile açılıp-kapanmalıdır. Bariyer fonksiyonunun ve 

bütünlüğünün bozulması sonucunda toksik maddeler spermatogenik hücreleri etkiler. 

Böylece testis hasarına ve infertiliteye neden olmaktadır (Cheng ve Mruk 2012; 

Mital ve ark. 2011). 

TGF-β3’ün, TJ fonksiyonunun bozulmasının yanı sıra, kan testis bariyerini 

geçemeyen germ hücrelerinin apoptoza uğramasına ve spermatogenezin bozulmasına 

da yol açtığı bilinmektedir. TGF-β3 fonksiyonu ortadan kaldırıldığı çalışmada, kan 

testis bariyerindeki preleptoten ve leptoten spermatositlerinin girişi gerçekleşmez, 

bazalden adluminal bölgeye doğru ilerleme ve spermatogenez bloke edilmiş olur 

(Russell, 1977). 
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Siklofosfamid uygulanan hayvanlarda Sertoli hücrelerinde morfolojik ve 

fonksiyonel hasarlar oluştuğu bunun sonucunda kan testis bariyerinin bozulduğu ve 

fonksiyonel proteinlerin anormal sentezinin gözlendiği gösterilmiştir (Aghaie ve ark. 

2015). Bu etkinin kemoterapötiklerin yarattığı oksidatif strese bağlı olduğu ileri 

sürülmektedir (Ghosh ve ark. 2002). 

Yapılan çalışmada kontrol grubunda bulunan farelerde okludin’in (223.00 ± 

20.5) değerinde sham grubunda ise (212.00 ± 15.9) benzer değerde 

immunoreaktivitesi tespit edildi. Bu immunoreaktivitenin Sertoli hücreleri 

sitoplazmasında sıkı bağlantı kompleksleri olarak gözlenmesi nedeni ile okludin’in 

kan testis bariyerinin yapısal elemanı olduğu, germ hücrelerinin mayozu ve 

olgunlaşması için özel ve korumalı bir ortam yarattığı bildirilmiştir (Dym ve Fawcett 

1970; Maddocks ve Setchell 1990; Tsukitave ark. 2001). 

Bu çalışmada okludinin seminiferöz tübüllerin bazal bölgelerinde belirgin olarak 

bulunması, germ hücrelerinin olgunlaşmasında önemli rol oynadığının bir belirtisi 

olarak değerlendirildi. Okludinin, erken embriyonik dönemde ve post- natal dönemde 

Sertoli hücreleri arasında kan testis bariyeri oluşması aşamalarında ortaya çıktığı 

gözlenmiştir. (Hermo L ve ark. ,1999) 

Sertoli hücreleri arasında bulunan kan testis bariyeri, otoimmun cevaptan 

korunmanın yanı sıra, farklılaşmakta olan hücreler için de uygun ortam 

sağlamaktadır. Sertoli hücreleri tek doz difteri toksini ile ortadan kaldırıldığında, 

enjeksiyondan 30 gün sonra germ hücreleri kaybolmakta ve birçok tüp asellüler hale 

gelmektedir. Bir yıl sonra incelendiğinde ise tübüllerin büzüştüğü ve kalsiyum ile 

dolduğu gösterilmiş, Sertoli hücrelerinin kaybının spermatogenez ve spermatogonyal 

kök hücrelerin kaybına neden olduğu bildirilmiştir (Rebourcet D ve ark. 2014). 

İntratestiküler sentetik okludin uygulamasından 27 gün sonra seminiferöz 

tübüllerden germ hücrelerinin geri dönüşümlü olarak ortadan kalktığı gösterilmiştir 

(Chung ve ark. 2001). 
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Bununla beraber okludin eksik embriyonik kök hücrelerden farklılaşan polarize 

epitelyal hücrelerde, TJ gelişiminin gözlenmesi nedeni ile diğer proteinler ile okludin 

arasında birbirini tamamlama fonksiyonu olduğu biçiminde değerlendirilmektedir 

(Saitou ve ark. 1998). 

Siklofosfamid (CP) verilmiş farelerin testis doku örneklerinin, 

immunohistokimyasal teknik kullanılarak okludin primer antikoru ile boyanmış 

preparatlarının, incelenmesi sonucunda immunoreaktivitesinin kontrol grubuna göre 

anlamlı düzeyde azaldığı tespit edildi. Uygulama sonrasında okludin 

immunoreaktivitesinin azalmış (187.50 ± 23,26) olması, siklofosfamidin, testis 

Sertoli hücreleri ve testis kan bariyerinde de hasar oluşturduğunun bir belirtisi olarak 

değerlendirildi.  

Siklofosfamidin testis dokusunda okludin üzerine etkilerini inceleyen tek bir 

çalışma bulunmaktadır. Bu çalışmada siklofosfamid uygulamasının, Sertoli hücreleri 

tarafından immunoreaktivite edilen okludinin azaldığını, böylece seminiferöz 

tübüllerin mikro çevresinin bozulduğunu, L carnitine verilerek bu bozulmanın önüne 

geçilebileceği ileri sürülmektedir (Cao ve ark. 2016). 

Siklofosfamidin sıkı bağlantı kompleksi üzerine etkileri mesane ve intestinal 

sistemde incelenmiştir. Mesanede yapılan çalışmada CP uygulamasının mesane 

epitelinde kalınlaşmaya ve ödeme neden olduğu bu değişiklikten okludin seviyesinin 

sorumlu olduğunu, serumda okludin seviyesinin artmış olduğunu ve bu artışın sıkı 

bağlantı kompleksinde yapısal bozukluğa bağlı olduğunu bildirmişlerdir ve 

blebbistatin uygulamasının ise serum düzeyini azalttığını göstermişlerdir (Wróbel ve 

ark. 2019). İntestinal sistemde yapılan çalışmada oluşturulan sepsis örneklerinde 

okludin ekspresyonunun düşük olduğunu buna karşılık imipenem ile düşük 

siklofosfamid uygulamasının okludin immunoreaktivitesinde artışa neden olduğu 

bildirilmiştir (Guo ve ark. 2018). 
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Bu çalışmada, kontrol grubu ve sham grubuna ait örneklerin mir-34b ve mir-34c 

ekspresyonunun PCR tekniği ile incelenmesinde, kontrol grubuna ait değerlerin 

siklofosfamid grubuna göre 2-3 kat fazla olduğu tespit edildi. Siklofosfamid 

kullanımından sonra testis dokusunun değerlendirilmesinde mir-34b ve mir-34c 

ekspresyonunun spermatogenez ve fertilite durum değerlendirmesi için 

kullanılabileceği düşünüldü. mir-34 ailesinin üyelerinden olan miR34a kardiak 

fonksiyonları düzenlerken, mir-34b/c ise spermatogenez ve sperm motilitesi üzerinde 

de etkili olmaktadır. Mir-34b-/c- farelerin hem erkek, hemde dişide infertil olduğu ve 

sperm sayısının 60 kat düştüğü gösterilmiştir. 

 

MikroRNA-34b-/c- farelerin spermlerinde morfolojilerinin bozuk olduğu ve 

immatür oldukları gösterilmiştir (Comazzetto ve ark. 2014). Bu tablo 

oligoastenoteratozoospermi olarak tanımlanmakta ve erkek infertilitesinin ana 

nedenini oluşturmaktadır. CP verilen grupta spermatogenezin bozulmuş olması mir-

34b ve mir-34c’nin azalmış olması ile ilişkili olabileceği ileri sürülebilir. Mir-34b-/c- 

farelerin seminiferöz tübüllerinde incelmeye neden olduğu, germ hücrelerinin normal 

görünmesine rağmen pakiten safhasından itibaren sayısının azaldığı gösterilmiştir. 

Bu farelerde kalan yuvarlak spermatitlerin spermiyogenezin son aşamasına kadar 

ilerlediği, ancak uzamış spermatitlerin sayısında belirgin azalma olduğu 

gözlenmiştir.  

Buna ek olarak pakiten aşamasındaki ve uzamış spermatitlerde apoptoz 

insidansının da anlamlı biçimde arttığı gösterilmiştir (Comazzetto S ve ark. 2014). 

Bununla beraber, mir-34b ve mir-34c’nin testis hasarı üzerine etkileri üzerinde tam 

bir fikir birliği bulunmamaktadır. mir34-b’nin subfertile ve non-obstrüktif azospermi 

vakalarında düşük eksprese edildiğini (Abu-Halima ve ark. 2014) ileri süren 

çalışmaların yanı sıra, streptozisin ile oluşturan diyabetik erkek farelerde ortaya 

çıkan mir-34b ekspresyonun artmış olduğunu bildiren yayınlar da bulunmaktadır. 

mir-34b ve mir-34c’nin bu etkileri göz önüne alındığında spermatogenezde önemli 

fonksiyon gösterdiği sonucuna varılabilir. 

MikroRNA-34c’nin testiste eksprese edilmekte, hedef proteinleri düzenleyerek 

spermatogeneze katılmaktadır. mir-34c’nin ATF1 aracılığı ile germ hücre 

apoptozunu arttırdığını ve E2F-pRb yolağı ile testiküler gelişmeyi ve spermatogenezi 

kontrol ettiği ileri sürülmektedir (Comazzetto ve ark. 2014). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abu-Halima%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25108464
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SSC’leri germ hücre kültür çalışmalarında da mir-34c’nin SSC farklılaşmasını 

arttırdığı gösterilmiştir (Yu M. ve ark. 2014). 

Hem kriptorşidizmli hastaların hemde cerrahi yolla kriptorşidizm oluşturulan 

farelerin testis örneklerinde mir-34c’nin azaldığını hem western-blot hemde RT-PCR 

tekniği ile gösterilmiştir (Huang ve ark. 2018). Maymunlarda oluşturulan hipertermi 

modelinde mir-34c-5p ekpresyonunun azaldığını (Sakurai ve ark. 2016) göstermişler 

ve her iki çalışma da mir-34c’nin biyolojik belirteç olabileceğini ileri sürmüşlerdir. 

Buna karşılık, oligoastenoteratozoospermi ve non-obstrüctiv azospermi infertil 

erkeklerde mir-34c ekspresyonunun arttığını ileri süren çalışma da bulunmaktadır 

(Rahbar ve ark. 2017). 

Bu çalışmada kontrol ve sham grubunda; hem de CP verilen gruplara ait plazma 

örneklerinde endojen genlerin ekspresyonunun normal olarak gözlenmesine rağmen, 

mir-34b/c ifadesinin olmadığı gözlendi. Bu durumun, farelerden alınabilinen kan 

örnekleri miktarının azlığına bağlı olarak yeteri kadar mir-34b/c elde edilememiş 

olması veya mevcut tekniklerin az miktarda bulunan mir-34b/c ekspresyonunu tespit 

edememesi olabileceğini düşündürdü.  

Bununla beraber insanlarda yapılan çalışmalarda, mir-34b/c ekspresyonunun 

çeşitli hastalıklarda alınan plazma örneklerinde varlığı gösterilmiştir. mir-34’ün 

ovarian kanserleri vakalarında kan örneklerinde bulunduğu ve teşhis amaçlı bir 

belirteç olarak kullanılabileceği bildirilmiştir (Márton ve ark. 2019; Correa ve ark. 

2016). MikroRNA-34c ekspresyonunun da intrahepatik kolanjiokarsinom vakalarının 

plazma örneklerinde kontrol grubuna göre 4 kat fazla olduğu gösterilmiştir (Correa 

ve ark. 2016).Buna ilave olarak da 2019 yılında yayınlanan çalışmada, yeni bir 

teknik olarak sunulan Droplet digital PCR tekniği ile malign plevral mezotelyoma 

vakalarında mir-34b ve mir-34c ekspresyonu tespit edilmiş ve mir-34b/c 

metilasyonunun hastalığın progresyonun tahmin edilmesinde bir biyobelirteç 

olabileceği bildirilmiştir (Sato ve ark. 2019). 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sakurai%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27071960


 

108 

 

Kemoterapi uygulaması sırasında ve sonrasında spermatogenez takip etmenin ve 

ortaya çıkan azospermi tanısını koymanın, testiküler biyopsi dışında bir yöntemi 

bulunmamaktadır. Bununla beraber son yıllarda mikroRNA’ların çeşitli hastalıkların 

teşhis ve tedavilerinin izlenmesi amacı ile kullanılabileceğine ait yayınlar da 

bulunmaktadır. Bu çalışmada, CP verilen farelerin testis örneklerinin 

incelenmesinde; GDNF ve okludin ekspresyonlarının azaldığını, TGF-ẞ3 

immunoreaktivitesinin ise arttığını ve böylece testis hasarının ortaya çıkmasından bu 

moleküllerin sorumlu olduğu tespit edildi. Testis doku örneklerinden yapılan mir-

34b/c ekspresyonunun incelemesinde de CP uygulanan grupta ekspresyonun belirgin 

olarak azaldığı tespit edildi, mir-34b/c ekspresyonunun testis doku hasarının 

belirlenmesinde bir belirteç olarak kullanılabileceği sonucuna varıldı. Testis doku 

örneklerinde gözlenen mir-34b/c ekspresyonun farkının kan örneklerine 

yansımamasının en önemli nedeninin teknik yetersizlikle ilgili olduğu düşünüldü. 

Bununla beraber, plazmada bulunan mir-34b/c ekspresyonunu mikroRNA izolasyon 

kitindeki gelişmelere ve Droplet digital PCR tekniği gibi yeni RT-PCR tekniğinin 

kullanımına bağlı olarak gerçekleşmesinin yakın tarihte mümkün olabileceği ileri 

sürülebilir.  
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7. SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 

Bu çalışmada, kontrol ve sham grubuna ait farelerin GDNF primer antikoru ile 

boyanmış testis doku örneklerine ait preparatlarının incelenmesi sonucunda GDNF 

ekspresyonunun oldukça fazla (H-score: 221.00 ± 8.5 - 220.50 ± 7.7) olduğu tespit 

edildi ve GDNF spermatogenezi hem sayısal, hem de farklılaşma yolu ile 

desteklediği sonucuna varıldı.  

Siklofosfamid verilmiş GDNF primer antikoru ile boyanmış prepaSıçanlarının, 

incelenmesi sonucunda ekspresyonun kontrol ve sham grubuna göre anlamlı düzeyde 

azaldığı tespit edildi. Uygulama sonrasında GDNF ekspresyonunun azalmış (170.00 

± 14,8) olması, siklofosfamidin spermatogenez üzerine negatif etkisinin GDNF 

azalmasına bağlı olabileceği düşünüldü. 

Yaptığımız çalışmada kontrol grubunda  ve sham grubunda bulunan farelerde 

özellikle bazal bölgelerde ve spermatidlerde TGF-β3’ün orta düzeyde eksprese 

edilmesi (H-score: 163,00 ± 13,8 - 168,00 ± 10,1), TGF-β3’ün spermatogenez 

mekanizmasında önemli rol oynadığını, spermatitlerde gözlenmesinin ise spermatit 

maturasyonunda görev aldığının bir göstergesi olarak değerlendirildi.  

Siklofosfamid verilmiş farelerin testis doku örneklerinin, TGF-β3 

immunoreaktivitesinin kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde arttığı (210,50 ± 27,6). 

tespit edildi ve siklofosfamidin etkisinin Tgf-β3 üzerinden olabileceğini düşündürdü. 

Tgf-β3, okludin miktarını azaltarak hücresel bağlantıları zayıflattığı göz önüne 

alındığında, siklofosfamidin testiküler hasar ve infertiliteye neden olmasının 

nedenlerinden birinin TGF-β3 artışına neden olması ileri sürülebilir. 
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Yapılan çalışmada kontrol grubunda ve sham grubunda bulunan farelerde 

okludin primer antikoru ile boyanmış preparatlarının, incelenmesi sonucunda 

ekspresyonun kontrol ve sham grubunda (223.00 ± 20.5 - 212.00 ± 15.9) fazla 

miktarda ekspresyon olduğu gözlendi. Bu durum okludinin Sertoli hücrelerindeki 

kan testis bariyerinin yapısına katıldığının bir göstergesi olarak değerlendirildi. 

Siklofosfamid verilmiş farelerin testis doku örneklerinde okludin 

immunoreaktivitesinin kontrol grubuna göre anlamlı düzeyde azaldığı (187.50 ± 

23,26) tespit edildi. Uygulama sonrasında okludin immunoreaktivitesinin azalmış 

olması, siklofosfamidin, testis Sertoli hücreleri ve testis kan bariyerinde de hasar 

oluşturduğunun bir belirtisi olarak değerlendirildi. 

Kontrol grubu ve sham grubuna ait doku örneklerinde mir-34b ve mir-34c 

ekspresyonunun PCR tekniği ile incelenmesinde, kontrol grubuna ait değerlerin 

siklofosfamid grubuna göre 2-3 kat fazla olduğu tespit edildi. Siklofosfamid 

kullanımından sonra testis dokusunun değerlendirilmesinde mir-34b ve mir-34c 

ekspresyonunun spermatogenez ve fertilite durum değerlendirmesi için 

kullanılabileceği düşünüldü. 

Kontrol ve sham grubu ile CP verilen gruplara ait plazma örneklerinde endojen 

genlerin ekspresyonun normal olarak gözlenmesine rağmen, mir-34b/c ifadesinin 

olmadığı gözlendi. Bu durumun, farelerden alınabilinen kan örnekleri miktarının 

azlığına bağlı olarak yeteri kadar mir-34b/c elde edilememiş olması veya mevcut 

tekniklerin az miktarda bulunan mir-34b/c ekspresyonunu tespit edememesi 

olabileceğini düşündürdü. 

Bu çalışmada, CP’nin neden olduğu testis hasarında GDNF, okludin ve TGF-β3 

ekspresyonlarının önemli rol oynadığı, doku örneklerinde mir-34b ve mir-34c 

ekspresyonlarında ortaya çıkan azalmanın, testis hasarının belirlenmesinde önemli 

bir belirteç olabileceği ancak plazmada tespit edilebilmesi için örnek miktarının 

artırılması, spesifik kitlerin kullanılmasına ihtiyaç olduğu sonucuna varıldı. 
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