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Tezin Bash@i: Azospermi Olusturulan Farelerde Testis Hasarimin Serum
MikroRNA Diizeyi ile Belirlenmesi

Ogrencinin Adi: Serdag DEMIROREN

Damismani: Prof. Dr. Kemal OZBILGIN

Anabilim Dali: Histoloji ve Embriyoloji AD

1.0ZET

AMAC: Siklofosfamid (CP) alkilleyici, kemoterapdtik ajandir. Kanser tedavilerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir ve birgok organ iizerinde 6zellikle gonadlar tizerinde
zararli etkileri bulunmaktadir. Bu calismada, farelerde CP uygulamasi sonrasinda
ortaya cikan testis hasarinin, GDNF, Okludin ve TGF-B3 primer antikorlari ile
immunohistokimyasal teknik kullanilip belirlenerek, kan ve doku 6rneklerindeki mir-
34b ve mir-34c arasindaki iliskinin tespit edilmesi amaglandi.

GEREC VE YONTEM: Manisa Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlar
Arastirma ve Uygulama Merkezi Laboratuvarlari’ndan alinan saglikli 2 aylik Balb/c
erkek fareler (n:18) li¢ gruba ayrildi. Kontrol grubuna hicbir islem uygulanmadi.
Deney grubuna 5 giin boyunca intraperitoneal, giinde bir kez 100 mg/ kg CP, sham
grubuna ise ayn1 miktarda serum fizyolojik enjekte edildi. Son enjeksiyondan 24 saat
sonra hayvanlar sakrifiye edilerek, testis dokular1 ve kan 6rnekleri alindi. Dokular ve
kan 6rnekleri immunohistokimyasal ve RT-PCR incelemeleri i¢in takip edildi.
BULGULAR: Testis dokularinin immunohistokimyasal incelenmesinde, kontrol
grubu ve sham grubu ile karsilastirildiginda, CP verilen grupta spermatogenik germ
hiicre sayisinda, GDNF ve Okludin ekspresyonlarinda azalma; TGF-
B3’ekspresyonunda artis gozlendi. RT-PCR teknigi ile mir-34b ve mir-34c
ekspresyonlari incelendiginde, doku 6rneklerinde CP verilen grupta belirgin azalma
tespit edilirken, plazma 6rneklerinde yeterli ekspresyon goézlenmedi.

SONUCLAR: Bu ¢alismada, CP’nin neden oldugu testis hasarinda GDNF, Okludin
ve TGF-B3 ekspresyonlarmin 6nemli rol oynadigi, doku 6rneklerinde mir-34b ve
mir-34c ekspresyonlarinda ortaya ¢ikan azalmanin, testis hasariin belirlenmesinde
onemli bir belirte¢ olabilecegi, ancak plazmada tespit edilebilmesi i¢in daha ileri
tetkiklere ihtiyac oldugu sonucuna varildi.

ANAHTAR KELIMELER: Siklofosfamid, testis, GDNF, Okludin, TGF-B3, mir-
34b/c



Title: Determination of Testicular Injury in Mouse with Azospermia via Serum
mikroRNA Level------

Student’s Name: Serdag DEMIROREN

Supervisor: Prof. Dr. Kemal OZBILGIN

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-f3 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-133 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-B3 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-3, mir-34b/c



3. GIRIS ve AMAC

Testislerin temel goérevi, spermatozoa lretilmesi ve erkege 0zgili karakterlerin
ortaya c¢ikmasmi saglayan hormonal diizenlemenin saglanmasidir. Testislerde
bulunan Sertoli ve Leydig hiicreleri; sperm iiretimini diizenleyici fonksiyonu yerine
getirmektedir. Leydig hiicreleri spermatogenezi, testesteron iireterek desteklerken;
seminifer tlibiillerinde bulunan Sertoli hiicreleri, spermatogenez sirasinda gelisim,
proliferasyon ve olgunlasma olaylarinda yardimci olmaktadir (Tripathi ve ark. 2008).

Kemoterapi uygulamalari, kanser hiicrelerini ortadan kaldirmak amaci ile
kullanilirken, somatik hiicreleri de etkilemektedir. Kemoterapi uygulamalarindan
sonra testiste, germ hiicreleri béliinme dongiisiiniin ¢esitli asamalarinda etkilenmekte
ve ortaya ¢ikan DNA hasar1 nedeniyle hiicresel kayiplar ortaya c¢ikmaktadir. Son
yillarda kanser tedavilerinde basar1 oranlarinin artmasi ile yasam siirelerinin uzamis
olmasi, 0Ozellikle cocukluk caginda uygulanan kemoterapi sonrasinda, eriskin
donemde gonadal toksisiteye baghi infertilite goriilmeye baslanmasiyla
sonuclanmaktadir (Zhu ve ark. 2016).

Siklofosfamid (CP) yaygin olarak kullanilan kemoterapétik alkilleyici bir ilagtir.
Fosforamid hardali (PM) en aktif olanidir ve karacigerde metabolize olmaktadir. Bu
molekiil, DNA replikasyonunu o6nleyen bir alkil molekiiliini DNA'ya baglayan
terapotik aktiviteden sorumludur. Bu ilag ayrica glomerulonefrit gibi otoimmiin
hastaliklarin tedavisinde ve transplantasyon sonrasi organ reddinin kontroliinde de
yaygin olarak kullanilmaktadir (Tripathi ve ark. 2008). CP uygulamasi hastalarin

sperm sayisinda azalmaya neden olabilmektedir.



Gonodal hasarin derecesi, alinan alkilleyici madde dozu ile iliskilidir yliksek doz
kullanim1 sonucunda kalict azoospermi goriilebilmektedir. CP uygulanan erkeklerde,
testikiiler toksisiteye bagli olarak azoosperminin sik olarak ortaya ¢iktig1 ve bu
durumun infertiliteye neden oldugu bilinmektedir (Zhu ve ark. 2016). Hayvanlar
lizerinde yapilan calismalar; CP’nin anormal sperm iiretiminde artiga; sperm
konsantrasyonunda ve motilitesinde, testosteron seviyesinde ve testikiiler antioksidan
kapasitesinde, testis agirliginda azalmaya neden oldugunu gostermistir. Ayrica, CP
etkisi ile germinal epitel kalinliginda, seminifer tiibiil ¢apinda ve Leydig hiicre
sayisinda anlamli azalma gozlenmektedir. Bu zararlara neden oldugu mekanizma net
olarak bilinmemekle birlikte, bazi c¢aligmalarda dokularin redoks dengesini
bozabilecegini bunun da biyokimyasal ve fizyolojik rahatsizliklarin oksidatif stresten
kaynaklanabilecegini diisiindiirmektedir. Toksik maddeler ve farmasétik bilesikler,
testisin farkli hiicre tiplerini (Germ, Leydig ve Sertoli hiicreleri) hedef alarak ve
hipotalamus -hipofiz uyarimi yoluyla gonadal hormon seviyelerini degistirerek erkek
iireme sistemini olumsuz yonde etkilemektedir. Testisteki hasardan sperm
parametreleri de etkilenerek sperm sagligt ve/veya islevinde bir azalmayla
azospermiye neden olmaktadir (Drumond ve ark. 2011).

Seminifer tiibiil epiteli epitelyumu, Ozellikle kanserin tedavisinde kullanilan
kemoterapi ve radyoterapinin neden oldugu toksik maddelerin neden oldugu hasara
cok duyarlidir. CP tedavisi oksidatif strese bagli olarak testislerde biyokimyasal ve
fizyolojik hasara neden olmaktadir. Bdylece, spermatogenez sirasinda germinal
dongiinlin spesifik asamalarinda CP'nin apoptozda bir artisa neden oldugu
bildirilmistir. CPmin flagellum {iizerindeki toksik etkisine bagli olarak sperm
hareketliliginin azalmasina da neden olmaktadir (Ghosh ve ark. 2002; Mythili ve ark.
2004).

Spermatojenik  hasar ve Sertoli hiicrelerinin  fonksiyonel durumunun
degerlendirilmesinde, Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta 3(TGF-B3), Glial
Hiicre Hatti Kaynakli Norotrofik Faktor (GDNF) ve Okludin proteinlerinin

ekspresyonlarinin incelenmesi daha 6nceki ¢alismalarda gosterilmistir.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chemotherapy
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chemotherapy

GDNF ise farklilagmamis spermatogonyumun kendini yenilemesine ve
farklilagmasina aracilik ettigi bilinen ilk molekiildiir. Sertoli hiicreleri tarafindan
dogumdan sonra salgilanan, Sertoli hiicreleri ve spermatogonyum arasindaki uyari
mekanizmasini kolaylastiran 6nemli bir biiyiime faktorii olarak gorev yapmaktadir
(Wang ve ark. 2016).

Okludin, Sertoli hiicrelerinin olugturdugu siki baglanti kompleksinde (TJ) yer
alan bir plazma membran proteinidir. TGF-B3 ise, Sertoli hiicresi TJ kinetiginin
onemli bir diizenleyici faktoriidiir. TGF-B’nin hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi ve
apoptozunu kontrol ettigi, ayni zamanda hiicre-hiicre ve hiicre-hiicre dis1 matriks
etkilesimlerinde de etkili oldugu bilinmektedir (Cao ve ark. 2016).

Memeli spermatogenezinde mikroRNA'lar, germ hiicrelerinin gelisimi ve
dogurganligin kontroliinde ¢ok 6nemli fonksiyon gostermektedir. mikroRNA'larin,
proliferasyonda, olgunlagsmada, apoptozda, kan-testis bariyerinin ve seminifer epitel
dongiisliniin ~ diizenlenmesinde 6nemli  fonksiyonlar1 oldugu bilinmektedir.
MikroRNA'lar, RNA Polimeraz II ve III, Drosha ve Dicer tarafindan iiretilen, 19-23
niikleotit uzunlugunda, kiiciik noncoding bir RNA tiiriidiir. Hedef hiicrelerde,
mikroRNA'lar, genlerin ekspresyonunu baskilayan ve bu nedenle metabolik hiicre
fonksiyonunu kontrol eden c¢esitli mesajct RNA (mRNA) molekiillerine baglanir.
mikroRNA'lar ilk dnce pre-mikroRNA'lar elde etmek icin islenen ve daha sonra
olgun mikroRNA'lar haline gelmek {zere islenen pri-mikroRNA'lar olarak
kopyalanir. mikroRNA'larin ifadeleri, doku ve gelisim asamalarina 6zgiidiir (Bartel
2004; Ha ve ark. 2014). Infertilite fenotipleri ile iliskili mikroRNA nin
spermatogenez, dongiisiiniin farkli asamalarindaki ekspresyonu, mikroRNA'larin
supresyonu yoluyla bir dizi gen tarafindan diizenlenir (Correa ve ark. 2016; Marton
ve ark. 2019).

Cogunlukla farelerde ve domuz gibi diger hayvan modellerinde yapilan birkag
calisma, mikroRNA'larin spermatogenezin gelisiminde ve/veya diizenlenmesinde rol
oynadigini ve bunlarin ifadelerinin degistirilmesinin iireme anormalliklerine neden

oldugunu acgik¢a gostermektedir.



mikroRNA'larin spermatogenezdeki cesitli hiicresel siireglerin transkripsiyonel
kontroliinde iyi bilinen 6nemi nedeniyle, deregiile edilen mikroRNA'larin erkek
infertilite teshisi i¢in biyobelirtecler olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir
(Marcela ve ark. 2017). Yapilan ¢alismalar; CP etkisi ile olusan testis dokusundaki
hasarin  hiicrelere  6zgii  mikroRNA  ekspresyonlarmin  belirlenmesi  ile
mikroRNA'larin spermatogenezdeki ¢esitli hiicresel siireclerin transkripsiyonel
kontroliinde i1yi bilinen 6nemi nedeniyle, deregiile edilen mikroRNA'larin erkek
infertilite teshisi icin biyobelirtegler olarak kullanilabilecegi dnerilmektedir.

Infertil azospermi vakalarinda testis biyopsisi, infertilite nedeninin tespit
edilebilmesi i¢in kullanilan tek ve invaziv bir tekniktir. mikroRNAlar oldukea kii¢iik
molekiiller olup, sadece hiicre i¢inde degil farkli biyolojik sivilarda da bulunmaktadir
ve bir¢cok hastalik i¢in noninvaziv biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi ileri
stiriilmektedir. Spermatogenezde rol oynayan ¢ok sayida mikroRNA tanimlanmig
olmasina ragmen kan Orneklerinde fikir birligine varilmig bir mikroRNA
bulunmamaktadir (Sato ve ark. 2019).

mikroRNA-34 ailesi kana gecebilen bir molekiil olup, spermatogenezde rol
oynadig1 bilinmektedir. Bununla beraber, mikroRNA34’iin infertil vakalarda
serumda varlhigr ile ilgili bir calisma bulunmamaktadir. Kemoterapi uygulamasi
sonrast mikroRNA34 ailesinde ortaya ¢ikabilecek degisikliklerin saptanmasi ve
infertilitenin noninvaziv yontemle tespit edilebilmesi, bu ¢aligmanin 6zgiin degerini
olusturmaktadir. Ayrica kemoterapi sonrasi infertilite nedeninin bilinmesi; bundan
sonraki kemoterapi tedavilerinin izlenmesinde, infertiliteden korunmada ve
infertilitenin tedavi edilebilmesinde de temel bilgi saglayacaktir (Abu-Halima ve ark.
2014).

Bu calismada amag, mikroRNA ekspresyonlarinin noninvaziv olarak
spermatogenez ve fertilite durum degerlendirmesi i¢in kullanilabilirliginin
arastirilmasidir. Kemoterapi uygulamasi sonrasinda ortaya ¢ikan azospermi teshisini
dogrulamak icin testikiiler biyopsi diginda bir yontem bulunmamaktadir. Bununla
beraber son yillarda mikroRNA ekspresyon profilinin degismesi, tan1 amacglh yeni

biyobelirtegler olarak kullanilabilecegine ait yayinlar da bulunmaktadir.



MikroRNA'larin spermatogenezdeki ¢esitli hiicresel siireclerin transkripsiyonel
kontroliinde énemli rol oynamasi nedeniyle, deregiile edilen mikroRNA'larin erkek
infertilite teshisi i¢in biyobelirtecler olarak kullanilabilecegi ileri siiriilmektedir.
Ayrica, mikroRNA'larin ekspresyonlarinin daha iyi anlasilmasi, gelecekteki erkek

infertilitesindeki terapotik miidahaleler icin de ¢ok dnemlidir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. TESTISIN YAPISI

4.1.1. Testis Embriyolojisi

Primordiyal germ hiicrelerinin (PGH), epiblasttan koken alarak, primitif ¢izgi

boyunca ilerledigi bilinmektedir. 3.haftada, vitellus kesesinin allontoise yakin olan

kismindaki hiicrelerin arasia yerlesen bu hiicreler 4.haftada ise ameboid hareketler

yaparak son bagirsagin mezenter kismindan dorsal eksene dogru ilerlemektedir.5.

haftada ise primordiyal germ hiicreleri, mezonefrozun medial kismindaki mezotel ve

onun alt kismindaki mezensim hiicrelerinin ¢ogalmasit sonucunda kalinlasma

seklinde gelisen gonadal kabartiya ulasmaktadir. Bu hiicrelerin gonadal kabartiya

ulagmasindan Once ve ulagmasi sirasinda kabartinin epitel tabakasi altinda bulunan

mezensim hiicrelerinin arasina girip ¢ogalarak diizensiz sekilli kordon olusumu

(primitif cinsiyet kordonlar1) saglanmaktadir (Sadler 2017)
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Sekil 1. Primordiyal germ hiicrelerinin gocii (Sadler 2017)



Bu kordonlar hem erkek hem de disi embriyolarinda yiizey epiteli ile bagl olup
7. haftaya kadar erkek veya disi gonadlarin ayirt edilememesinden dolay1 bu evreye
farklanmamis gonad evresi adi1 verilmistir. Ayrica bu hiicrelerin migrasyonu Stella,
Fragilis ve (Kemik Morfojenik Proteini) BMP-4 genleri ile diizenlenmektedir.
Gonadlarin gelisiminde koken aldigi kaynaklar; posterior kisminin abdominal
duvarin1 déseyen mezotel tabakasi, bu tabakanin altindaki mezensim hiicreleri ve
primordiyal germ hiicreleri olarak bilinmektedir. Farklanmamis gonadlarda gelisim
olaylar1 sirasiyla dista korteks icte medulla olacak sekildedir. Testis gelisiminde
gonadlarin medulla kismimin gelismesiyle farklanma gergeklesir, korteks kisminda
ise gerileme ve dejenerasyon gozlenir (Moore 2009).

Erkek embriyolarda XY kromozomu bulunur ve cinsiyeti belirleyen Y
kromozomunun kisa kolu iistinde SRY geni bulunur. Bu gen ve Sox9 genleri
gonadal kabart1 olugmasi igin testisten kemotaktik faktor olarak iglevi olan FGF9'un
salinmasin1 baslatmaktadir. SRY geni ve testis belirleyici faktoriin (TBF) etkisi
sonucunda primitif cinsiyet kordonlarinin sayisi artar, Sox9 ve FGF9 genlerinin
etkisiyle de seminiferdz kordonlarinin olusumu saglanir (Moore 2009).

TBF faktorii etkisiyle gonadal kordonlar da seminifer6z kordonlara
farklandiktan sonra bu kordonlarin yiizey epiteli ile kurdugu baglanti, fibroz kapsiil
yapisindaki kalin tabaka olarak bilinen, Tunika albuginea gelistikten sonra ortadan
kalkmaktadir. Bu kordonlar, tiibiillere, tubuli rektiye ve rete testise
farklanmaktadirlar. Testis genislemeye bagli olarak mezonefrozdan ayrilir ve
kendine ait bulunan mezenter yapisina( mezorgiyuma) asili hale gelmektedir (Sadler
2017)

Seminifer tiibiiller, puberte donemine gelinceye kadar solid halde olur, daha
sonra liimen gelisimi baslamaktadir. Tiibiillerin duvarinda bulunan Sertoli hiicreleri,
destek hiicresi olarak bilinir ve bu hiicreler testisin yiizey epitelinden gelismektedir.
Tibiil duvarinda bulunan diger hiicreler spermatogenik hiicrelerdir, bu hiicreler ise
primordiyal germ hiicrelerinden farklanmaktadirlar (Ilona ve ark. 2010).

Fetal testis incelendiginde, tiibiillerdeki hiicre ¢ogunlugunu Sertoli hiicreleri
olusturmaktadir. Fetal donemdeki gelisme siiresince, testiste yiizey epitelinin

diizlesmesi sonucunda yetiskin donemdeki testisin dis yiizey mezoteli olusur.



Seminifer tiibiiller, diiz sekilli olan tiibiilii rektiyle ve ag seklinde olan rete
testisle ilerlerken, sayilar1 ortalama 15-20 adet olan,ince mezonefrik tiibiil
ozelligindeki duktus efferentes yardimiyla mezonefrik kanaldan gelismis olan duktus
epididimisle baglant1 kurmaktadir (Ilona ve ark. 2010).

Bu tiibiiller birbirinden gevsek bag dokusu, fibroblast hiicreleri, kollajen liflerin
ve leydig hiicrelerinin de bulundugu interstisyel bag dokusuyla ayrilmislardir. 8.
hafta ile birlikte Leydig hiicreleri, hormon (androjenik hormonlardan testosteron,
androstenedion) salgilamaya baslamaktadir. Salgilanan bu hormonlar hem
mezonefrik kanallarin hem de dis genital organlarinin maskiilin olarak farklanmasini
uyarmaktadir. Insanda salgilanan koryonik gonadotropin hormonu (hCG) testesteron
tiretimini stimule etmekle gorevlidir. Bu hormonun kandaki degeri 8-12 hafta
arasindaki embriyonik donemde en yiiksek degerine ulagsmaktadir (Ilona ve ark.
2010). Bu hormonlara ek olarak fetal testislerde Sertoli hiicreleri tarafindan puberte
donemine kadar salgilanan, glikoprotein yapida olan, Anti-miillerian hormon (AMH)
Miiller kanalindan (paramezonefrik kanal) gelisecek uterus ve tuba uterinanin
farklanmasini inhibe etmektedir. SRY geni, steroidogenezis faktorii 1 (SF1) sentezini
de uyarir. Bu faktor ; Sertoli ve leydig hiicrelerinde farklilasmay1 indiikler, Sox9 ile
birlikte gorev alarak AMH'in konsantrasyonunu artirirken ayrica leydig
hiicrelerindeki testesteron sentezinde gorev alan genleri uyarmaktadir.Hedef
dokularda hiicre igine giren testesteron 5o rediikktaz enzimi yardimiyla
dihidrotestesterona doniistiiriildiigiinde erkek dis genital organlarinda farklilasmayla
ilgili reseptorlere baglanir (Moore 2009).

Erkekte genital kanal gelisiminde; mezonefrik kanallar (Wolffian kanallar) ileri
farklanmayla paramezonefrik kanallar ise gerilemeyle rol oynar. Mezonefrik kanal
gelisiminde proksimal ucu kivrimli bir sekil alarak duktus epididimisi olusturur.
Mezonefrik gelisimde dejenerasyon oldugunda bazi yapilar islev kazanmaz ve kalinti
olarak devam eder. Bu gelisim siirecinde tiiplerden paradidimis olusmakta
kanallardan ise appendiks ve epididimis kalint1 olarak bulunmaktadir. Bu boliimden
rete testisin kordonlariyla baglantt kurularak duktus efferentisler olusturulur.
Mezonefrik kanallar, duktus epididimisin kuyruk kismindan seminal vezikiil
tomurcuguna kadar olan kisimda kalin bir kas kilifiyla sarilarak duktus deferens (vas

deferens) olusturulur (Sadler 2017).
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Bu kanallarin kaudal uglarinin lateral kismindan dis kisma dogru seminal bezler
gelisir. Bu bezler ejekulattaki siviyr biiylik oranda olusturmaktadir. Ayrica
spermlerin beslenmesi i¢in de sekresyon yapmaktadirlar. Seminal bezlere ait kanallar
ve uretra arasindaki mezonefrik kanal, duktus ejakulatoryus olarak gelisir. Uretranin
prostatik par¢asindan olusan endodermal ¢ikintilarin mezensim igine dogru gelismesi
ile prostatin glandiiler bez gelisimi gozlenir. Bu bezin epiteli endodermal hiicrelerden
gelisir, diiz kas ve stroma kismi ise mezensimalden gelismektedir. Bulbouretral
bezler ise uretranin spongioz parcasindan ¢ift olarak disa dogru gelisen hiicrelerden
olugmaktadir. Bu bezde de stroma ve diiz kas hiicreleri mezensimalden gelisir. 3.- 4.
haftada mezensimin g¢ogalmasiyla kloaka membranin kraniyal kisminda genital
tuberkiilii olusturulur. Bu yapinin uzamasiyla fallus olusur. Kloaka membranin iki
yaninda da genital sislik ve uretral katlantilar olusmaktadir. Katlantilar 6ne dogru
yonelerek tiretral olugun kenarlarini olusturur. 3.ay’in sonunda iki tiretral katlantinin
kapanmasiyla penil uretra olusur. Bunun sonucunda skrotum ve penis gelisimi olur

(Moore 2009).
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4.1.2. Testis Anatomisi

Erkekte iireme sistemi; dis genital ve i¢ genital organlar olmak tiizere iki
kisimdan olusur. Penis, {iretra ve skrotumdan olusan dis genital organlar, diaphragma
iirogenitale ve arkus pubikus’un alt kisminda bulunurlar. I¢ genital organlar olarak da
prostat, vesikulo seminalis ve bulbouretral bezler, testis, duktus epididimis ve duktus
deferens gorev alir (Sekil 2). Testis, gelisim olaylarinda intrauterin déneminde karin
boslugu ve bdbreklerin altinda bulunan, doguma yakin olan donemde karin
boslugundan daha sonra da kanalis inguinalis kismindan asagiya dogru iner (Moore
2009).

Testisler skrotum i¢inde asili olarak yerlesmis olan bir ¢ift organdir. Skrotumun
deri yapis1 kiviimhi olup i¢ ylizeyi septum skroti yapist ile ikiye ayrilmaktadir.
Skrotum; testis, epididimis ve funikulus spermatikus ile duktus deferens’in bir

kismini da i¢eren torba seklindeki yapidir (Gokmen 2008).

Sekil 2. Erkekte genital sistemin anatomik goriintiisii (Gartner 2007)
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Oval sekilleri olan testislerin, uzunlugu yetiskinlerde 4-5 cm,eni 2.5 — 3 cm,
agirligr 20-30 gramdir. Testisler skrotum iginde vertikal yonde yerlesmemis olup
uzun eksen yukaridan asagr dogrultuda ve Onden arkaya dogru egik olarak
bulunmaktadir. Sag testisin konumu sol testise goére daha yukar1 pozisyonda
yerlesmistir (Sancak ve Cumhur 2008).

Testiste bulunan iki yiiz facies lateralis ve facies medialis olarak; kenarlari
margo anterior ve margo posterior; iki ucu ise extremitas superior ve extremitas
inferior olarak adlandirilmaktadir. Kenar kisimlari incelendiginde; margo anterior
epiorchium (peritoneum viscerale’nin uzantisi) ile Ortiiliidiir. Margo posterior’un
medial boliimiinde korpus epididimis, testise ait damar ve sinirlerle sperm
kanallarimin da gectigi mediastinum testis yapist da bulunmaktadir. Testisin ug
kisimlar1 incelendiginde; Extremitas superior iist kisimda yer alan, kaput epididimise
yerlesmis olan bir kisimdir. Extremitas inferior ise alt kisimda yer alarak kauda
epididimis ile ortili bulunmaktadir (Gokmen 2008).

Testislerde, abdominal aorta'nin bir dal1 olan testikiiler arterler inguinal kanaldan
gectikten sonra skrotuma ulasarak testis yiizeyinde dallanmaya neden olur.Bu olayla
arteriyel kanlanma gerceklestirilir ve girisimsel islemlerde wvaskiiler yapilarin
korunmas1 saglanmis olur.Arteriyel kanlanmada, diferansiyel ve kremasterik arterler
de gorev alir. Testislerde vendz drenaj, mediastinumdan ¢ikarak baglanti kuran kiiciik
venler yardimiyla gerceklesir (Tunali ve Basar 2012).

Testisin posterior kismindan gelen testikiiler venler ise plexus pampiniformis
olarak duktus deferensin 6n kismindan yukari dogru uzanir ve inguinal kanali
gectikten sonra abdomene ulasir. Bu bolgedeki venler de birlestikten sonra testikiiler
arterin iki tarafinda bulunan bir ¢ift testikiiler ven olusur.Bu venlerin de birlesimi ile
tek bir testikiiler ven olusturulur. Testikiiler ven,sag tarafta renal venin alt kismindan
vena cava inferior'a acilir.Sol tarafta ise sol renal vene acilmaktadir (Tunal1 ve Basar

2012).
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Testis anjiogenezis olaymnda temel yapi olarak lenfatiklerin, paraaortik ve
interaortokaval lenf nodiillerine drene olmasi ile gerceklesir. Testis ve epididim
innervasyonunda; renal ve aortik pleksuslardan c¢ikarak gonadal damarlarla
gerceklesebilirken bir bagka yol da gonadal afferent ve efferent sinirlerin pelvik
pleksustan ¢ikmasi ile olur. Bazi1 afferent ve efferent sinirlerin karsi taraf pelvik
pleksusu ile karigmasi sonucunda olusan ndral capraz yapilar, bir testisteki patolojik
olaylarin karsi tarafta bulunan testisin de fonksiyonlarin1 etkileyebilecegini
aciklamaktadir. Genitofemoral sinirde bulunan genital dallar ise, tunika vajinalis ve

skrotumun duyarliligin1 saglamaktadir (Tunali ve Basar 2012).

4.1.3. Testis Histolojisi

Testisler, karin boslugunda retroperitoneal olarak gelisen, skrotumda spermatik
kordonlarin uglarinda asili bir sekilde bulunurlar. Skrotumda bulunan testisler oval
goriiniimliidiir. Ortalama 15 gr. agirligindadir. Distan i¢e dogru ii¢ tabakali kalin bir
kapsiil ile kusatilmistir. Distan ice dogru Tunika vajinalis , ortada tunika albuginea,
en icte ise tunika wvaskiiloza, bulunur. Tunika wvajinalis tek katli mezotelyal
hiicrelerden olustugu icin kesitlerde gézlenmez (Sekil 3-A). Testisin 6nde ve yan
yiizeylerinde bulunan kapali serdz kesesinin tabakalari; peritondan koken alan
visseral tabaka bazal laminanin iizerine oturmus yiizeyde skrotum iizerinde pariyetal
tabakay1 olusturur. Bu iki tabaka arasinda bulunan serdz bosluk testisin serbest

olarak hareket etmesini saglar (William K 2009).
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Sekil 3. Testis histolojik kesitleri

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

Kapsiilde belirgin olarak en kalin tabaka, tunika albugineadir. Bazal laminayla
tunika vaginalisten ayrilan, yapisinda yogun olarak fibroelastik bir bag dokusu
bulunan bu tabakanin, testisin arka yiiziinde kalinlagmasina bagl olarak
mediyastinum testisi olusturdugu bilinmektedir. Kapsiil yapisindan testisin igine
dogru uzanan tunika albuginea bag dokusu uzantilariyla testisi ortalama 250 lobiile
ayirir. Lobillerin iginde, toplamda uzunlugu 280-400 m. olup 600-1200 tane
seminifer tiibiil bulunmaktadir (Sekil 3-B).

Her testis lobiiliinde kan ve lenf damarlari, sinirler ve interstisyel hiicrelerin
(Leydig hiicreleri), bulundugu gevsek bag dokusu bulunmaktadir. Testisin posterior
yiizeyinde diiz kas hiicreleri yogunlukta bulunur. En i¢te bulunan Tunika vajinalis ,
kan damarlarindan zengin yapisinda gevsek bag dokusu bulunan kisimdir.

Seminifer tiibiillerde sperm tiretimi gerceklesirken Leydig Hiicreleri de testikiiler
androjen hormonlarini salgilar. Mediastinumda, seminifer tiibiillerin tiibiili rektiye ve
daha sonra rete testise acilmasi buradan da 12-15 adet duktuli eferentes ile devam
ettigi bilinmektedir. Bu kanallar yardimiyla testis sivist ve spermler duktus

epididimisin proksimal boliimiine aktarilir ( William K. 2009).
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4.1.3.1. Spermatogenik hiicreler

Spermatogenez olayr primitif bir germ hiicresi olan spermatogonyumun
boliinme, farklilasma ve olgunlagsma sonucunda germ hiicresi olan sperm iiretimi
stirecini kapsar. Spermatogenik hiicrelerin insanda olgunlagma siiresi 64 giin olup,
cogalabilen hiicrelerdir. Bu siire¢ spermatogenez ve spermiyogenez olaylariyla
tamamlanir. Spermatogenez olayinda spermatogonyum hiicreleri énemli rol oynar.
Bu hiicreler; bazal laminanin istiinde bulunan, c¢aplar1 yaklasik 12 pm,kan-testis
bariyerinin diginda yer almaktadirlar.

Morfolojilerine bakildiginda Tip A koyu, Tip A acik ve Tip B olarak 3 cesittir.
Tip A koyu olanlar seminifer tiibiillerin epitelinde bulunan kok hiicrelerdir. Niikleusu
yogun bazofilik, ince graniiler kromatinli bir yapida ve ovaldir. Puberteyle birlikte
mitotik boliinmeler gegirip tip A koyu veya agik spermatogonyumlart olusturur. Tip
A agik olanlarin ise niikleusu soluk boyanmis ve ince graniiler kromatinli bir yapida
oval sekildedir. Mitotik bolinmeler sonucunda farklilagmasiyla Tip B
spermatogonyumlar olusur. Bu hiicrelerde ise oval niikleus, merkezi yerlesimli
niikleolus bulunmaktadir. Kromatin yapist hem niikleus hem de niikleolus ¢evresinde

yogunlagsma gostermektedir (Sekil 4).

16



gec spermatid

erken spermatid

pakiten primer
spermatosit

siki baglanti
kompleksi

bazal lamina

Sertoli Tip A acik Miyoid hiicreler

Tip Akoyu  hiicresi spermatogonyum Tip B acik
spermatogonyum :

spermatogonyum

Sekil 4. Spermatogenik hiicreler (Ross ve Pawlina 2018).

Tip A hiicreleri sessiz hiicreler olarak bilinir. Bu nedenle de radyasyon ve
kemoterapiye karsi direnglidir. Mitoz bdliinme gegiren diger spermatogonyumlar,
mayoz bollinme gegiren spermatositler ve farklilagmakta olan spermatidler ise bu
etkilere karst ¢cok duyarlidir (Sadler 2011). Primer spermatositlerde, 46 kromozom
(44+XY) ve 4n DNA bulunmaktadir. Tip B spermatogonyumlarin mitozu sonucunda
olusan primer spermatositler, interfaz evresinden sonra mayoz I’in profaz evresine
girerler. Bu evrede; leptotende homolog kromozomlarin 2 kardes kromatidden
olustugu, zigotende homolog kromozomlar arasinda sinapsin basladig1 sinaptonemal
kompleks olusturdugu, pakitende ise kardes olmayan kromozomlarin arasinda
krossing-over’in bagladigi bilinmektedir. Diploten evresinde krossing-over’in bitisi
gerceklesirken kromozomlarin arasinda kiyazma ile baglantili tetratlar olusumu

gozlenir.
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Diakinez evresinde ise kromozomlarin kisalip kalinlagtigi, sinaptonemal
kompleksin dagildigi ve bir mikrotiibiil ipliginin gelismeye bagladigi gdzlenir.
Metafaz evresinde ise kromozomlarin ekvatoral diizlemde toplanmasi ve daha
sonrasinda gbézlenen anafaz evresinde ise kardes kromatidlerin rastgele zit kutuplara
cekilmesiyle boliinme tamamlanir. Profaz evresi yaklagik 22 giin siirdiigii igin
mikroskop incelemelerinde hiicrelerin biiyilk g¢ogunlugu bu evrede goriiliir.
Spermatogenik hiicreler i¢inde biiylkligli en fazla olup niikleuslarindaki
sinaptonemal kompleks yapisiyla karakterize olan primer spermatositlerdir. Bu
kompleksin olusumunda Box-20 geni énemli rol oynar.

Mayoz I’den sonra olusan sekonder spermatositlerde 2n DNA ve 23 kromozom
(22+X veya 22+Y) bulunmaktadir. Testislerden alinan kesitlerde, interfazda kisa siire
kaldig1 ve hizli bir sekilde mayoz II’ye giren kisa Omiirlii hiicreler oldugu igin
sekonder spermatositlerin goriilmesi zordur. Bu spermatositlerde kromozomlarda
sayinin azalmastyla birlikte her hiicrede DNA miktarinin azaldigi gozlenmistir.
Spermatositlerde Mayoz I ve Il arasinda S fazi (DNA sentezi) gézlenmedigi igin,
Mayoz II’den sonra her hiicrede bulunan DNA miktar1 baslangi¢ hiicresine gore
yartya iner ve haploid (n) hiicreler meydana gelmektedir. Spermatositlerin boliinmesi
sonucunda haploid kromozom sayisina sahip (23) spermatidler olusur (Junqueria ve
Carneiro 2005; Abraham 2012).

Spermiyogenez olayr spermatidlerin erkege ait kalitim materyalinin ovuma
aktarilmast i¢in sperme doniisme siirecini kapsar. Bu siirecte hiicre bdliinmesi
olmadan, akrozom olusumu, niikleusun yogunlasma ve uzamasinin, flagella gelisimi
ve sitoplazmasimin ¢ogunu kaybetmesiyle sperm iiretiminin gerceklesme olayidir.
Spermatidlerin ¢ap1 7-8 um olup,merkezi yerlesimli niikleusunda yogun kromatin
bolgesi, gelismis bir Golgi kompleksi, ¢cok sayida mitokondriyon, bir ¢ift sentriyol
igcermektedir. Tiibilillerde liimenin yakininda yerlesim gosterirler (Ross ve Pawlina
2018).

Spermatidlerin matiir sperm olusumuna farklilagsmas1 3 fazda gerceklesirken
(Sekil 5) olusum sirasinda spermatidlerin 6zel baglanti gruplart ile Sertoli hiicre
membranina baglanmas1 gereklidir ve siirecin sonucunda olgun spermler

olusmaktadir (Junqueria ve ark.2005).
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Sekil 5. Spermiyogenez (Gartner 2007).

Golgi fazinda; spermatidlerde niikleus yakininda proakrozomal graniiller (PAS-
pozitif graniiller) iceren belirgin bir Golgi kompleksi bulunur. Biriken bu graniiller
birleserek membranla sinirli olan akrozomal vezikiiliin i¢indeki akrozom graniillerini
olusturur. Sentriyollerin go¢ etmesi ile akrozomun karsisinda hiicrenin yiizeyine
yakin konuma gelmektedirler. Flagellar aksonemin olusmasiyla sentriyoller niikleusa
hareket eder boylelikle aksonemal bilegenleri ¢evresine sarmis olur (Abraham 2012).

Akrozomal fazda; akrozomal yap1 vezikiil ve graniil seklinde, yogunlagmis olan
niikleusun 6n kisminmi1 kaplayacak sekilde yayilarak akrozom adini almaktadir.
Akrozom kisminda hidrolitik enzimler (hiyaliironidaz, néraminidaz, asit fosfataz ve
proteazlar) bulunur. Enzim aktivitesi ile oositlerin g¢evresindeki korona radiyata

hiicrelerinin birbirinden ayrilmasini saglar ve zona pellusiday eritir.
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Bu olaylarla baglantili olarak akrozom lizozomun 6zellesmis bir ¢esidi olarak
gorev yapar. Spermlerin oositle karsilastigi zaman akrozomun disindaki membran
spermin plazma zariyla kaynagmasi sonucunda akrozomal enzimler hiicre disina
bosalmasi ile akrozomal reaksiyon gergeklesir. Bu evrede spermatid tiibiiliin
merkezine yonelip aksonem yoniline uzanirken niikleus uzayarak yogunlasir,
sentriyollerden bir tanesinin gelismesi ile flagellum olusturulur. Bu yap1 dis kisminda
yogun keratinin igerikli lifler icerirken fibréz kilifla ¢evrilmis bir aksonem (9+2
mikrotiibiil diizeni), proksimal kisminda ise mitokondriyonlarin toplanmasi ile sperm
hareketlerine enerji kaynagi olusturan orta parca olusturulur. Flagellum hareketinde
mikrotiibiiller, ATP, ATPaz aktivitesine sahip olan bir protein (dynein) gorev alir
(Ross ve Pawlina 2018).

Matiirasyon (Olgunlagsma) fazinda; sitoplazma artiklar1 Sertoli hiicreleri
tarafindan fagosite edilirken spermler tiibiiliin liimenine salinarak spermiasyon olay1
tamamlanmis olur. Spermler duktus epididimise, Sertoli hiicreleri ile rete testisin
irettigi testis sivisi (steroid, protein, iyonlar, androjen baglayan protein) ile geger.
Olgun bir spermde bas, orta ve kuyruk kisimlar1 gelismistir. Bas bolgesi niikleus
icerir ve akrozomun plazma membraniyla sarilidir. 1ki yap1 arasindaki baglanti
proksimal ve distal sentriyol ile saglanmaktadir. Orta kisim ise spermin bas
bolgesinden sarmal sekilde dizilmis olan mitokondriyal kilifla kuyruga kadar
uzanmaktadir. Aksonem yapist kuyrugun merkezinde olup mitokondriyal kilifla
aksonem arasinda dokuz lif kilifi bulunmaktadir. Annulus ise mitokondri sarmalinin
son kisminin altinda halka seklindedir ve orta parganin esas olan parcaya doniistiigii
kisimdir.

Esas par¢a annulustan uzanarak g¢ikan ve mitokondriyon icermeyen, iki tane
uzunlamasina konum almis dairesel fibroz kilif iskeleti ile yedi tane dis yogun lif
merkezi aksonemden olugmaktadir. Son parca ise sadece hiicre zariyla sarilmig

mikrotiibiil yapisinda gézlenmektedir (Abraham 2012).
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Sicanlarda spermatogenez diger memelilere gore farklilik gdsteren bir olaydir.
Seminifer tiibiillerde {liretilen spermatozoalar, rete testis ve efferent kanallardan
gecerek, salinma oncesinde depolanacaklar1 ve olgunlasacaklari epididime gegerler.
Son derece vaskiilerize olan interstisyel kompartiman temel olarak testosteron lireten
Leydig hiicreleri, fibroblastlar ve makrofajlar icerir. Bir bazal membranla (bazal
lamina) sinirlanmis seminifer tiibiiller, gelisimlerinin ¢esitli asamalarinda somatik
Sertoli hiicreleri ve germ hiicrelerini igerir. Boru igerisindeki siyah noktalar, bazal
bolmeyi sinirlayan Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantiy1 gosterir. Bu bolmede,
spermatogonia ve bu sekilde gosterilmemis olan yeni olusturulmus primer spermler
bulunur. Adluminal kompartman, olgun spermler ve spermatitler igerir. 14 evrenin
histolojik  bolimleri ve sematik  gosterimleri (I ila XIV  arasinda
numaralandirilmistir), testis dokusu boliimiinden tiibiillerde gozlenebilecek tiim germ
hiicrelerinin ~ birlegsmesini  gostermektedir. Bu  smiflandirma esas olarak,
spermatidlerin  akrozomunun daha az farklilastirilmis adim 1'den yiiksek
farklilastirilmis adim 19'a morfogenezine dayanmaktadir. Cesitli spermatogonia
tiirleri (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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Sekil 6. Siganda testisin yapisi ve seminifer epitel dongiisii (Russell ve ark. 1990)
A-Memeli testisinin, sematik gosterimi. B, Testis anatomisinin sematik

gosterimi. Bu sema dl¢eklendirilmemistir. C- Sigandaki seminifer epitel dongiisii.

4.1.3.2. Interstisiyel alan

Testislerde seminifer tiibiiller arasindaki alanlar, Leydig hiicreleri, gevsek bag
dokusu elemanlarindan fibroblastlar, farklilasmamis bag dokusu hiicrelerinden mast
hiicreleri ve makrofajlar, sinirler, kan ve lenfatik damarlar1 igeren, interstisiyel
alanlardir. Bu bolgede bulunan pencereli tipte kapillerler yardimiyla kan proteinleri
gibi makromolekiillerin madde alisverisi kolayca gerceklestirilir. Bu alan lenf
damarlarindan zengin oldugu icin organdan alinan sivi ile lenf sivist benzerlik

gostermektedir (Ross ve Pawlina 2018).

22



4.1.3.3. Leydig hiicreleri

Bu hiicreler, intertiibiiler alanda kan damarlarinin, lenfatik kanallarin ya da
sinozoidlerin yakininda bulunmaktadir. Poligonal sekilli, eozinofilik bir sitoplazma
iceren, merkezi yerlesimli niikleus, kaba sekilli kromatin graniilleri, belirgin
niikleolus bulunur. Mitokondriyonlarinda tiibiiler krista, sitoplazmalarinda lipid
damlaciklar ile iyi gelismis diiz yiizlii endoplazmik retikulum, lipofuksin graniilleri
ve Reinke kristalleri bulunmaktadir (William 2009). Bu hiicrelerdeki organel ve
inkliizyonlarin gorevi genellikle testesteron sentezi ve salgisini diizenlemektir. Bu
hormonun oncii maddesi kolesterolden {iretilmektedir. Kolesterol ise diiz
endoplazmik retikulum zarlarinda sentezlenen ya da kan dolasimindaki diisiik
yogunlukta lipoprotein molekiillerinden olusarak lipid damlaciklarinda depo edilir.
Tastyict proteinler yardimiyla kolesterol mitokondriyonun i¢ zarma aktarildiktan
sonra mitokondriyonlar, luteinizan hormonu (LH) ile kolesterolii pregnanolona
cevirerek mitokondriyon zarindan diiz endoplazmik retikuluma aktarilarak enzimler
yardimiyla testesterona dontistiiriiliir (Abraham 2012).

Mikrovilluslar yardimiyla hiicre zarindan difiize edilerek hiicre dis1 araliga
salgilanan testesteronun, kan dolasimindaki steroid baglayici proteinlere baglanmasi

ile mekanizma tamamlanir.
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Interstisiyel hiicrelerin aktiviteleri hormonal uyaranlara baghdir. Gebelikte
tiretilen plasental gonadotropik hormonu, maternal kandan fetusa gecerek androjenik
hormon fireten, fetal testikiiler interstisiyel hiicreleri uyarmaktadir. Erkekte genital

organlarin farklilagmasinda androjenik hormonlar gorev alir (Junqueria ve ark.2005).

4.1.3.4. Spermatogenezi etkileyen faktorler

Spermatogenez olayinda hipofizden salgilanan Folikiil Uyarict Hormon (FSH)
ve LH hormonlar1 spermatogenetik hiicrelerin gelisimi i¢in testosteron iiretimini
uyarmaktadir. FSH'n etkisi Sertoli hiicrelerinde olup adenilat siklazi uyarmasi ile
Siklik Adenozin Monofosfat(cAMP) diizeyini artirdigt buna bagli olarak inaktif
kolesterol esterazlarinin aktive oldugu, lipid damlaciklarindan da serbest kolesteroliin
aciga c¢iktig1 bilinmektedir. Bu kolesteroliin de mitokondri ve diiz endoplazmik
retikulum ile testesterona doniistiigii bilinmektedir. Testesteron erkek goriinimiinii
saglama, sekonder seks karakterleri gelisimi, seminal vezikiil, prostat, bulbouretral
bezlerin islevlerini gerceklestirmesi i¢cin gorevlidir. Spermatogenez ortalama viicut
sicakliginin (37°C) altinda gerceklestigi icin, testislerde sicaklik yaklasik 35°C,
cesitli mekanizmalar yardimiyla sicaklik ayarlamasi yapilir. Testikiiler arterin
cevresini vendz ag (pampiniform pleksus) sarmaktadir. Testislerde sicaklik ayarmin
saglanmasi, kanin zit yonde isleyen bir sicaklik degisimiyle sogutulma mekanizmasi
ile gerceklestirilir. Baska bir etken de, olusturulan terin skrotumdan buharlagmasi
yoluyla 1s1 kaybmnin saglanmasi ve spermatik kordonda kremaster kaslarinin
kasilmast sonucunda testislerin yiliksek sicaklikta kalabilecegi inguinal kanala
cekilmesi yoluyla gerceklestirilir (Abraham 2012).

Kanda testesteron seviyesi diisiik oldugunda FSH, Sertoli hiicrelerinden ABP
salgilanmasini1 uyarir. Bu protein testesterona baglanir ve hormonun bu bdlgeden
ayrilmasina engel olur daha sonra da testesteronu seminifer tiibiillerin limen kismina

tasir. Ostrojene baglandiktan sonra da spermatogenezi engellemektedir (Sekil 6).
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Sekil 7. Erkek iireme sistemi endokrin diizenleme(Y1lmaz ve Gokdal 2010).

4.1.3.5. Testis ici genital kanallar

Testis i¢indeki kanallar, tubuli rekti, rete testis, duktuli efferentes’ler olarak
bilinmektedir. Bu kanallarin gorevi tiibiillerden gelen sivi ve spermleri duktus
epididimise tasimaktir. Seminifer tiibiillerde kivrimli olanlar iki taraftaki uclardan
diiz tiibiillerle (tubuli rekti) ile rete testise baglanir. Tiibiillerin baslangi¢ kisminda
sadece Sertoli hiicreleri bulunmakta spermatogenik hiicreler giderek kaybolmaktadir.
Bu boliimiin histolojik yapisinda; epiteli prizmatik, siki bag dokusu yapisinda
anastomozun bulundugu kanallar sistemidir. Diiz tiibiiller, Tunika albugineanin
kalinlagsmas1 sonucunda olusmus mediyastinum, testiste bulunan rete testis kismina
acilir (Junqueria ve ark.2005).

Rete testis’in epiteli, tek katl kiibik- al¢ak prizmatik, kinosilya ya da mikrovillus
igcermektedir. Diizensiz bir sekilde anostomozlasmanin goriildiigii kanallar sistemidir.
Bazal membran ise mediyastinuma ait olan kan damarlari ve bag dokusuyla

cevrilidir.
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Epitel dokusunun bazal laminasinin dig kisminda sirkiiler olarak dizilen diiz kas
hiicrelerinin bulundugu ince bir tabaka vardir. Duktuli efferenteste birleserek
epididimisin duktus epididimis yapisini olusturmaktadir. Rete testisten 10-20 tane
cikan duktuli efferentes’ler, epididimise dogru hareketi saglamakla gorevli
kinosilyali-kinosilyasiz kiibik hiicrelerden olusan deniz taragina benzeyen epitel
dokuya sahiptir. Bu epiteldeki kinosilyasiz hiicreler tiibiillerden salgilanan siviyi
emerken kinosilyali olanlar ise spermlerin epididimise gegisini saglayan bir sivi

akimi saglamaktir (Junqueria ve ark. 2005).

4.1.3.6. Genital bosaltim kanallari

Testislerde iiretilen sperm hiicrelerini penise tasiyan kanallar sisteminde; duktus
epididimis, duktus deferens (vas deferens) ve tlretra bulunmaktadir. Duktus
epididimisin uzunlugu yaklasik 4-6 m, cap1 400 pum, tek sayida, kivrimlar1 fazla olan
bir kanaldir. Epiteli kiibik bazale yerlesmis hiicrelerden ve yalanci ¢ok kath
prizmatik  hiicrelerden olusmaktadir. Hiicrelerin yiizeylerinde stereosilyalar
bulunmakta epitelde ise bazal ve esas hiicreler yer almaktadir. Bazal laminasinda;
kapiller damardan zengin bag dokusu bulunurken tek sira diiz kas hiicreleri
yardimiyla gerceklesen peristaltik kasilmalarla sperm hiicresinin kanallar boyunca
ilerlemesine yardim etmektedir. Bu kanalin kuyruk kisminda spermler hareket
yetenegi kazanir ve depolanir. Ayrica bu kanalin gliserofosfokolin ve diger
glikoproteinlerin salgilariyla spermlerin disi lireme sistemine ulagincaya kadar olan
stirecte kapasitasyonu saglanmis olur. Bu kisimda luminal sivilarin geri emilimi ile
sitoplazmik artiklarin fagositozu gergeklesir (William 2009).

Duktus deferens ise epididimisten diiz kanal olarak devam eden, prostatik
iretraya agilan, kalin muskiiler duvarli, dar bir liimeni olan, mukozasinda
uzunlamasina kivrimlar olusturan, stereosilyali yalanci ¢ok katl prizmatik epitelle
cevrili bir yapidir. Bazal laminanin altinda fibroelastik yapida gevsek bag dokusu
bulunur. Bu dokuyu igte ve dista longitidunal ortada sirkiiler olmak {izere 3 diiz kas
tabakasi sarar. Bu kanal spermatik kordonun parcasini olusturarak i¢inde testikiiler

arter, pampiniform pleksus ve sinirleri icermektedir.
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Prostata girmeden genisleyerek ampullayr olusturur, bu bolgede epitelde
kalinlasma ve kivrimlanma gozlenir. Ampullanin son kisminda ise vesikula
seminalis’ler duktus deferense katilarak prostata giris yapar, prostatik iiretraya agilir.
Bu boliimdeki segment duktus ejakulatoryus admni alir. Bu yapimin epiteli basit
prizmatik, altindaki bag dokusu ise kivrintili bir yap1 gosterdigi i¢in liimen diizensiz
olarak gozlenir. Duktus deferensteki mukoza tabakasi ampulla boyunca yani duktus
ejakulatoryusun i¢ine kadar devam eder ancak kas tabakasi ampulladan sonra

sonlanir (Junqueria ve ark.2005).

4.1.3.7. Yardima1 genital bezler

Yardimci genital bezlerin gorevi erkekte liremenin gerceklesmesi icin gerekli
olan salgilar liretmektir. Bu bezler vezikula seminalis, prostat bezi ve bulboiiretral
bezler olarak 3 gesittir.

Vezikula seminalis, 15 cm uzunlugunda iki tane kivrimli kanaldan olusur.
Mesanenin arka yiiziinde yerlesmis olan bu dokudan kesit alinarak inceleme
yapildiginda ayni kanal farkli yonde gozlenebilir. Histolojisi incelendiginde epiteli
yalanci ¢ok katli prizmatik, alt kisminda fibroelastik bag dokusu, igte sirkiiler dista
longitidunal diiz kas tabakasi, en dista ise ince fibroelastik bag dokusu ile kaplhdir.
Bu bezin salgisi; Vitamin C, fruktoz, sitrat, inozitol, prostaglandinler ve cesitli
proteinler gibi spermleri aktive etmeyle gérevli maddeleri i¢eren viskoz ve sar1 renkli
bir sividir. Prostoglandinlerin gorevi servikal mukusla tepkimeye girerek, spermin
hareketi i¢in uygun bir ortam olusturup spermin ovuma ulagsmasinda uterus ve fallop
tiiplerine kars1 zit yonde peristaltik kasilmalarini saglamaktadir (Ross ve Pawlina
2018).

Bu bezler tarafindan {iretilen seminal siviya aktarilan karbonhidSiganlar,
spermin hareketi i¢in enerji kaynagi olusturmaktadir. Fruktoz, en fazla bulunan bir
monosakkaritdir. Insanda ejekiilatin %70'i seminal vezikiillerden kaynak alir. Bu
vezikiillerdeki epitel hiicrelerinin boyut ve salgilama siirecinin iglevselligi testosteron

diizeylerine baglidir (Abraham 2012).
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Bezlerin arasinda en biiyilik olan prostat bezidir. Bu bez 30-50 tane dallanmis
tiibiiloalveoler bezden, zengin fibromiiskiiler stromadan olusur. Stroma kapsiilden
koken alarak bag doku ve diiz kas hiicrelerini icermektedir. Bu bezin kapsiil yapisi
ise, diizensiz siki bag dokusundan ve diiz kas hiicrelerinden olusup damardan
zengindir. Septum yapilar1 kapsiilden ¢ikan bezin ig¢ine dogru uzanarak bezi
boliimlere ayirir, bu boliimler yetiskin erkekte net olarak gozlenemez. Bu bezlerin
kanallar1 prostatik iiretraya agilir. Prostatik bezler ii¢c bolgede periiiretral mukozal
bezler, periiiretral submukozal bezler ve esas bezler olarak diizenlenir. Bezlerin
histolojik 6zelligi; tek katli ya da ¢ok katli prizmatik epitelle doseli olup liimenleri
glikoprotein ve prostatik taslar (corpora amilasea) i¢ermektedir (Kosova ve Ar
2011).

Hiicrelerde golgi kompleksi ve bol miktarda graniillii endoplazmik retikulum
bulunmaktadir. Prostat salgist; bazik 6zellikte olup su ve sitrik asit, asit fosfataz ve
amilaz gibi enzimler, kolesterol, kalsiyum ve ¢inko gibi mineral maddeler,
tamponlayict tuzlar, seminaplazmin adi verilen antibiyotik, fosfolipidler,
prostaglandinler, B-mikroseminoprotein, fibrinojen ve prostat spesifik antijen (PSA)
igerir.

Salgidaki maddeler incelendiginde sitrat, osmotik dengenin saglanmasini
gerceklestirirken ¢inko, bakteriostatik islev yaptigi, Prostatik Asit Fosfataz’in (PAF)
ise semendeki gorevi net olmamakla birlikte metastatik prostat kanserinde hiicrelerin
bu enzimi kana salgilamalarindan dolay1 klinik i¢in 6nemlidir. Salginin bazik
Ozellikte olusu ise, ovumun basarili bir sekilde fertilize olmasi i¢in Onem tasir.
Pihtilasma enzimi ise seminal vezikiilden gelen fibrinojeni etkileyip pihti
olusturdugunda serviks ve vajinanin derinlerinde semenin tutunmasina yardim eder
ve 15-30 dakika sonra, profibrinolizinden olusan fibrinolizin yardimiyla pihti
coziinerek eritilir. Cozlinme ile spermlerin yiiksek hareketlilik kazandig1 gozlenmistir

(Junqueria ve ark. 2005).
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Bulboiiretral bezler ise (Cowper bezleri), 3-5 um c¢apinda olup iiretranin
membrandz kisminda proksimale yerlesip bu bolgeye bosaltim yapan bezlerdir.
Bezin histolojisi; tek katlhi prizmatik epitelden olusan mukus salgilayan
tiibiiloalveoler bezlerdir. Her bez septumlarla loblara ayrilirken bu kisimlarda iskelet
ve diiz kas hiicreleri bulunmaktadir.

Bu bezin salgisi, kayganlastirici iglevi olan berrak bir mukus seklindedir, semene
ilk karisan salgidir. Ayrica asit Ozellikteki idrarin gegtigi liretrayr alkalilestirerek

kayganlastirir (Junqueria ve ark. 2005).

4.1.3.8. Sertoli hiicreleri

Testiste onemli fonksiyonlara sahip olan Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerin
icinde destek hiicreleri olarak gorev alip spermatogenik hiicreler arasinda bulunurlar.
Puberteye kadar seminifer tiibiillerde en yogun olarak bulunan hiicre tipidir,
puberteden sonraki donemde hiicrelerin %10’unu olusturur. Bu hiicreler tiibiillerin
bazal laminas: {istiine tiibiil boyunca diizgilin araliklarla yerlesmistir. Hiicre sinirlari
diizensiz, oval niikleusu hiicre tabanmnin iistiine yerlesmis, soluk boyanan bir
yapidadir. Sertoli hiicrelerinde spermatogenik hiicrelerden farkli olarak belirgin bir
niikleolus bulunmaktadir. Elektron mikroskobuyla yapilan incelemelerde, bu
hiicrelerin sitoplazmasinda serbest ribozomlarin dagimik halde oldugu, primer ve
sekonder lizozomlarin varlii, ¢ok gelismis diiz endoplazmik retikiilim ve az
gelismis graniiler endoplazmik retikiiliim, tiibiiler tipte mitokondriyonlar, lipid
damlaciklar1 bakimindan zengin olan hiicrelerde gelismis Golgi kompleksi
gozlenmektedir. Sertoli hiicrelerinde niikleusa yakin konumda olan, bir¢ok hayvan
tiriinde gosterilemeyen, protein yapida Charcot-Bottcher adi verilen kristalloid

cisimcikler goriilebilir (Ross ve Pawlina 2018).
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Sertoli hiicre fonksiyonlart incelendiginde; gelisen sperm hiicrelerinin
beslenmesinde, korunmasi ve desteklenmesinde, spermiyogenez sonucunda olusan
artiklarin fagosite edilmesinde, tiibiillerin limenine protein ve iyon igerikli sivi
salgilama ve olgun spermlerin salinimimi saglamada gorev alir. Tiibiil liimeninde
gorev alan, testesteron konsantrasyonunu arttirict 6zellikte olan, ABP iiretimi ve
salgilanmasinda, Inhibin hormonu salgilayarak hipofiz bezinden FSH salgilanmasini
engellemede, Anti Miillerian Hormon (AMH) {iretimi ve salgilanmasinda gorev alir.
Bu hormonun gorevi lireme organlarmin gelisiminde Miiller kanallarinin
gerilemesini saglamaktir. Testosteronun gorevi ise Wolf kanallarindan kdken alan
yapilarin gelismesini saglamaktir. Sertoli hiicrelerinin testis dokusu biitiinligiiniin
saglanmas1 ve fertilite i¢in 6nemli bir gorevi de kan testis bariyerini saglamaktir

(Abraham 2012).

4.1.3.9. Kan testis bariyeri

Bu bariyer, seminifer tiibiillerin i¢ kismiyla kan arasinda bulundugu i¢in
testikiiler siviya kan yoluyla gelen maddelerin az miktarda gecisini saglamaktadir.
Bu bolgede bulunan pencereli kapillerler yardimiyla biiylik molekiillerin gecisine
izin verilir. Boylelikle spermatogonyumlar kandaki maddelere kolaylikla ulasabilir.
Sertoli hiicreleri, aralarinda bulunan baglantilarla bariyer olusturup biiyiik
molekiillerin hiicreler arasindaki bosluga tasinmasinda engelleyici gorev yaparlar.
Buna bagli olarak, spermatogenezin ileri evrelerindeki germ hiicrelerinin, kandaki
zararli maddelerden korunmasi saglanmis olur (Abraham 2012).

Kan testis bariyerinin bazal kompartmaninda spermatogonyumlar, geng
spermatositler (leptoten, zigoten evrelerinde) bulunurken, bu kisimda bulunan
interstisyel damarlarla spermatogenik hiicreler arasinda kismen serbest madde
degisimi saglanmaktadir. Adluminal kompartmanda olgun spermatositler (pakiten
evresi), spermatidler ve sperm hiicreleri bulunur ve bu kompartman madde
aligverisini engeller. Bu kompartmanda bulunan hiicrelerin besin ve diger

maddelerden yararlanmasi Sertoli hiicrelerine bagl olarak gelisim gosterir.
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Bariyerin iist kisminda Sertoli hiicrelerinin yaninda ve {istiinde bulunan
girintilere spermatosit ve spermatidler yerlesmislerdir. Spermatidlerde kuyruk
gelisiminin baslamasiyla Sertoli hiicrelerinin st kisimlarindan ¢ikan sagaklar
seklinde yapilar gozlenir. Sertoli hiicreleri oluklu baglanti ile birbirlerine baglanarak
hiicrelerin kimyasal ve iyonik madde aligverisinin gerceklesmesini saglar ve bu yolla
hiicrelerin iyonik ve kimyasal madde aligverisi saglanir (Abraham 2012).

Kan-testis bariyeri; kandan germinal epiteline zararli madde gecisine engel olur
ve dolasim sirasinda antijenlerin gecisini Onler. Adluminal bolgede bulunan
spermatogenik hiicrelerin immiin sistem etkilerinden korunmasini 6zellikle mayoz
evresinde dis etkilere maruziyetin risk olusturmasi nedeniyle olusan haploid germ
hiicrelerinin canlinin immdiin sistemi tarafindan taninmamasini saglayarak yikimina
engel olur. Boylece canlinin kendi sperm hiicresine karsi otoimmiin cevabin olugmasi
engellenir ve bu durum sayesinde spermatogenik hiicreler spesifik olarak korunma
saglar (Ross ve Pawlina 2018).

Sertoli hiicreleri, insan ve hayvan tiirlerinde lireme ¢ag1 boyunca boliinmezler.
Olumsuz kosullara (enfeksiyon, dengesiz beslenme, X 1sinlarina maruziyet gibi)
kars1 dayanikliligt ve bu kosullara maruziyet sonucunda sag kalim oranlarinin
spermatogenik seri hiicrelerine kiyasla ¢ok daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Memeli hayvanlarda spermatozoonlarin salinimi, Sertoli hiicresinde apikalin
sitoplazmasinda bulunan mikrotiibiil ve mikrofilamentler yardimiyla gerceklesir
(Junqueria ve ark. 2005).

Sertoli ~ hiicrelerinden  salgilanan =~ GDNF  spermatogenez  olayinin
diizenlenmesinde, Okludin TJ bariyeri ile savunma olayinda, TGF3-3 ise kan testis
bariyerinin olusumuyla diizenleme olaylarinda gorev alirlar. Bu proteinlerin

birbirleriyle olan iligkileri ekspresyon seviyelerini de etkilemektedir.
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4.2. GDNF

Approved symbol GDMNF
Approved name glial cell derived neurotrophic factor
Locus type gene with protein product
HGNC ID HGMNC:4232
Aliag symbols ATF1; ATF2; HFB1-GDNF
Alias names " asfroc yte-derived trophic factor "
" ghal cell line derived neurotrophic factor ™
" glial derived neurctrophic factor
Chromosomal location S5p13.2
Gene groups GDMF family ligands
Curator notes Thig locus is encoded by a bicisironic gene

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

Glial hiicre hatt1 kaynakli nérotropik faktor, neurturin (NTN), persephin (PSPN)
ve artemin (ARTN) de igeren biiylime faktorleri ailesine ait bir proteindir. Bu dort
protein, transforme biiyiime faktorii (TGF-P, TGFR3) ile yakindan ilgilidir ve RET
transmembran reseptor tirozin kinazint GFRA yardimci reseptorii araciligryla aktive
ederek biyolojik aktivitelerini sergilerler (Airaksinen ve ark. 2002; He ve ark. 2007).

Bu protein, hiicrenin plazma membranina bir glikosil fosfatidilinositol (GPI)
baglantis1 ile baglanan spesifik GDNF-familya-alfa reseptorlerini (GFRA 1-4)
baglayan bir glikosile edilmis homodimer yapisindadir (Jing 1996; Baloh ve ark.
1997; Masure ve ark. 2000).

Glial hiicre hatt1 kaynakli norotropik faktdr olarak bilinen bu protein ilk defa
merkezi sinir sistemindeki fonksiyonlartyla tanimlanmis olup bir sigan glioma hiicre
hattinin siipernatanindan trofik bir faktor olarak saflastirilmistir (Lin ve ark. 1993).
Yapilan ¢aligmalarla parakrin yolakla baglantili olarak ¢alistig1 tespit edildi. Beyinde
glial hiicrelerin GDNF iiretimi, metabotropik glutamat reseptorlerinin agonistleri
tarafindan gelistirilmistir (Battaglia ve ark. 2009; Di Liberto ve ark. 2011).

Bu protein esas olarak noronlarin kendileri tarafindan tretilir ve pozitif bir geri
besleme mekanizmasiyla hareket eder gibi goriinmektedir (Trupp ve ark. 1997).
GDNF / RET sinyali, hiicre sagkalimi, proliferasyon, diferansiyasyon, migrasyon,

kemotaksis ve dallanma morfogenezisi gibi islemleri diizenler (Costantini 2010).
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Bir pleiotropik faktdr olarak, GDNF, enterik sinir sisteminin olusumu, sinaptik
plastisite, noral krest hiicrelerinin gogii, bobrek olusumu ve fetal germ hiicrelerinin
bakimi dahil olmak iizere bir¢ok gelisimsel siire¢ i¢in esastir (Schuchardt ve ark.
1994; Kramer ve ark. 2007).

Sonug olarak, kiiresel GDNF ve RET nakavt fareler dogumdan kisa bir siire
sonra Olmektedir. Fetal gelisimdeki roliine ek olarak, eriskinlerde GDNF,
dopaminerjik ve motor noronlarin hayatta kalabilmesi i¢in ¢ok énemlidir (Lin ve ark.
1993; Kramer ve ark. 2007).

Parkinson hastaliginin hayvan modellerinde dopaminerjik noronlar1 koruyarak
onardig1 ve ayrica in vivo motor ndronlarinin kurtarilmasini da sagladigi tespit
edilmistir (Drinkut ve ark. 2016; Ruven ve ark. 2018).

GDNF ayrica spermatogenezin diizenlenmesinde ve testis mikro g¢evresinin
olusturulup dengesinin saglamasinda da gorev alir (Meng ve ark. 2001).

Ayrica disi lireme sisteminde folikulogenezde gorevli oldugu tespit edilmistir
(Dole ve ark. 2008). Siganlar iizerinde yapilan bir ¢alismada 4 giinliik disi sican
yavrularinin ovaryumlar1 alinarak GDNF ve biiylime faktorleri kullanimiyla kiiltiire
edilmis ve degerlendirme yapilmistir. Disi iireme sisteminde GDNF, primordial
folikiil gelisimini saglarken follikiilogenez olayinda da hiicreler arasi baglantilarda
gorev almaktadir. Yapilan incelemelerde GDNF ve GFRal primordial follikiillerin
sitoplazmasinda tespit edilmistir (Naughton ve ark. 2006).

Bu protein ve reseptorlerine bagli etki mekanizmasi spermatogenezin farkli
evrelerinde degisiklik gostermektedir (Fouchecourt ve ark. 2006). Bununla ilgili
yapilan c¢alismalarda, 7-8 giinliik sicanlarda GDNF’nin Sertoli hiicrelerinin
diizenlenmesi ile ilgili 6nemli etkisi oldugu tespit edilmistir. GDNF uygun kiiltiir
ortaminda spermatogonya A’nin S-fazina girmesine engel olarak spermatogonyanin

farklilasmasina izin vermemektedir (Naughton ve ark. 2006).
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Sicanlarla yapilan bagka bir caligmada 1-90 giinlik sicanlarda GDNF ve
reseptorlerinin doniisiimiinde gorevli olan faktorlerin post-natal gelisim sirasinda
sigan testisinde lokalize oldugu tespit edilmistir. Farelerde ise bu mekanizmanin
dogum sonrasi testis gelisiminde O6nemli oldugu ancak embriyolojik donemde
bliylime faktorii ve reseptore ihtiya¢ duyulmadigi saptanmistir (Yilmaz ve Hakan
2010).

Testiste GDNF, Sertoli hiicreler ve peritubiiler myoid (PM) hiicreler tarafindan
dretilir (Tadokoro ve ark. 2002; Johnston ve ark. 2011; Chen ve ark. 2016).
GDNF’nin ¢aligma mekanizmasi incelendiginde; FSH etkisiyle Sertoli hiicrelerinden
salgilanma mekanizmas1 GFNF familyasindan olan GFR ol/RET ko-reseptor
faktorleri spermatogonyal hiicrelerin rejenerasyon ya da diferansiyasyon yoniinde
aktive edilmesi hiicre i¢indeki faktorler tarafindan kontrol edilmektedir (Sariola ve
Sarma 2003; Hofmann ve ark. 2008).

Sertoli hiicrelerinde GDNF ekspresyonunu indiikleyen diger faktorler, biiyiime
faktorleri ve fibroblast biiyiime faktorii (FGF2), TNF-a ve(inter Lokin 1) IL1-P,
WNT ailesi proteinleri (Yeh ve ark. 2012) ve 16semi inhibe edici faktor (LIF) gibi
kemokin ve sitokinlerdir (Kanatsu ve ark. 2007). Bu molekiillerin bazilarim tiibiiller
arasindaki interstisyel boslukta yer alan testikiiler makrofajlarin salgiladigi
diistiniilmektedir (Bhushan ve Meinhardt 2017). Bu calismalar PM hiicrelerinin
GDNF iiretiminin in vivo olarak yapabilecegini gostermesine ragmen yapilan in vitro
caligmalar diger faktorlerin de gerekli olabilecegini gostermistir.

Leydig ve PM hiicreleri tarafindan iiretilen Kolon Uyaric1 Faktor 1 (CSF1) ve
FGF2 (Lindsey ve Wilkinson 1996; Lecureuil ve ark. 2002; Ding ve ark. 2011)
oldugu gibi GDNF (Shin ve ark. 2006) varliginda, in vitro ortamda SSC’lerin de
kendi kendini yenilemeyi gelistirerek, Sertoli hiicrelerinde transkriptleri tanimlandi
(Sutton ve ark. 1998; Rao ve ark. 2003). Sertoli hiicrelerinin nisin olusturulmasinda
ve testislerde nis ve SSC sayisinin belirlenmesinde 6nemli bir rol oynadigi kabul

edilmektedir (Artavanis ve ark. 1999).
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Sicanlarda PM hiicreleri tarafindan iiretilen androjen uyarimli bir faktdr olan,
Sertoli hiicre fonksiyonunu modiile eden peritubiiler faktér (PModS) olarak
adlandirilir, transferrin (TRF), ABP, inhibin (Fischer ve Gessler 2007) ve Sertoli
hiicreleri tarafindan diger proteinlerin (Loomes ve ark. 2007; Weber ve ark. 2014)
tiretimini olumlu yonde etkiler.

Ayrica PM hiicrelerinin neuregulin iirettigi, Sertoli hiicrelerinin de bu madde
i¢in reseptorleri eksprese ettigi ve rekombinant neuregulin'in, TRF ve ABP {iretimini
Sertoli hiicreleri tarafindan uyardigi bulunmustur (Lu ve ark. 2003).

Bu hiicreler Insiilin benzeri Biiyiime Faktorii (IGF1) ve FGF2 salgiladiklarinda
Sertoli hiicreleri tarafindan TRF ve ABP iiretimini uyarmaktadir. In vitro olarak
yapilan bu c¢alismalarda uyarim mekanizmasi tespit edilmisken ve SSC’leri in vivo
olarak etkileyen tek faktoriin ise GDNF oldugu tespit edilmistir (Lu ve ark. 2003).

Sertoli hiicreleri ise bu faktorler icin reseptorleri eksprese eder, ancak bu
calismalar sadece normal gen ekspresyon paternlerine sahip olmayan TM4 Sertoli
hiicre ¢izgisi ile in vitro yapilan ¢alismalarda gozlenmistir (Tanwar ve ark. 2010).
Testiste GDNF, SSC'nin kendini yenilemesi i¢in énemli olarak taninmis bir trofik
faktordiir ve bir erkegin yasami boyunca testiste yeterli bir SSC havuzu siirdiiriilmesi
gerekliligi bulunmaktadir (Meng ve ark. 2000; Naughton ve ark. 2006; Kubota ve
ark. 2004). GDNF sinyallemesinin inhibisyonu, SSC’lerin rejenerasyonu igin
replikasyonu azaltir ve farklilagmalarini tesvik eder (Parker ve ark. 2014).

Bu duruma bagh olarak yapilan in vivo ¢alismalarda testiste gézlenen GDNF
eksikligi, kok hiicre rezervinin azalmasina ve infertiliteye yol agmaktadir. GDNF'nin
asir1 immunoreaktivite gostermesi ise spermatogonya birikimine neden olup germ
hiicreli hiperplaziye ve farelerde testis tiimorleri olusumuna neden olmaktadir (Meng
ve Lindahl 2000; Meng ve ark. 2001; Naughton ve Jain 2006).

Diger taraftan yapilan in-vitro ¢alismalar da GDNF eklenen kiiltiir ortamindaki
SSC’lerin proliferasyonunun arttigin1 ortaya koymustur (Kanatsu ve ark.2003;

Hofmann 2005).
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Sonug olarak, temelde GDNF’nin yiiksek seviyeleri SSC’lerde yenilenmeyi,
diisiik seviyeleri ise farklilagsmay1 uyarmaktadir (Yi1lmaz ve Hakan 2010) Bu nedenle,
GDNF'nin pozitif veya negatif olarak diizenleme mekanizmasini anlamak, germ
hiicrelerin homeostazini ve dogurganlik sorunlarini anlamak i¢in esastir (Garcia ve
Parekh 2017).

Bu degisiklikler SSC ve progenitér spermatogonya kaybina ve giderek
olgunlagmis spermatojenik hiicrelerin sirali tiikenmesine neden olup sonunda sadece
somatik olan Sertoli hiicreleri kalmasi ile olugan Sertoli Cell Only (SCO) olarak
tanimlanir (Savitt ve ark. 2012).

Insan ve fare SSC'ler, progenitdr spermatogonisi sayisindaki onemli fark
bulunmasina ragmen, GDNF'nin insan hiicrelerinin diizenlenmesinde 6énemli bir in-
vivo rol oynadig1 hipotezini destekleyen kanitlar vardir. Insanda SSC'ler ile dogrudan
temas halinde olan tek hiicre Sertoli hiicreleri, GDNF mikroRNA'y1 ifade etmekte
(Davidoff ve ark. 2001; Ma ve ark. 2013) ve GDNF reseptoriiniin, GFRA1 ve RET'in
alt birimlerini kodlayan transkriptler, prepubertal insan testislerinden izole edilen
spermatogonide ve obstriiktif azoospermi ile teshis edilen hastalardan elde edilen
spermatogonide de tespit edilebilir (Izadyar ve ark. 2011; Ma ve ark. 2013).

Bu proteinin {retiminin pozitif veya negatif uyaranlarla diizenlenmesi
gerekmektedir. FSH ve sitokinler, Sertoli hiicrelerinde (Tadokoro ve ark. 2002;
Lamberti ve Vicini 2014) GDNF immunoreaktivitesinin pozitif diizenleyicileri
olarak gorev yaparken, NOTCH sinyallemesi ise bir down-regiilasyon mekanizmasi
(Garcia ve ark. 2017) saglamaktadir.

Hipotalamusta  {retilen  gonadotropin  salgilayan  hormon  (GnRH),
spermatogenezin temel diizenleyicisidir. GnRH'nin pulsatil tarzda iiretimi, hipofiz
tarafindan glikoprotein FSH ve LH'nin salimmini uyararak, spermatogenezi
diizenlemek icin testis somatik hiicrelerinde etkili olur. LH, LIT reseptoriinii,
testosteron iiretimini indiikleyen Leydig hiicrelerinin yiizeyine baglar. FSH, Sertoli
hiicrelerinin yiizeyindeki reseptoriine (FSHR) baglanir ve bu hiicrelerin farelerde
dogumdan yaklagik 15 giine kadar ¢ogalmasindan sorumludur (Vergouwen ve

ark.1991; Singh & Handelsman 1996; Baker ve ark.2001).
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Hem FSH hem de LH, Sertoli hiicre biiylimesinin ve farklilagsma faktorlerinin
ekspresyonu yoluyla spermatogenez tizerindeki etkilerini gosterir. Fare testisinde
Sertoli ve PM’nin GDNF immunoreaktivitesi, gonadotropik hipofiz hormonlarimin
(LH ve FSH) ve testosteron seviyelerine bagli olabilir. Ancak bazi ¢alismalarda bu
durum tam olarak ger¢eklesmemektedir (Tadokoro ve ark. 2002; Simon ve ark. 2007;
Tanaka ve ark.2016). GDNF immunoreaktivitesinin FSH ile artis gdstermesi hormon
varliginda kiiltiirlenen olgunlasmamis primer Sertoli hiicrelerinin kullanildig1 kisa
siireli in vitro ¢alismalarla desteklenmistir (Tadokoro ve ark. 2002; Ding ve ark.
2011; Lamberti ve Vicini 2014).

Bu protein, mikroRNA ekspresyonunda oOnemli bir azalma ve proliferatif
hiicrelerde niikleer antijen ekspresyonu ile dlgiildiigii gibi, bu farelerin testislerinde
farklilagsmamis spermlerin proliferasyonunun azaldigini da gosterdi.

Bu diislisiin nedeni ilk caligmalarda FSH'deki azalmaya baglansa da LH ve
testosteron iiretimini de baskilayan GnRH antagonistinin, ayn1 zamanda myoid hiicre
kaynakli GDNF immunoreaktivitesini azalttig1 bilinmiyordu. Ek olarak, FSHb-
nakavt farelerin fertil olmalar1 (Kumar ve ark. 1997) bu hormonun GDNF iiretimi
i¢in yonetici olmadigin1 gostermektedir.

Germ hiicre nakil ¢aligmalar ile elde edilen veriler bu farelerde SSC gelisiminin
onemli 6l¢iide bozulmadigini ortaya koydu (Tanaka ve ark. 2016) ancak FSHb
kaybini sadece PM hiicreleri tarafindan saglanan GDNF'nin telafi etmesinin miimkiin
oldugu sonucuna ulasildi (Chen ve ark. 2014, 2016).

Kazang ve fonksiyon kayb1 modelleri kullanarak, yapilan incelemelerde Sertoli
hiicrelerinde NOTCH sinyalinin germ hiicre homeostazi i¢in ¢ok 6nemli olabilecegi
gosterilmistir. Fetal gonadda asir1t NOTCH aktivitesi, prenatal germ hiicrelerinin
kaybmma neden olurken, NOTCH sinyali olmayan Sertoli hiicrelerinin normal
goriindiigii, ancak farklilagmamis spermatogonya bakimi ve proliferasyonu icin

GDNF' nin agir1 ifade edildigi gosterilmistir (Garcia ve ark. 2013;2014).
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Bunun tersine, NOTCHI1'i asir1 eksprese eden Sertoli hiicrelerinde, GDNF
(Garcia ve ark. 2014) net bir sekilde down-regiile olmustur. Bu etkilere muhtemelen
mikroRNA seviyesindeki NOTCH aktivasyonu ile ters iliskili goriinen GDNF
immunoreaktivitesi seviyelerindeki degisiklikler neden olmaktadir. Ancak yine de,
NOTCH sinyal aktivitesi ile GDNF immunoreaktivitesinin inhibisyonu arasinda
kesin bir baglanti tam olarak agiklanmamustir.

Yapilan bir ¢alismada Sertoli hiicreleri tarafindan GDNF {iretiminin kanonik
NOTCH sinyal yolunun diizenleyici kontrolii altinda oldugunu ve NOTCH hedef
proteinlerinin HES1 ve HEY 1'in GDNF immunoreaktivitesini dogrudan bastirdigina
dair kanit saglanmistir (Thomas ve Garcia 2017). Ayrica, NOTCH ligand JAGl'in,
NOTCH sinyallemesinin ana aktivatorii oldugunu ve bu hiicrelerin, kok hiicre
nisindeki NOTCH sinyallemesinin ve GDNF modiilasyonunun aktivasyonuna
katilmasini saglayarak, diger germ hiicrelerine kiyasla farklilasmamig spermlerin
eksprese edildigini gostermistir.

Bu deneylerin sonuglari, insanda erkek infertilitesinde GDNF’nin potansiyel bir
rol oynadigi, Obstriiktif olmayan azospermi teshisi konan bazi1 erkeklerin
testislerinde, GDNF sinyalizasyonun gegici olarak inhibe edilmesine maruz kalmis
farelerdeki gozlemlere benzer SCO histolojik fenotipi gosterdigi tespit edildi. Bu
benzerlik SCO testislerinde bulunan insan Sertoli hiicrelerinin normal testislerde
oldugundan ¢ok daha az GDNF firetildigi varsayimina yol agmistir (Singh ve ark.
2017).
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4.3. OKLUDIN

Approved symbol OCLN
Approved name octludin
Locus type gene with protein product
HGNC ID HGNC:5104
Alias symbols PPPIR11S

Alias names " tight junciion protein occludin Th4 minus "
" phosphatase 1, regulatory subunit 115 ™
Chromozomal location Sqi32

Gene groups Protein phosphatase 1 regulatory subunits
Tetraspan junctional complex superfamily
MARVWEL domain containing

(http://www.genenames.org/cgi-bin/gene _symbol_report?hgnc Erisim Tarihi:30.07.2019)

Hiicreler aras1i baglantilardan birisi olan siki  baglanti kompleksi (TJ)
molekiilleri, okludin ve klaudin olmak {izere iki transmembran proteininden
olusmaktadir. Klaudin ve okludin hiicrenin aktin iskeletine Zonula Okludens (ZO)
proteinleri ile baglanmaktadir. ZO proteinlerinin {i¢ tipi bulunmaktadir.

Lateral membranlarin en apikal kisminda yer alarak hiicrelerin apikal ylizeyini
bir kemer gibi kesintisiz olarak sarar. Apikal ve bazolateral yiizeyleri birbirinden
ayirir. Paraselliiler yol ile iyonlarin ve suda ¢dzlinen molekiillerin difiizyonunu
diizenleyen protein6z bir tika¢ olusturur. Basit epitelyal hiicreler ve endotelyal
hiicrelerde 1y1 gelistirilmistir ve bariyer (kan-beyin, kan-BOS, kan-testis,hava-kan
gibi...) olusumunda TJ’lerle birlikte gorev alir.

Epitel tabaka olgunlastiginda, akiskanligi kontrol etmek ve akist durdurmak igin
iyi gelismis Tl'lere sahiptir. TJ'ler, Tutundurucu Baglanti(AJ)’ya ozgii bitisik
hiicreler arasinda olusur, paraseliiler akima kars1 yar1 gecirgen engeller olusturarak
korur ve hiicre polaritesinin korunmasina katkida bulunur. Bulunan ilk transmembran
TJ proteini olan okludin dahil olmak iizere TJ'lerde (Anderson ve Van 2009) 40'in

tizerinde protein tanimlanmistir (Furuse ve ark. 1993).
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Okludin nakavt farelerin bagirsak gegirgenliginde herhangi bir artis gézlenmese
de bu hayvanlarda infertilite, beslenme yetersizligi, beyin kalsifikasyonu olmak tizere
bariyer disregiilasyonu ile uyumlu kompleks fenotiplerin karmasi ortaya ¢ikmistir
(Saitou ve ark 2000; Schulzke ve ark. 2005). Bariyer olusumu ve islev bozuklugunun
cesitli hastaliklarda (Schmitz ve ark 1999; Morgan ve ark 2014) 6nemine ragmen,
bariyer olgunlasmasina yol agan olaylar dizisi tam olarak karakterize edilememistir.
Yapilan ¢aligmalarda normal bariyer olgunlagsmasi i¢in boyut kiigiiltiicli proliferasyon
veya hiicre dolgusu gerekliligi gosterilmekte ve bu siiregte TJ proteinlerinden
okludinin rolii 6nemli olmaktadir. Baz1 c¢alismalarda da okludinin sentrozomlarda
bulunmasi ile fosforilasyona bagimli bir sekilde biiylime kontrolilne ve hiicre
dongiisii ilerlemesine (Runkle ve ark. 2005) katkida bulunurken, epitelyal
kanserlerde ise (Gonzalez ve ark. 2007; Runkle ve Mu 2013) degistigini ve bir timor
baskilayict olarak islev gorebilecegi de yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Wang ve
Mandell 2005).

Siki baglantilarda bulunan okludin, ~ 60 kDa agirliginda olup iki yaninda
sitoplazmik N ve C terminal uglarini tagiyan entegral plazma membran proteinidir
(Balda ve ark. 1996,Chen ve ark. 1997) TJ'ler, ¢oklu biitlinleyici zar proteinleri
olarak bilinir. Okludin, Klaudins, birlesimsel yapigsma molekiilleri (JAM) ve ZO'lar
(Ebnet ve ark. 2004 ; Feldman ve ark. 2005)gibi iliskili birka¢ c¢evresel protein
igerir.( Koval 2006 ; Kaitu'U ve ark. 2007; Tarullive ark. 2008; Hejmej ve ark. 2012 )
Bu yapilar epitelyal ve endotelyal hiicreler arasinda yer alan, ¢ogalma, gog,
farklilasma ve ayrica immiin tepkinin diizenlenmesinde, sinyal iletiminde rol
oynayan 6nemli fonksiyonel protein kompleksleridir (Junhe ve ark. 2018).

Okludin, TJ ile birlikte bariyer ve savunma fonksiyonlarinda da gorev alir
(Furuse ve ark. 1996; McCarthy ve ark. 1996; Tsukita ve ark. 2001; Yu ve ark. 2005)
TJ'ler hiicreler arasindaki baglantiy1 saglayip kan-testis bariyerinin (BTB) olusumuna
katilarak germ hiicrelerinin mayozu ve olgunlagmasi i¢in 6zel ve korumali bir ortam

yaratir (Dym ve Fawcett, 1970; Maddocks ve Setchell, 1990; Tsukitave ark. 2001).
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Yapilan ¢aligmalar okludin'in ¢oklu hiicresel proteinlerle iligkili oldugunu ve
cesitli sinyal yolaklar1 ile modiile edilebilecegini 6ne siirmektedir (Barrios ve ark.
2005; Feldman ve ark. 2005; NusSi¢an ve ark. 2000; Seth ve ark. 2007).

Bu yolaklar apoptozu, sinyal iletimini, hiicre biiylimesini, ¢ogalmasin1 ve
iyilesmedeki diger kritik faktorleri etkilemektedir. Bu sonuglar ayrica Okludin'in
yara iyilesmesi siirecinde de dnemli bir rol oynayabilecegini gostermektedir.

Okludin, GTPaz sinyallemesi i¢in bir baslangi¢ reseptorii olarak islev goriir ve
fosforilasyonun artisiyla, TJ gecirgenligi azalir (Harhaj ve ark. 2004) Ayrica gog
eden hiicrelerin 6n kenarinda lokalize oldugunu ve yonlii hiicre gocilinii diizenledigi
de tespit edilmistir (Dan Du ve ark. 2010).

Siklofosfamid’in ~ Sertoli  hiicrelerinin  protein  ekspresyonunu  bozarak
spermatogenezi bozabilecegi sonucuna varilmistir (Yuanchao ve ark. 2017)
Okludin'in sik1 kavsaklarin 6nemli bir bileseni oldugu ve erkek fertilitesinde 6nemli
bir rol oynadigi iyi bilinmektedir. Erkek sican testikiiler Okludin fonksiyonunun
baskilanmasi in vivo germ hiicrelerinin kaybiyla sonuglanir (Saitou ve ark. 2000;
Chung ve ark. 2001). Baska bir ¢alismada ise Sertoli hiicrelerinde yapilan 1s1l islemle
TJ iliskili molekiilii Okludin'in anlamli sekilde azaldig: bildirilmistir (Chen ve ark.
2008).

Bagka bir calismada da in vitro ortamda; TJ bariyerinde gorev alan Okludin’in,
TGF- B3 etkisiyle ekspresyonunun azalmasina bagli olarak bariyerde bozulma ve

Sertoli hiicrelerinde tikanma gozlenebilir (Lui ve ark. 2001).
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4.4.TGF-p3

Approved symbol TGFB3
Approved name transforming growth factor beta 3
Locus type gene with protein product
HGNC ID HGMNC: 11769
Previous symbols ARNDT; ARNVD

Previous names " arrhythmcgenic right ventricular dysplasia 1
" transforming growth factor, beta 3"
Alias names " prepro-transforming growth factor beta-3
Chromosomal location 1424

Gene groups Transforming growth factor beta family

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

TGF siiper ailesi; TGF- B, aktivinler, inhibinler, BMP’ler, AMH, biiyiime ve
farklilasma faktorleri (GDF) ve GDNF gibi birkag¢ peptid hormonundan olusur (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 molekiilii 1, 2 ve 3'li iceren li¢ TGF-B tespit edilmistir. TGF-$

(~25 kDa), her biri ~12 kDa'nin iki 6zdes alt biriminden olusan homodimerlerdir
(Roberts ve Sporn 1990).

Smad proteinleri ile TGF-p sinyalizasyonunun gergeklestigi diisiiniilmektedir.
Smad’lar, 42-65 kDa agirliginda tek zincirli sinyalleme proteinleridir. Memelilerde,
farkli biyolojik ve yapisal 6zelliklerine gore li¢ kategoriye ayrilabilecek sekiz Smad
tanimlanmistir: Reseptor-aktif (Smadl, 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- ve aktivin reseptorleri
tarafindan aktiflestirilebilir (Eppert ve ark. 1996; Macias ve ark. 1996; Chen ve
arkadaslar1 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'dir.
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In situ hibridizasyon ve immiinohistokimya ile yapilan ¢alismalar, mayotik germ
hiicrelerinde Smad2'yi (TGF-B icin bir R-Smad) tanimlamis, ancak fare testisinde
mayotik germ hiicrelerini, Sertoli hiicrelerini ve Leydig hiicrelerini tanimlamamustir
(Wang ve Zhao 1999).

Yine de testiste spermatogenez sirasinda TGF-B Smad protein yolu tarafindan
hangi hiicresel etkilerin diizenlendigi tam olarak bilinmemektedir. Smad aracili
sinyalizasyon yolunun yani sira, ii¢ grup mitojen ile aktive olmus protein kinaz
(MAPK), okaryotik hiicrelerde TGF-§ tarafindan aktive edilebilir. Bunlar arasinda
c-Jun N terminal kinaz (JNK), p38 MAPK ve hiicre dis1 sinyal regiile kinazlar 1 ve 2
(ERK1 ve ERK?2) bulunmaktadir (Hartsough ve Mulder 1995; Vojtek ve Cooper
1995; Atfi ve ark. 1997; Liberati ve ark. 1999; Zhou ve ark.1999).

Testiste, germ hiicre apoptozi, p38 MAP kinaz aktivasyonu yoluyla 1s1 gibi
stresle indiiklenebilir (Kojima ve arkadaglar1 2001). Yapilan bir ¢alisma, TGF-B3'iin,
Okludin ve ZO-1'in (Lui ve ark. 2001) ekspresyonunu baskilayarak in vitro ortamda
Sertoli hiicresi TJ gecirgenlik bariyerinin montajin1 ve bakimini bozabilecegini
gostermistir Ayrica, bu TGF-B3'lin Sertoli TJ bariyeri lizerindeki etkisine, p38 MAP
kinaz yolagi aracilik etmistir. Bu gozlemler, bu in vitro ¢alismalar in vivo olarak
cogaltilabiliyorsa, TGF-B3 ilavesinin gergekten de in vivo kan-testis bariyerini
(BTB) bozdugunu, testiste sitokin fonksiyonunun bozulmasini etkili bir sekilde
engelleyebilecegini gostermektedir. BTB, bazal laminaya yakin seminifer epitelinin
bazal bolmesindeki Sertoli hiicreleri arasinda TJ'ler tarafindan olusturulur,
spermatogenez olaymin neredeyse tamamini, spermatogonya'nin mitotik aktivitesi ve
B tipi spermatogonya'nin preleptoten ve leptoten spermatositlerine doniisiimii gibi
olaylar1 sistemik dolasimdan ayirir (Dym ve Cavicchia 1977, 1978; Setchell 1980;
Cheng ve Mruk 2002).

Kan testis bariyeri ayrica lenfositlerin adluminal boéliime girmesini ve hiicre
polaritesini kabul etmeyen bir immiinolojik engel olarak da islev goriir (Dym ve
Fawcett 1970; Setchell 1980; Cheng ve Mruk 2002). Yapilan ¢alismalar BTB'yi
olusturan testislerde ii¢ simif integral membran proteini tanimlamistir. Bunlar
arasinda Okludin,klaudin ve JAM bulunur (Cheng ve Mruk 2002). Okludin ve
klaudin, dort transmembran bdlgeye sahip proteinlerdir ve TJ islevselligini saglayan
TJ fibrillerinin yap1 taslaridir (Cereijido ve ark. 2000; Tsukita ve Furuse 2000; Cheng
ve Mruk 2002).
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Birlesik yapigsma proteinlerinin  homotipik hiicre-hiicre etkilesimlerini
kolaylagtirdigt (Martin ve ark 1998) ayni zamanda inflamatuar yanit sirasinda
TJ'lerde nétrofillerin transepitelyal gogiinii de kolaylastirdig: bildirilmistir (Ozaki ve
ark. 1999).

Kan-testis bariyerinin diizenlenmesinde TNF-a (tiimor nekroz faktorii) ve TGF-
B3 oOnemli rol oynayan sitokinlerdir. Bu sitokinler, siki kavsaklarin ve bazal
ektoplazmik  farklilasmalarin, yapisal proteinlerin, proteazlarin, proteaz
inhibitorlerinin ve seminifer epitelindeki diger hiicre dis1 proteinlerin (kollajen gibi)
homeostazin1 belirler. Bu baglamda, hem Sertoli hem de germ hiicreleri tarafindan
tiretilen bir sitokin olan TNF-a'nin, (Skinner, 1993) ayrica proteazlarin ve proteaz
inhibitorlerinin homeostazisini bozmadaki etkileri vasitasiyla, in vitro olan Sertoli
hiicre TJ fonksiyonunu da bozabilecegine dikkat etmek Onemlidir. TJ bdlgesine
bitisik Ekstraseliiler matriks(ECM)’de, sirastyla Sertoli hiicresi TJ fonksiyonunu
diizenleyen integrin / ILK/ SAPK/ JNK sinyal yolunu kullanir (Siu ve ark.
2003).Deneysel ¢alismalarda Interlokin 1 Beta (IL-1B) veya TNF-o uygulamasimin
kan-testis  bariyeri biitlinliiglinli bozdugu gosterilmistir (Wong ve ark.
2005).Spermatozoa ilerleyici  hareketliligini de Onemli Olgiide azalttig
belgelenmistir. Kan-testis bariyer fonksiyonunu etkileyen faktorler testikiiler hasara
ve erkekte infertiliteye neden olabilir. Kan-testis bariyeri, germ hiicrelerinin gelisimi
ve olgunlagmasi i¢in 6zel bir mikro ortam yaratir. Anatomik yapisina bagl olarak bu
bariyer, siki kavsaklar Sertoli hiicre degisikliklerine izin vermek i¢in (agilma,
kapanma) adapte olarak yeniden yapilanma ge¢irir. Kavsaklarin biitiinligi
bozulmadigi i¢in islevler agisindan degisiklik gozlenmez. Bariyer fonksiyonunun ve
biitiinliiglinlin bozulmasi toksik maddeler etkisiyle testis hasar1 ve infertiliteye neden

olur (Cheng ve ark. 2012; Mital ve ark. 2011).
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Bu protein, TJ fonksiyonunun bozulmasinin yani sira BTB'yi gegemeyen germ
hiicrelerinin apoptoza ugramasina ve spermatogenezin bozulmasma yol agtig1
bilinmektedir. Eger TGF-B3 fonksiyonu engellenirse BTB’deki preleptoten ve
leptoten spermatositlerinin girisi ger¢ceklesmez ve bazalden adluminal bolgeye dogru
ilerler, spermatogenez bloke edilmis olur (Russell 1977). Bu blokaj sonucunda
hipotalamus-hipofiz-testikiiler baglantisi bozulmadan erkek dogum kontrolii
gergeklestirilebilir. Ayrica son ¢alismalar, ECM'nin, homeostazi sitokinler tarafindan
diizenlenmis olan testiste TJ dinamiginin diizenlenmesinde énemli bir rol oynadigin
gostermistir.

Omegin, kollajen fonksiyonunda bir bozulma ve TNF-o gibi sitokinler
tarafindan diizenlenen metaloproteazlar ve TIMP'lerin bir degisimi yoluyla ECM'nin
homeostazinda bir degisiklik, Sertoli hiicresi TJ bariyerini etkili bir sekilde bozabilir
(Siu ve ark. 2003). TGF-B3, testiste spermatogenezi, Leydig hiicre steroidogenesisi,
Leydig hiicre DNA sentezini de modiile ettigi, ECM sentezi ve testis gelisimini
iceren ¢oklu fizyolojik fonksiyonlar1 diizenlemektedir. Bu durum BTB’nin ag¢ilma-
kapanma olaylarinin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigini goéstermektedir.
Buna bagli olarak spermatositlerin, BTB boyunca, seminifer epitel dongiisiiniin
evrelerinde gegisini diizenler (Yee Lui ve ark. 2003).

Bu protein, Sertoli-germ hiicre etkilesimleri ile spermatogenik hiicre
farklilagmasinda rol oynar. Ozellikle ergenlik doneminde spermiogenezis ve
spermiasyonun baslangicinda gorev alir (Mullaney ve Skinner 1993).

Calismalar TGF-B3"in Sertoli hiicresi TJ dinamiginin énemli bir diizenleyicisi
oldugunu gostermesine ragmen, bu g¢aligmalar biiylik dl¢iide in vitrodur, in vivo
olanlarin ise fizyolojik dnemi korunmaya devam etmektedir (Yee Lui ve ark. 2003).

Testislerdeki TJ'ler, testiste ekstraseliiler matriksin (ECM) degistirilmis bir
formu olan bazal membrana en yakin konumlandirilmistir (Dym 1994). Testislerdeki
TJler ve baglanti kavsaklar1 diger epitellerden farklidir. Bu TJ'ler hemen hiicre-
hiicre aktin bazli adherens kavsaklar1 ve hiicre-hiicre ara filaman bazli desmozom

benzeri kavsaklar tarafindan devam eder (Cheng ve Mruk 2002).
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Yine de, diger epitelyumlarda bulunan TJ'ler, temel zardan uzaktadir (Farquhar
ve Palade 1963). BTB'nin seminifer epitelyumu i¢indeki bu farkli ortami, germ hiicre
gelisimi i¢in 6zel bir mikro ¢evre yaratir. Yapilan bazi g¢alismalar, TJ'lerin
birlestirildigi sirada, Sertoli hiicre kiiltiirlerinde TGF-f2 ve -B3'te onemli bir diisiis
oldugunu gostermistir. Ayrica, bu kiiltiirlerde rekombinant TGF-B2 ve TGF-B3
eklenmesi durumunda, Sertoli hiicresi -TJ gecirgenlik bariyerini doza bagli olarak
etki eder ve tersine cevirebilir. In vitro ortamda yapilan ¢alismalarda rekombinant
TGF-B3"in eklenmesiyle TJ gecirgenlik bariyerini bozabilecegi, Sertoli hiicre siki
baglantilarinda bozulma, Sertoli hiicrelerinde tikanmaya neden olabilecegi, hedef
proteinleri olan ZO-1, okludin ve klaudin-11’in protein seviyelerinde bir diisiis
gbzlendigi tespit edilmistir (Lui ve ark. 2001, 2003).

Immunoblotting teknikler kullanilarak, TGF-B3 kaynakli TJ bozulmasi, fosfo-
p38 MAPK proteini seviyesinde artisa neden olmazken, fosfo-JNK ve fosfo-ERK
seviyesini indiikler (Lui ve ark. 2003). Bu durum da TGF-B3'{in p-38 MAP kinaz
yolu tizerinden TJ bariyeri lizerindeki inhibitdr etkilerine aracilik ettigini ileri
stirmektedir. TGF-B3, TJ fonksiyonunun bozulmasinin yanm sira BTB'yi gecemeyen
germ hiicrelerinin apoptoza ugramasina ve spermatogenezin bozulmasina yol acar.
Germ hiicre apoptozunu diizenleyerek seminifer epitelindeki spermatogonya gibi
primordial germ hiicre sayisini belirler.

Son gozlemler ayrica, TGF-B3'lin, transkripsiyon sonrasi ve translasyon sonrasi
modiilasyon yoluyla birlesimsel yapigsma molekiilii-B ekspresyonunu énemli dl¢ilide
azalttigin1 ve kan-testis bariyeri ve apikal ektoplazmik farklilagmalarin bozulmasina
yol agtigin1 gostermistir (Zhang ve Lui 2014). Benzer sekilde, kan-testis bariyerinin
bozulmasina neden olan lipopolisakkarit uygulamasi, siganlarda sperm sayisinda ve
spermatozoa motilitesinde belirgin bir azalma ile iliskilendirilmistir (Abd-Allah ve

ark. 2009).
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Yapilan bu c¢alismalar sonug olarak TGF-B3'in, seminifer epitelinde 6nemli bir
sitokin oldugunu agik¢a goOstermekte ve kan testis bariyerinin agilma-kapanma
olaylarinin ~ diizenlenmesinde rol oynayabilmektedir. Bu da BTB'deki
spermatositlerin hareketini diizenler. BTB boyunca bu hiicre hareketi olayinin
spermatogenezin tamamlanmasi i¢in gereklidir (Kretser ve Kerr 1994; Cheng ve
Mruk 2002). TGF-P’larin testiste TJ dinamiklerini diizenledigi gosterilmistir.
Yapilan ¢alismalar, aym1 zamanda, TJ dinamiginin diizenlenmesinde Sertoli
hiicrelerindeki hiicre i¢i fosfoprotein igerigini belirleyen fosfataz ve kinazlarin roliinii
de igerdigini belirtmektedir (Li ve ark. 2000; Cheng ve Mruk 2002).

Testislerde bulunan hiicrelerin tirettigi ve gerceklestirdikleri olaylar ile hiicreler
arast baglantiy1 saglayan gorevli proteinler (GDNF, Okludin, TGF-[33)
bulunmaktadir. Bunun yani sira non-coding olarak gorev yapan mikroRNA
ekspresyonu gelisim asamasina bagli olarak degisim gdstermektedir. mikroRNA
ekspresyonu testisteki hiicre tiplerine bagli olarak degisiklik gOsterir.
mikroRNA’larin spermatogenez bozuklugunda up-regiile olarak diizenlendigi

gbzlenmistir.
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4.5. MiKRORNA

Gen ekspresyonu diizenlenmesi, proliferasyon, diferansiyasyon, hiicre dongiisii
diizenlemeleri, apoptoz, tiimdr olusumu, hormonlarin sekresyonu ve metabolizma
faaliyetlerinde temel gorev alan, protein kodlamasinda gorev almayan ~ 22
niikleotitten olusan kii¢ciik RNA molekiilleri olarak bilinirler (Bassett ve ark. 2014).

Transkripsiyon mekanizmasiyla farkli olaylar iizerinde de modiile edici etkisi
vardir. Hedef mRNA'nin 3’ucuna (3'UTR) baglanarak translasyonu inhibe ederken
mRNA bozunumununda da indiikleyici gen ekspresyonunda post-transkripsiyon
diizenleyicileri olarak gorev alirlar (Wang ve ark. 2016).

MikroRNA'lar ilk olarak 19901 yillarda Caenorhabditis elegans (yuvarlak
solucan tiirii) ‘da kesfedilmistir (Lee ve ark. 1993). Ancak biyolojik islevlerinin
incelenerek anlasilabilmesi solucanlarda, sineklerde ve memelilerde bir dizi endojen
mikroRNA  bulunana kadar  gerceklesememistir.  Yapilan  calismalarda,
mikroRNA'larin kok hiicre farklilagmasi, (Tay ve ark. 2008) sinyal iletimi, (Ma’ayan
ve ark. 2005) gelisimsel diizenleme (Boehm M ve ark. 2005) ve hastaliklarda (Hebert
ve ark. 2008; Volinia S 2006) dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik siire¢lerde dnemli
diizenleyici rollere sahip olduklari tespit edilmistir. Daha sonra yapilan ¢aligmalarda
mikroRNA’larin ~ farkli  hedef genleri diizenleyebildigi, 2.000'den fazla
mikroRNA'nin insanda gorev aldigi miRBase v19.0'da kayith oldugu tespit
edilmistir. mikroRNA’larin islevleri ve hedefledigi genler baz1 hiicre ve dokularda
net olarak bilinmemekle birlikte gelisim asamalarina 6zgii spesifik mikroRNA’larin
da oldugu bilinmektedir (Kuwabara ve ark. 2011). MikroRNA'lar, translasyonu
inhibe etmek ve bozulmayi indiiklemek i¢in mesajct RNA (mRNA) ile eslestirilerek
gen ifadesini diizenler. mikroRNA'lar ilk 6nce pre-mikroRNA'lar elde etmek i¢in ve
daha sonra olgun mikroRNA'lar haline gelmek i¢in olusturulan pri-mikroRNA'lar

olarak kopyalanir (Ha ve ark. 2014).
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MikroRNA  biyosentezi ve DICERI mutasyonlart mikroRNA'larin,
proliferasyonun, olgunlagmanin, kan-testis bariyerinin ve seminifer epitel
dongiisiinlin asamalarmin kontrolii de dahil olmak {izere Sertoli hiicrelerin'de bir¢ok
onemli fonksiyon gelistirdigi gosterilmistir (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 tarafindan iiretilen,
19-23 niikleotit uzunlugunda, kiigiik kodlayicit olmayan bir RNA tiiriidiir. Spesifik
hedef hiicrelerde, mikroRNA'lar, hedef genlerin ekspresyonunu baskilayan ve bu
nedenle metabolik hiicre fonksiyonunu kontrol eden c¢esitli mRNA molekiillerine
baglanir. Dahasi, mikroRNA'larin ifadeleri, doku ve gelisim asamalarina 6zgiidiir.
Memeli spermatogenezinde mikroRNA'lar, germ hiicrelerinin gelisimi ve
dogurganliginin kontroliinde ¢ok 6nemlidir. Bu baglamda, farkli DICER1 kosullu
nakavt fareleri modelleri, germ hiicre gelisiminin spesifik asamalarinda,
transkripsiyonel adimlar1 diizenleyen mikroRNA'larin 6nemini ortaya c¢ikarmistir.
DICERI, prospermatogonya veya spermatogonyada engellendiginde,
spermatogenezin ii¢ faz1 boyunca ciddi basarisizliklar gézlenmistir (Bartel 2004; Ha
ve Kim 2014).

Ayrica, farelerde Dicerl'in Sertoli hiicrelerinden kosullu silinmesi,
spermatogenezin pargalanmasi, seminifer epitelinin ¢ok tabakali yapisinin kayb,
apoptozun yiiksek insidansi ve seminifer tiibiil sayisinin azalmas1 da gdézlenmistir.
Ayrica, Dicer'in Sertoli hiicreleri'nden ablasyonu, GDNF, KIT tirozin kinaz reseptorii
i¢in ligand (KITL), Mannosidaz alfa sinifi 2A {iyesi 2 (MAN2A2) ve (Wilms tiimor
1 proteini) WTI1 gibi sperrmatogenezde Onemli rolleri olan genlerin down-
regiilasyonu ile sonu¢lanmistir (Papaioannou ve ark. 2009). Bunun yani sira, Sertoli
hiicre-Dicer geninden yoksun olan testislerde ayrica SOD-1 proteininin asir1
sentezlenmesi (Cu / An-siiperoksit dismutaz) ve sonu¢ olarak oksidatif hasarlarin
artmasi, yogun apoptoz ve testikiiler dejenerasyona neden oldu. Bazi kanitlar ise
testikiiler SC tlimdrlerinin DICER'de hotspot mutasyonlarina sahip olmadigini
gostermektedir (Papaioannou ve ark.2011).

Infertilite fenotipleri ile iliskili spermatogenez olayinda mikroRNA, déngiiniin
farkli asamalarindaki ekspresyonu, mikroRNA'larin supresyonu yoluyla koordine

edilen bir dizi benzersiz gen tarafindan diizenlenir.
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Cogunlukla farelerde ve domuz gibi diger hayvan modellerinde yapilan birkag
calisma, mikroRNA'larin spermatogenezin gelisiminde, diizenlenmesinde gorev
aldigim1 ve bunlarin ifadelerinin degistirilmesinin iireme anormalliklerine neden
olacagini agikc¢a gostermektedir. (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 c¢esitli mikroRNA'lar bulunur. Bu durum
mikroRNA’larin organlardan veya dokulardan yapisal olarak salindiklarini gosterir.
Organ veya dokular ilaglar tarafindan zarar gordiikten sonra, organa &zgl
mikroRNA'lar hepatotoksisite durumunda oldugu gibi plazmada artabilir (Lewis ve
ark. 2011). Bununla birlikte, bu calismanin sonuglari, kiiciik miktarlarda sizan
mikroRNA'lar nedeniyle hasar gormiis testislerden mikroRNA'larin sizintisinin
meydana gelmedigini veya dolasim seviyeleri lizerinde ¢ok az etkisi oldugunu
gostermistir, bir molekiiliin germinal epitelden kana sizip sizmadigin1 belirlemede
kan-testis bariyer biitiinliigiiniin 6nemli bir faktér oldugunu 6ne siirdii (Elkin ve ark.
2010). Bir mikroRNA'nin molekiiler agirligi, 15 kDa'dan (yaklasik 5 ila 8 kDa) daha
azdir. Bununla birlikte dolasimdaki mikroRNA'lar bir eksozom i¢inde paketlenir
veya proteinlere baglanir (Zhang ve ark. 2015). Bu nedenle, kan testis bariyeri, bu
Testis Hipertermisi (TH) modelinde mikroRNA'larin dolasima sizmasini
engelleyecektir. TH tedavisinin kan testis bariyerinin biitlinligiinii bozmadig1
bildirilmistir (Turner ve ark. 1996). Alternatif olarak, mikroRNA'larin testislerden
sizmasi, karaciger, kalp veya gastrointestinal sistem gibi diger biiylik organlara
kiyasla boyutlart kiigiik oldugu i¢in dolasimdaki seviyeler {lizerinde ¢ok az etkiye
sahip olabilir.

Gen ekspresyonunu transkripsiyonel olarak diizenlemekle gorevli protein
kodlamayan mikroRNA’larin dengeli bir bicimde plazma ve serumda tespit
edilebilmekte (Tsatsanis ve ark. 2015) olup, profil incelemesi yapilarak molekiiler
teshis i¢in biyobelirte¢ olarak gérev yapabilme imkani sunar. Serum, idrar, tiikiirtik
ve folikiiler siv1 gibi biyolojik sivilarda (Roth ve ark. 2014) tanimlandigindan beri
ozellikle kanser, lireme sistemi ve infertiliteye neden olan hastaliklarin non invaziv
yontemle arastirilmasinda ve belirlenmesinde rahatlikla kullanilabilmektedir. Bu
durumda dokuya ya da hiicreye 6zgii mikroRNA’nin incelenmesi ile hasta bireylerin

daha kisa zamanda tespiti i¢in kolaylik saglar (Hanrieder ve ark. 2007).
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Bu bilgilere ragmen serumda farkli dokularin ve hiicrelerin bilesenlerini
icerdiginden dolayr serumda bulunan mikroRNA'larin kararli olup niikleaz
aktivitesine diren¢li olduklar1 i¢in hastaliga 6zgii oldugunu tespit etmek zordur
(Serensen ve ark. 2014). Hiicrelerden viicut sivilarina salinip protein ya da lipid
komplekslerinde kararli halde kalarak nicellestirilebilmelerine ragmen serum ve
plazmadaki enzimatik inhibitorlerden, diisiik RNA igeriginden, hemoliz ve diger
hiicre kontaminasyonlarindan dolayr mevcut teknolojileri kullanmak dolasimdaki
mikroRNA ifadelerinin normallestirilmesi yetersiz kalmaktadir (Ioannidis ve
Donadeu 2016). Biyolojik sivilarda kolayca incelenebilmesinden 6tiirii umut verici
olan sirkiilasyonlu mikroRNA'larin plazma ya da serumda klinik olarak kullanilmas1

icin 6nemli olan hassasiyetle ol¢giilmesi gerekliligidir (Gebremedhn ve ark. 2016).

4.5.1. miR 34- Ailesi:

Symbol JEEGHTTRES)

DELe Tl Aus musculis miR-34b stem-loop

LU ETTE MIPFOO00039; mir-24

Literature X
search 208 open 3ccess papers mention mmu-mir-34b

1234 sentencas)

Symbol JESAITEE
el s musculus miR-34¢ stem-loop
[0 £ MIPFO000039; mir-34

Literature
search 228 open access papers mention mmu-mir-34c

1 (1397 sentences)

Stem-loop

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

MikroRNA-34 ailesi, evrimsel olarak omurgalilarda tespit edilmis ve birbiriyle
gorev bakimindan iligkili li¢ ¢esidi vardir: mir-34a/b/c. Yapilan calismalar mir-34
ailesinin hiicre dongiisiiniin diizenlenmesinde, yaslanma ve hiicre oliimlerinde gen
ekspresyonunun diizenleyicileri olarak gorev yaptigini kanitlamistir.

MikroRNA-34 ailesi genellikle, hiicre proliferasyonunu ve hiicre donglisi
ilerlemesini  onkojenik hedefleri susturmak suretiyle kontrol eden timor

baskilayicilar olarak kabul edilmistir (Agostini ve Knight 2014).

51


http://www.mirbase.org/

Diger kanitlar ise mir-34 ailesinin spermatogenez ve sperm motilitesinde de
onemli bir role sahip oldugunu gostermektedir (Bouhallier ve ark. 2010; Wu ve ark.
2014).

MikroRNA'lar mir-34 ailesi, baslica insan onkogen MYC'sini ve BCL-2, E2F
ailesi, CDK4, Yin Yang 1 (YY1) ve MET2 gibi onkogenezde yer alan diger 6nemli
genleri hedef alan tiimdr baskilayicilardan olusur (Kong ve ark. 2008; Wang ve ark.
2014).

MiR-34 ailesi genellikle tiimorlerde down-regiile olur. Bunun tersine, mir-34
seviyelerinin artmasi, kanser hiicresi c¢ogalmasinin baskilanmasi ve apoptozun
indiiklenmesiyle sonuglanir.

MikroRNA'lar genellikle gen ekspresyonunu, transkripsiyonel baski ve hedef
mRNA'nin  bozulmast ile diizenler. MiR-34a'nin  mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonda rol oynayabilecegi ve ATP igerigini diizenleyebilecegi goriilmiistiir.
Dolasimdaki endotel hiicrelerinde, mir-34a'nin asir1 ifadesi, sitokromu hedefleyerek
mitokondriyal oksidatif fosforilasyonu ve ATP iiretimini azaltabilir. MiR-34 ailesinin
spermatogenez olayindaki rolii in vivo olarak netlik kazanmamistir. MiR-34a ile
yapilan bir ¢alismada, mir-34 ailesinin, CRISPR/Cas9 sistemi kullanilarak tretilen
mir-34a homozigot nakavt zebra baligi kullanilarak, spermatogenezdeki fonksiyonel
rolleri arastirildi (Guo ve ark. 2017).

miR34a, zebrafish'te gsk3a'y1r hedefleyerek sperm motilitesini diizenleyebilecegi
diisiiniilerek yapilan bir calismada gsk3a -/- farelerinde ATP seviyeleri diisiik oldugu
icin sperm motilite parametreleri arasinda bir iligki oldugu Onerilmistir (Wenjie ve
ark. 2017).

mir-34c, SSC’lerin bulundugu kisimda az miktarda eksprese edilirken
spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde yiiksek oranda eksprese edilir (Bouhallier ve
ark. 2010). Primer spermatositlerde mir-34c'nin inhibisyonu, germ hiicrelerini

testosteron eksikligine bagli olarak apoptozdan korur (Liang ve ark. 2012).
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Astenozoospermik veya oligoastenozoospermik hastalardan alinan testiste
yapilan  incelemeler  sonucunda  mir-34c-5p’nin  ekspresyon  seviyesi
normozoospermik erkeklerdekinden farkliydi (Wang ve ark. 2011). Bu ¢alismada,
mir-34c-5p'nin down-regiilasyonu, Karbon Iyon Radyasyonu (CIR) maruziyetinden
sonra spermatogenik hiicrelerin proliferasyonunu ve indiiklenen apoptozu dnlemistir.
MiR-34b ve c'nin kodlama DNA dizileri birbirine bitisik oldugu i¢in ayni birincil
transkriptinden islendigi diisiiniilmektedir (He ve ark. 2007).

MikroRNA-34b/c ifadesi iizerinde etki eden transkripsiyon faktorlerini
aragtirirken, mir-34b'ye baglanan proteinleri tanimlamak i¢in, yaklasik 400 DNA-
baglayic1 proteinin UCSC Genom Tarayict (genome.ucsc.edu) ChIP-sq verileri
kullanilarak, yapilan ¢alismada saptanan proteinler CTCF, Myb, Sp1, FOXO3a, E2F,
API1 ve p53'tir (Li ve ark. 2018).

Yiiksek mir-34c ekspresyonunun anti-timor etkileri ile iligkili oldugu
diisiiniilerek yapilan ¢alismalarda, Akt yolunun kanserlerde siklikla aktive edildigi
ama timoOr supresanin mir-34 ailesinin ekspresyonu {izerindeki etkisi
bildirilmemigtir. Akt yolunun tiimor baskilayici mir-34'liin ekspresyonunda rol
oynayabilecegi diisiiniilerek yapilan ¢aligmada WT-Akt eksprese eden hiicrelerde
SAE2 artmig mir-34c seviyelerinin diistiigli gozlenmis (Roy ve ark. 2012; Di Martino
ve ark. 2012), kontrol grubu hiicreleri ve mutant Akt-K276R / E278A eksprese eden
hiicrelerde gozlenmemistir. Bu veriler Akt SUMOylation'in mir-34b/c ifadesinde yer
aldigim1 gostermektedir.

MikroRNA-34 ailesi, hiicre siklusu, diferansiyasyon ve apoptoz yollarinda
calisan c-Myc ve diger proteinlerin ekspresyonunu baskilamaktadir. Bununla uyumlu
olarak, mir-34 c¢ok ¢esitli tiimor tiplerinde down- regiile oldugu tespit edilmistir. Bu
calismada, SAE2 veya Ubc9 ekspresyonunun artmis olan mir-34b/c ifadesini
baskiladigin1 ve SAE2 veya Ubc9'un demonte edilmesinin ise mir-34b/c ifadesini
arttirdigt  saptanmistir. Bu durum, Akt aracii FOXO3a fosforilasyonu ve
SUMOylation etkisinin mir-34b/c ifadesine 6zgii oldugunu diislindiirmektedir (Li ve

ark. 2018).
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MikroRNA'lar dogurganlik olayinda énemli olarak bilinmektedir. mir-34b/c ve
miR-449 molekiillerinin ¢ift inaktivasyonu, sperm {iretimi ve motilitesinde azalmaya
bagli olarak erkek infertilitesi ile sonu¢lanmaktadir. MikroRNA biyogenezine katilan
enzimlerin kosullu delesyonlar1 (Dicerl veya Dgcr8) primordiyal iireme hiicresi
gelisimini engelleyebilir ve spermatogenez ve sperm olgunlasmasinda da etkili
olabilir (Hayashi K ve ark. 2008; Maatouk ve ark. 2008; Bjorkgren ve ark. 2014).

MikroRNA'larin spermatogenezdeki cesitli hiicresel siireglerdeki
transkripsiyonel kontroliinde 1iyi bilinen 6neminden dolayl, deregiile edilen
mikroRNA'larin erkek infertilitesinde biyobelirtecler olarak kullanilabilecegi
onerilmektedir. Buna bagl olarak karigik atrofi (MA) ve spermatosit agamasinda
(GA) germ hiicre aresti gibi durumlarla teshis edilen infertil erkeklerde
mikroRNA'larin ekspresyon profilleri karsilastirildi. Normal spermatogenez grubuna
kiyasla, en yiiksek ifade edilen mikroRNA'lar arasinda hsamir-34b, hsa-mir- 34c-5p
gibi mikroRNA’lar da tespit edildi. Subfertil astenozoospermik, oligozoospermik ve
oligoastenozoospermik erkeklerden alinan seminal plazma ve sperm orneklerinde ise
mikroRNA'larin ¢ogunda down- regiile oldugu bildirilmistir (Tang ve ark. 2016;
Noveski ve ark. 2016).

Farelerde testis, mir-34 kiimelenmesinin Sertoli ve germ hiicrelerinde eksprese
oldugu bildirilmistir. mir-34c’de olusan fonksiyon kaybi, BCL-2/BAX'da anlamli bir
artisa neden olmustur. B-hiicre lenfomas1 2 germ hiicre apoptozunu in vivo olarak
onlemekte ve mir-34c'nin ise fare testisinde pro-apoptotik bir faktor olarak rol
oynayabilecegini gostermektedir (Liang ve ark. 2012).

Farkl1 olarak mir-449 ve mir-34, apoptozu indiikleyen ve farede hiicre dongiisii
ilerlemesinde tesvik edici olarak gorev yapan E2f (E2 faktorii), retinoblastoma
yolaginda bulunan hedef genleri diizenlemektedir. Farkl: testislere ait histopatolojik
kosullar1 gbsteren infertil erkeklerde, bu mikroRNA'larin spesifik hedefleri heniiz net
olarak bilinmese de yapilan analizler, hedef genlerin c¢ogu apoptoz, hiicre
proliferasyonu ve diferansiyasyonda gorev aldigin1 gostermektedir. Bu hedef genler,
nonobstriiktif azospermi erkeklerde testikiiler dokuda yiliksek oranda eksprese

edilmektedir (Bao ve ark. 2012).
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Yapilan ¢aligmalar, mikroRNA'larin analizi, SCOS testisindeki birkag¢ deregiile
edilmis gen ile TRAIL (tlimor nekroz faktor iliskili apoptoz indiikleyen ligand) yolak
sinyali ile iliskisi oldugunu gostermektedir (Grataroli ve ark. 2004; Falschlehner ve
ark. 2007). TRAIL proteini insanda ve kemirgenlerin testislerinde eksprese edilen ve
germ hiicresi homeostazinda, spermatogenezi korumak icin gorevli olan sinyal
molekiilidiir. Testikiiler disfonksiyonu olanlarda TRAIL yolaginin aktivasyonunu
gostererek reseptorlerini kodlayan TNFSF10 (timoér nekrozis faktdr) geninin
ekspresyonu, SCOS hastalarinda belirgin sekilde up-regiile olmustur (Grataroli ve
ark. 2002, 2004; Celik ve ark. 2013). mikroRNA'lar, hiicre dongiisii proteinlerinin
gen regiilasyonunda gorev alan transkripsiyon faktorlerinin modiile edilmesinde
gorev alan Sertoli hiicre proliferasyonunda da diizenlenme olayinda énemli oldugunu
gostermistir. mikroRNA'lar Sertoli hiicrelerin'de tanimlanmis olsa bile farkli genleri
hedeflemesine ragmen, gorevleri benzer olan bagka hiicre tiplerinde de
tanimlanmiglardir.

MikroRNA-34b, mir-34c-5p ve miR-449a germ hiicre farklilagsmasi ve
sagkaliminda gorev alan, spermatogenez i¢cin énemli mikroRNA’lardir (Wu ve ark.
2014).

Farelerde Sertoli hiicrelerinde tretilen mikroRNA'larin {iretiminde bir
mikroRNA Dicer kosullu nakavt (KO), infertilite ile sonu¢lanmig bu durum da
mikroRNA'larin spermatogenez i¢in 6nemli oldugunu gostermektedir (Papaioannou
ve ark. 2009) Farelerde mir-34b/c ve miR-449'un c¢ift KO's1 spermatogenezde
bozulma ile sonuglandi (Wu ve ark. 2014). Bu 6zellikler ve sonuglar caligmalar i¢in
mikroRNA'larin testikiiler toksisite i¢in biyobelirtecler olarak kullanilmasinin
temelini olusturmus, toksisite mekanizmalar1 ve insanlarda potansiyel translasyonel

biyobelirtegleri aragtirmak adina rol oynamastir.
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Bu mikroRNA'lar arasinda, mir-34c ve miR-449a'nin farelerde spermatogenezde
onemli gorevi oldugu bildirilmistir (Wu ve ark. 2014). mir-34/449 ailesinin,
spermatogenez sirasinda mayotik hiicrelerde testiste eksprese oldugu bildirilmektedir
(Smorag ve ark. 2012). Ayrica miR-449 null erkek farelerde mir-34b/c'nin up-
reglilasyonu ile normal spermatogenez olaymi gosterdigi bilinmektedir. Yapilan
caligmalar, mir-34c i¢in apoptoz ve hiicre proliferasyon siireclerine dahil oldugu ileri

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

4.6. SIKLOFOSFAMID

Sekil 8. Siklofosfamid molekiiler yapis1 ((Jones ve ark.1996)

FORMULU:C7H15C1:N2O2P

Siklofosfamid (CP) kemoterapotik olarak kullanilan ve bagisiklik sistemini
baskilamada gorevli bir ilagtir. Lenfoma, multip] miyelom, ldsemi, yumurtalik
kanseri, meme kanseri, kii¢iik hiicreli akciger kanseri, noroblastom ve sarkoma gibi
hastaliklarda tedavi etme amaciyla kullanilir. Immiin supresdr olarak, nefrotik
sendromda, polianjiti olan graniilomatozis ve diger durumlarda organ nakli

sonrasinda da kullanilir. Oral veya damar yoluyla enjeksiyon ile aliir (Pagnoux

2016).
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Kanser kontrolsiiz hiicre boliinmesi olarak bilinir. Normal hiicrelerde benzer
olan hiicrelerin birbirine temasi ile boliinme inhibe edilerek durdurulur. Kanserde
hiicreler bu yetenegini kaybeder ve hiicre boliinmesi kontrol mekanizmasinda sorun
yasanir. Kemoterapi tedavisinin kanser hiicrelerinde etkili olma mekanizmas1 kanser
hiicrelerinin boliinme yetenenegini durdurarak gercgeklesir. Siklofosfamid alkilleyici
ajan olarak gorev yapar ve hiicrenin dinlenme asamasi en aktif oldugu donemde
DNA replikasyonu ve RNA olusumunu interfere ederek hiicrenin apoptoza gitmesine
de neden olabilirler.

Kemoterapi hizli boliinen tim hiicreleri 6ldiirir. Buna bagli olarak kullanim
sirasinda yan etkileri arasinda diisiik akyuvar sayisi, istah kaybi, kusma, sag
dokiilmesi ve mesane kanamalari, olas1 kanser riski, infertilite, alerjik reaksiyonlar ve
pulmoner fibrozis bulunur. Siklofosfamid kadinlarda erken menopoz riskini, erkekte
ve kadinda infertilite riskini 6nemli oranda arttirir. Kadinlarda leuprorelin kullanima,
erken menopoz ve infertilite risklerini azaltabilir (Periti ve ark. 2002).

Siklofosfamid, adaptif immiinoterapide yararli immiinomodiilatér etkilere neden
olur. Bu mekanizmada; Gen¢ T diizenleyici hiicrelerin (CD4 + CD25 + T
hiicrelerinin) yok edilmesi, Tip I IFN'ler gibi T hiicresi biiyiime faktorlerinin
uyarilmasi, immiinolojik bir nig alaninin olusturulmasiyla, uyarict olarak transfer
edilen tiimor reaktif efektor T hiicrelerinin giliclendirilerek asilanmasi gerceklesir. Bu
nedenle, alict konakgilarin (donér T hiicreleri i¢in) 6n kosullandirilmasi, geng
konaklarda bagisikligin arttirilmas: ve uyarict T hiicresi immiinoterapi rejimlerinin
yant sira, aktif agilama stratejileri ile objektif antitiimor bagisikliginin uyarilmasi i¢in
kullanilmistir  (Sistigu  ve ark. 2011). Yapilan c¢alismalar siklofosfamidin,
kromozomal sapmalari, kardes kromatid degisimini ve insan hiicrelerinde in vitro
DNA hasarmi indiikledigini belirtir. In vitro caligmalarda ise kemirgen hiicrelerinde
morfolojik transformasyon, kromozomal sapmalar, kardes kromatid degisimi,
mutasyon ve programlanmamis DNA sentezini indiiklemistir. Siklofosfamidin

farelerde bobrek, karaciger ve akciger DNA'sina baglandig tespit edildi.
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In vivo ¢alismalarda ise baskin dliimciil, kromozomal sapmalar, mikroniikleus,
kardes kromatid degisimi, mutasyonlar ve DNA hasarini indiiklemistir.
Drosophila’da, bu anaploid, kalitsal translokasyonlari, somatik ve cinsiyete bagh
resesif Oldiirlicli mutasyonlar neden olmustur. Siklofosfamid uygulanan hastalarda,
artmis kromozomal anormallik insidans1 ve periferik lenfositlerde ve kemik iliginde
kardes kromatid degisimi gézlendi (IARC, 1987).

Siklofosfamidin ana etkisi metabolit fosforamid hardalidir. Bu metabolit, sadece
disik ALDH (Aldehid Dehidrogenaz) seviyesine sahip hiicrelerde olusur.
Fosforamid hardali, DNA guanin N-7 pozisyonlarinda DNA zincirleri arasinda ve
icinde DNA capraz baglari olusturur. Bu durum geri doniisiimsiizdiir ve apoptozise

neden olmaktadir (Hall ve Tilby 1992).
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Scheme 10.5 ® Metabolic and chemical activation of cyclophosphamide.

Sekil 9. Siklofosfamid kimyasal mekanizmas1 (Beale ve Block 2011).
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Apoptoz, kromatin yogunlagsmasi, pargalanmasi ve hiicre pargalanmasi ile
karakterize aktif bir hiicre 6liim stirecidir (Kerr ve ark. 1972).

Siklofosfamid hizli boliinen hiicrelerde etkili oldugu icin erkeklerde testis ya da
germ hiicrelerine etki ederek kalic1 hasara neden olabilir. CP uygulanan farelerde;
testiste morfolojik, histolojik farkliliklar gézlenmistir. Seminifer tiibiillerin epitelinde
dokiilmelerin oldugu, epitel kalinliginda azalma, tiibiil ¢ap1 ve biiyiikliigiiniin
azalmasi1 gozlenen morfolojik degisikliklerdendir.

Doza bagli olarak Sertoli hiicrelerinin zarar gérmesi, sperm motilitesi ya da
spermlerin yapisal Ozelliklerinde de farkliliklar olusabilir. Spermatogenik seride
hiicre maturasyonu sirasinda arest durumunun gozlenmesi ise germ hiicre sayisinin
azalmasina neden olarak hiicrelerin apoptoza gittigi gdzlenmistir.

Immunohistokimyasal incelemelerde ise GDNF, okludin ve TGF-133 antikorlar
ile olusturulan tepkiler incelendiginde; CP’nin olusturdugu hasara bagli olarak;
GDNF ve Okludin eksprese edilmesinin azaldigi TGF-33’{in ise artig gosterdigi
tespit edilmistir.

Bu molekiillerin kan testis bariyerinde bulunup hiicreler arast baglanti
molekiilleri oldugu bilinmesine bagli olarak CP, testisleri fizyolojik olarak da
etkilemektedir. Bariyer fonksiyonunun ve biitlinliigiiniin bozulmas1 toksik maddeler
etkisiyle testis hasar1 ve infertiliteye neden olur. qPCR caligmalarinda; doku
ornekleri ile yapilan ¢aligmalarda mikroRNA ifadelerinin degisiklik gosterdigi mir
34-b ve mir34-c’nin saglikli dokulara gore ekspresyonunda anlamli azalmalar oldugu
gozlenmistir.

Kemoterapétik ilaglara ve radyasyona karsi hassasiyeti yiiksek olan hiicreler
farklilasan spermatogonya hiicreleridir.Bu hiicrelerin 6liimii spermatogenik seride
hiicrelerin sayisinda ve olgunlagsmasinda azalmaya bagli olarak azospermi ve

infertiliteye neden olabilir.
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4.7. TESTIS HASTALIKLARI

4.7.1. Azospermia

Kanser tedavisinde kullanilan kemoterapi ve radyoterapi, erkek hastalarda uzun
stireli veya kalict gonadal toksisiteye neden olabilir. Bu durumda germinal epitel
hasari, Leydig hiicrelerinde fonksiyon bozukluklari, kan testis bariyerinin
zedelenmesi, maturasyonda arest durumu ve sperm fonksiyonunun &zelliklerinde
olumsuz etkilenme gozlenebilir.

Spermlerde motilite kaybi, morfolojik anormallikler, bas ve kuyrugun yapisi,
say1l degisimi gozlenebilir (Meistrich ve ark. 1992; Gandini ve ark. 2006). Diisiik
dozda aliman kemoterapik ajanlarin bile farklilasan spermleri 6ldiirmesi nedeniyle,
tedaviden sonra da sperm sayisinda azalma gozlenebilir.

Sperm {iretiminin geri kazanilmasi, spermatogonyal kok hiicrelerin hayatta
kalmasimna ve farklilasma yeteneklerine baglidir. Indiiklenen azosperminin siiresi ve
kalicilig1 sitotoksik ajanin ve dozun yapisiyla iliskilidir (Meistrich ve ark. 2005).
Testis hasarinin tespiti i¢in mikroRNA'larin ekspresyon analizi, teshis ve prognostik
amaclar i¢in kulanilmaktadir.

Semen oOrneklerinin toplanmasinin basit ve tekrarlanabilir olmasi nedeniyle,
seminal plazmada kolaylikla test edilebilen biyobelirteclerin tanimlanmasi,
spermatojenik yetmezligin tanisinda O6nemli bir rol oynar. mikroRNA'lar, erken
donem erkek germ hiicre proliferasyonu ve fonksiyonel sperm olusturmak icin
gereklidir (Hayashi ve ark. 2008; Maatouk ve ark. 2008). MikroRNA'larin
ekspresyon seviyeleri, primordial germ hiicrelerinde ve germ hatt1 kdk hiicrelerinde
somatik hiicrelerdeki seviyelerle karsilagtirildiginda ytiksektir (Buchold ve ark. 2010)

ve birka¢g mikroRNA'nin ekspresyonu gelisim asamasina bagli gibi goriinmektedir.
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Yiiksek konsantrasyonlarda mikroRNA, sperm RNA'sindan daha kolay izole
edilir ve 6zellikle azospermi hastalarinda, kalitsal germline mutasyonlarin1 taramak
icin iyi bir yontem olabilir. mikroRNA ayrica spermatojenik yetmezlikte bir
biyobelirte¢ olarak da testikiiler biyopsi ile iliskili olas1 dezavantajlarin iistesinden

gelebilir (Meistrich ve ark. 2009).
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5. GEREC VE YONTEM

Calisma icin Manisa Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma ve
Uygulama Merkezi Laboratuarlarindan alinan 18 adet geng eriskin Balb/c erkek
fareler, Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi hayvan deneyleri yerel etik kurulu
karariyla kullanildi. Fareler 3 giin boyunca adaptasyon i¢in herhangi bir saglik
problemi belirtisine kars1 bekletildi. Calisma boyunca hayvanlar stabil kosullar olan
22 OC sicaklik, %30-70 nem, aydinlik/karanlik dongiisii 12/12 saat tutuldu. Kuru

pelletler ve ¢esme suyu ile serbest beslenmeleri saglandi.
5.1. HISTOLOJIK DEGERLENDIRME

Saglikl1 fareler rastgele 3 gruba ayrilarak (n:18) deney grubuna 5 giin boyunca
giinde bir kez 100 mg/kg CP intraperitoneal olarak enjekte edildi. Sham grubu
farelerine ise ayni dozda giinde bir kez serum fizyolojik enjekte edildi. Kontrol
grubuna ait farelere ise higbir islem uygulanmayarak normal kosullarda yasamasi
saglandi. Tiim gruplara ait fareler, son enjeksiyondan 24 saat sonra genel anestezi
altinda 10 mg/kg ksilazin ve 75 mg/kg Ketamin ile 6tenazileri yapildiktan sonra

testis ve kan Ornekleri alindi.

5.1.1. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Parafin Doku Takibi

Histokimyasal ve immiinohistokimyasal yollarla yapilacak degerlendirmeler i¢in
alinan testis dokular biitiin halde Bouin sollisyonuna alinarak 48 saat fikse edildi.
Fiksatif miktar1, dokularin 10 kati olacak sekilde ayarlanarak uygulamasi yapildi.
Fiksasyon sonrasinda, doku Ornekleri %70 alkol ile sar1 renk kayboluncaya kadar
yikand1 ve daha sonra derecesi giderek artan etil alkol serileri ile dehidratasyon

uygulamasi yapildi.
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Iki kez ksilen degisimi ile seffaflastirma islemi yapilip, parafinle muamele

edildikten sonra gomiildii (Tablo 1).

Tablo 1. Testis Takip Protokolii

A.TESPIT
BOUIN SOLUSYONU 48 SAAT
%70 ALKOL ile sar1 renk kayboluncaya kadar yikama

B. DEHIDRATASYON 1 GECE
%70 ALKOL
%70 ALKOL 1 SAAT
%70 ALKOL 1 SAAT
%70 ALKOL 1 SAAT
%80 ALKOL 1 SAAT
%100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT
%100 ABSOLU ALKOL 1 SAAT

ALKOL- KSILEN(1:1) 2 SAAT
C.SEFFAFLASTIRMA

KSILEN 1 GECE

KSILEN 1 SAAT
D.INFILTRASYON KSILEN - PARAFIN(1:1)  1SAAT
PARAFIN 3 SAAT

PARAFIN 1 GECE

E.GOMME PARAFIN

5.1.2. Histokimyasal Boyama

Elde edilen parafin bloklardan Rotary mikrotom (RM 2135, Leica) aracilig ile
Sum kalinliginda alinan kesitler polilizin ile kapli lamlara aktarilarak Hematoksilen-
Eosin boyamasi ile boyandi Kesitler 1 gece 60°C’lik etlivde birakilarak
deparafinizasyon islemi yapildi. Daha sonra kimyasal deparafinizasyon 30’ar dakika

iki degisim ksilene tabi tutularak uygulandi.
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Ardindan rehidratasyon islemi icin derecesi %95’den %60’a azalan alkol
serilerinden gegirilen kesitler 5 dakika akar su altinda yikandi. Kesitlerin 5 dakika
Hematoksilen soliisyonu ile boyanmasinin ardindan, fazla boyanin dokudan
uzaklagtirilmasi i¢in 5 dakika akar suda yikandi.

Kesitler diferansiyasyon islemi i¢in asit-alkol soliisyonunda 1-2 saniye tutuldu.
Daha sonra 2 dakika Eozin soliisyonu ile boyandi.

Ayni sekilde 5 dakika akar su altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla %80 ve
%95’lik alkol serilerinden gegirilip havada kurutulan kesitler seffaflagtirma amaciyla
30’ar dakika iki degisim ksilende tutuldu. Entellan kullanilarak lamelle kapatildi
(Tablo 2).

Tablo 2. Histokimyasal Boyama Protokolii

ISLEM KULLANILAN MADDE SURE
Deparafinizasyon 56 °C Etiivde 1 Gece
Ksilen 1 Saat
Rehidratasyon %96’k Etil Alkol 2 Dakika
%380’lik Etil Alkol 2 Dakika
%70’lik Etil Alkol 2 Dakika
%60’k Etil Alkol 2 Dakika
Yikama Akar su 5 Dakika
Boyama Hematoksilen 3 Dakika
Yikama Akar su 5 Dakika
Diferansiyasyon Asit-alkol 1 saniye
Yikama Akar su 5 Dakika
Boyama Eozin 2 Dakika
Yikama Akar su 5 Dakika
Dehidratasyon %380’lik Etil Alkol 1 Dakika
%96’k Etil Alkol 1 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 1 Saat
Kapama Entellan

Isik mikroskobunda (Olympus X-40) incelenerek gruplar arasindaki farkliliklar

degerlendirildi, fotograf ¢cekimi yapildi.
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H&E boyamasi sonrasinda elde edilen kesitler modifiye Johnsen testis biyopsisi

skorlama yontemine gore degerlendirildi ve skorlandi.(Tablo 3)

5.1.3. Johnsen Skoru

Kontrol, sham ve siklofosfamid uygulamasi yapilan hayvan gruplarindan (3
grup, n:6 her biri) elde edilen testis kesitlerinde Hematoksilen&Eosin ile boyali
preperatlar iizerinde her birinden rastgele secilen 10 alan iizerinden 100 hiicre
tizerinde degerlendirme yaparak skorlama yontemi ile degerlendirme Johnsen

Skorlamasi’na gore yapildi.

Tablo 3. Johnsen Skoru

Skor 10  Tiibiillerde tam spermatogenezis ile birlikte c¢ok sayida
spermatozoon vardir. Tiibiil epiteli diizenli bir kalinhkta organize
olmustur ve tiibiil liimeni agiktir.

Skor 9 Bir ¢ok spermatozoon vardir ancak, tiibiiler epitel iyi organize
olmamistir ve liimende tikamikhk vardir.

Skor 8 Kesitlerde az sayida spermatozoon (< 5-10) vardir.

Skor 7 Kesitlerde hi¢ spermatozoon yoktur ama ¢ok sayida spermatid
gozlenir.

Skor 6 Kesitlerde hi¢ spermatozoon yoktur ve az sayida (< 5-10)
spermatid gozlenir.

Skor 5 Kesitlerde hi¢ spermatozoon ve spermatid yoktur ancak c¢ok
sayida spermatosit vardir.

Skor 4 Kesitlerde hi¢ spermatozoon ve spermatid yoktur ve az sayida
spermatosit vardir

Skor 3 Goriilebilen tek germ hiicresi spermatogoniumlardir.

Skor 2 Tiibiillerde hi¢ germ hiicresi yoktur, yalmizca Sertoli hiicreleri
goriilebilir.

Skor 1 Tiibiillerde hi¢ hiicre goriilmez

(Ning Qu ve ark. 2019)
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Bu degerlendirmede; Seminifer tliblil yapisi, tiibiillerin ¢ap1, liimenin
degerlendirilmesi (liimendeki hiicre ¢esidi ve sayilar1) , germinal epitelin yiiksekligi,
spermatogenik hiicrelerin olusum diizeni, hiicre ¢esitleri ve sayilarina gére yapilan bu
degerlendirmede her bir kesitte 10 tiibiil degerlendirilerek yapilan islemde 1°den 10’a
kadar sayisal deger verilerek skorlanmistir. Isik mikroskobunda (Olympus X-40)
incelenerek gruplar arasindaki farkliliklar degerlendirildi, fotograf c¢ekimi yapildi
(Resim 1-2-3).

5.1.4. Indirekt Immiinohistokimya Boyamasi

Aliman kesitlere immunohistokimyasal boyama uygulamasi Avidin-Biyotin
Peroksidaz Y&ntemi uygulandi. Uygulama igin bir gece 60 °C ’lik etiivde tutulduktan
sonra, 30’ar dakika iki sefer degisim yapilarak ksilen ile deparafinizasyon islemi
gerceklestirildi ve %95°ten %60’°a dogru azalan derecede alkol serileri ile
rehidratasyon yapilarak distile suda 5 dakika bekletildi. Tripsin(TSS155, ScyTek-
%0,5°1ik) soliisyonu i¢inde 37 °C etiivde 15 dakika tutulan kesitlere, doku endojen
peroksidazini inhibe etmek amaciyla 5 dk %3’lik H>O> (1.08597.2500, Merck)
uygulandi. 3 defa 5’er dakika fosfat tampon soliisyonu (PBS- 00-3002, Invitrogen)
ile yikanan kesitler bloklama amaciyla 1 saat bloklama solusyonu ile muamele edildi.
Bloklama solusyonu dokudan uzaklastirildiktan sonra primer antikorlar Okludin (bs-
1495R, Bioussa) , GDNF (bs-1024R, Bioussa), TGF[3-3(bs-4538R, Bioussa) ile bir
gece inkiibe edildi. Ertesi giin tampon soliisyonu ile 3 defa yikanan kesitler, anti-
mouse biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz ikincil antikoru ile 30’ar dakika
boyand1. Yine li¢ defa 5’er dakika tampon solusyonu ile yikanan kesitler, olusturulan
immunohistokimyasal ~ reaksiyonun  gOrlinilirliiglini ~ saptamak  amaciyla
DAB(ACK125, SkyTek) ile 5 dk boyandi. Mayers Hematoksilen HMM999, ScyTek)
ile boyamas1 saglandiktan sonra distile su ile 10 dk yikanan Kkesitler

entellan(107961.0500, Merck) ile kapatildi (Tablo 4).
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H-skor 6l¢iimii, gruplardaki hayvanlardan alinan doku kesitlerinden elde edilen
preperatlar {izerinde rastgele segilen 10 alanda sayillan 100 hiicre iizerinde
degerlendirme yapildi. Boyanmanin siddetine gore olarak O-boyanma yok, 1-az
boyanma, 2- orta boyanma, 3-cok boyanma olarak skorlandi.Bu sonuglar istatistiksel

olarak degerlendirildi ve tablo10’da gdsterildi.
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Tablo 4. Immunohistokimya boyama protokolii

ISLEM

Deparafinizasyon

Rehidratasyon

Yikama

Permeabilizasyon
Yikama

Endojen Peroksidaz
Inhibasyonu

Yikama

Inkiibasyon

Yikama

Yikama

immiinoreaktivite
Artalan Boyama

Dehidratasyon

Seffaflagtirma

Kapama

KULLANILAN MADDE
60°C Etiivde

Ksilen

Ksilen

%96’k Etil Alkol

%80’lik Etil Alkol

%70’lik Etil Alkol

%60’k Etil Alkol

Distile su

Fosfat Tampon Soliisyonu
(PBS)

%0,5’1lik Tripsin Soliisyonu
Fosfat Tampon Soliisyonu
(PBS)

%3’liik Hidrojen Peroksit
(H202)

Fosfat Tampon Soliisyonu
(PBS)

Bloklama Soliisyonu

Primer Antikor

Fosfat Tampon Soliisyonu

(PBS)
Sekonder Antikor
(Biotinle isaretlenmis

hidrojen peroksidaz)

Fosfat Tampon Soliisyonu
(PBS)

Streptavidin
Diaminobenzidine (DAB)
Mayer’s hematoksilen
%380’lik Etil Alkol

%96’k Etil Alkol

Ksilen

Entellan

SURE

1 Gece

1 Saat

1 Saat

2 Dakika

2 Dakika

2 Dakika

2 Dakika
10 Dakika
3xS Dakika

37°C de 10 dakika
3x5 Dakika

5 Dakika

3x5 Dakika

1 saat

18 saat +4°C’de

3x5 Dakika

30 Dakika

3x5 Dakika

30 Dakika
5 Dakika

1 Dakika
1 Dakika
1 Saat

68



5.1.4. Tunel Analizi

Apoptotik hiicre Oliimiiniin belirlenmesinde Terminal Transferase dUTP Nick
End Labeling (TUNEL-Millipore LOT: 2869035) boyama yontemi kullanildi. Alinan
5 um’lik seri kesitler, deparafinizasyon i¢in 1 gece 60°C etiivde bekletildikten sonra
iki kez ksilen ile muamele edildi. Rehidratasyon i¢in, azalan etil alkol serilerinden
(%96-80-70-60) gegirildi. Ardindan distile su ile 10 dakika yikandi.

Fosfat tampon soliisyonu (PBS- 00-3002, Invitrogen) ile iic defa 5’er dakika
yikandiktan sonra 1/500 oraninda PBS ile diliie edilen 20pg/ml Proteinaz-K 37°C’de
15 dakika uygulandi. PBS ile 5’er dakika {i¢ kez yikamay takiben 5 dakika %3’liik
hidrojen peroksit(1.08597.2500, Merck) uygulamasindan sonra yeniden 5’er dakika 3
kez PBS ile oda 1sisinda yikandi. Ornekler 5 dakika Equilibration buffer ile oda
1s1sinda tutulduktan sonra TdT-enzimi ile nemli atmosferik ortamda 37°C’de 60
dakika plastik lameller kesitleri kapatacak sekilde bekletildi. Siirenin ardindan Stop
Wash Buffer ile 10 dakika bekletildikten sonra Antidioksigenin Peroksidaz
Konjugati ile 30 dakika muamele edilen 6rnekler 5’er dakika ii¢ kez PBS ile yikandi.
Ardindan DAB (Diaminobenzidin ACK125, SkyTek) ile boyama yapilarak, birkag
kez distile su ile yikandi. Artalan boyamasi Mayer’s Hematoksilen (HMM999,
ScyTek) ile yapildi (Tablo 5).

Gruplardaki hayvanlarin testis dokularindan alinan kesitlerden olusturulan
preperatlar iizerinde rastgele segilen 10 alanda 100 hiicre iizerinde degerlendirme
yaparak TUNEL pozitif hiicreler saptandi ve sonuglar istatiksel olarak
degerlendirildi.
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Tablo 5. Tunel Protokoli

ISLEM

Deparafinizasyon

Rehidratasyon

Yikama

Permeabilizasyon

Yikama

Endojen Peroksidaz

Inhibasyonu

Yikama

Inkiibasyon

Yikama

Yikama

Immiinoreaktivite

Artalan Boyama

Dehidratasyon

KULLANILAN
MADDE

60°C Etiivde

Ksilen

Ksilen

%96’k Etil Alkol
%380’k Etil Alkol

% 70’lik Etil Alkol
%60’k Etil Alkol
Distile su

Fosfat Tampon
Soliisyonu (PBS)
Proteinaz-K

Fosfat Tampon
Soliisyonu (PBS)

% 3’lilk Hidrojen
Peroksit (H202)

Fosfat Tampon
Soliisyonu (PBS)
Equilibration buffer
TdT-enzimi

Stop Wash Buffer
Antidioksigenin
Peroksidaz Konjugati
Fosfat Tampon
Soliisyonu (PBS)
Streptavidin
Diaminobenzidine
(DAB)

Mayer’s hematoksilen
%380’lik Etil Alkol
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SURE

1 Gece

1 Saat

1 Saat

2 Dakika

2 Dakika

2 Dakika

2 Dakika
10 Dakika
3x5 Dakika

37°C’de 15 dakika
3x5 Dakika

5 Dakika

3x5 Dakika

5 Dakika

60 dakika 37°C’de

10 Dakika

30 Dakika

3x5 Dakika

30 Dakika

5 Dakika

1 Dakika



%96’k Etil Alkol 1 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 1 Saat

Kapama Entellan
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5.2. PCR CALISMASI

3.2.1. Testis Doku Orneklerinin Toplanmasi

Calismada 18 adet eriskin Balb/c erkek fareler kullanildi. Rastgele 3 gruba
ayrilan (n=18) farelerden ilk grup kontrol grubu olarak belirlendi ve herhangi bir
islem uygulanmadi. Deney grubu farelerine 5 giin boyunca giinde 1 kez olmak iizere
100 mg/kg CP intraperitoneal olarak enjekte edildi. Sham grubu farelerine ise ayni
dozda giinde bir kez serum fizyolojik enjekte edildi.

5.glin sonunda genel anestezi altinda 10 mg/kg ksilazin ve 75 mg/kg Ketamin ile
Otenazileri yapildiktan sonra sakrifiye edildi.Hayvanlardan alinan sag testisler doku
incelemeleri i¢in, sol testisler ise PCR ¢aligsmasi i¢in kullanildi. Testis doku 6rnekleri
1,5 mI’lik eppendorf tiiplerin icine alindi. Uzerine 1 ml. steril Ca ve Mg igermeyen
PBS eklendi. 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij islemi yapilarak yikama islemi
gerceklestirildi. Bu islem 2 defa tekrar edildi. Tiplerin iist kisminda olusan
siipernatant kismi atildiktan sonra doku ornekleri RNA izolasyonu yapilincaya kadar

-80 °C’de saklandi.

5.2.2. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Calismada kullanilacak hayvanlari ksilazin ve ketamin ile 6tenazileri yapildiktan
sonra 800 pl-1 ml arasinda kan, 1ml’lik enjektdr ile kalbe girilerek K2EDTA’]1 tiip
icine alindi. Tiipler 6nce 2000 rpm.de 5 dakika santrifiij islemine tutuldu.Tiipiin st
kismindaki plazma mikropipet ile aliarak steril 1,5 ml’lik eppendorf tiiplerin i¢ine
alindi. Bu tiipler 3000 x g.de 7 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant kismi
alindi. Siipernatant yeni bir eppendorf tiipe alindiktan sonra RNA izolasyonu

yapilincaya kadar -80 °C’de saklandu.
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5.2.3. Testis Doku Orneklerinin mikroRNA izolasyonu

Bu calismada &nceden elde ettigimiz doku ornekleri -80°C’den alarak buz
lizerine yerlestirildi ve mikroRNA Izolasyonu Invitrogen mirVana mikroRNA
izolasyon kiti (Kat no-AM1560) kullanilarak gerceklestirildi.

a) HOMOJENIZASYON:

Buz {izerindeki 25-30 mg doku tizerine 500 pl Lysis/Binding soliisyonu eklendi
ve doku steril bistiiri ile mekanik olarak parcalandi.
b) ORGANIK EKSTRAKSIYON:

Hiicre veya doku lizatina (veya homojenat) 1/10 hacimde mikroRNA Homojenat
Additive soliisyonu eklenerek tiipiin birkag¢ kez vortekslenmesi sonucunda karistirma
islemi gerceklestirildi (500 nl-50 pl olacak sekilde hazirlandi). Karisim buz iizerinde
10 dakika bekletildi. mikroRNA Homojenat Additive soliisyonu eklenmeden dnce
Lizat hacmine esit miktarda kloroform eklendi ve tiip karistirma islemi igin 30-60
saniye vortekslendi.

Oda 1s1sinda 10000 x rpm’de 5dk santrifiij edilerek organik ve akodz (sivi) fazin
birbirinden ayrilmasi saglandi. 1.5 ml’lik eppendorf tiiplindeki iistteki akdz faz
mikropipet ile dikkatlice toplanarak steril yeni bir eppendorf tiipiine aktarildi.
¢) KUCUK RNA ZENGINLESTIRME PROSEDURU:

Tiipteki akoz fazin tizerine 1/3 oraninda %100 etanol eklendi ve vorteks ile iyice
karigmasi saglandi.

Toplama tiliplinlin igerisine yerlestirilen filtreli kartusun iizerine 700 uL
lizat/etanol karigimi eklendi ve 10000 x rpm’de 15 sn santrifiij edildi. Tiim filtrat
steril yeni bir eppendorf tiipiine aktarildi ve belirlenen miktarin 2/3 hacmi kadar

%100 etanol eklendi (600 uL tizerine 200 uL etanol).
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d) YIKAMA VE ELUSYON:

Filtre Kartusuna 700 pl mikroRNA Yikama Soliisyonu 1 (etanol ile karistirilmis
calisma soliisyonu) uygulandi ve 10.000 x rpm’de ~ 5—10 saniye santrifiijlendi.

Yikama Soliisyonu (500 pl) 2/3 (etanol ile karistirilmis calisma soliisyonu)
uygulandi ve Onceki adimdaki gibi Filtre Kartusundan gegirildi (Bu islem 2 kez
tekrarlandi).

Stiziintiiyii son yikamadan attiktan sonra, ayni toplama tiipiindeki filtre kartusu
degistirildi ve artik siviy1 filtreden ¢ikarmak i¢in 10.000 x rpm’de 1 dakika santrifiij
yapild.

Filtre Kartusunu 1,5 ml.’lik steril eppendorf tiipiiniin {istline yerlestirerek {izerine
50 pL onceden 1sitilmig (95 °C) Elilisyon Soliisyonu veya niikleaz igermeyen su
eklendi ve 12.000 x rpm’de ~ 20-30 saniye santrifiij yapildi. Boylelikle tiipiin
altindaki mikroRNA ’lar topland1 ve -80 °C’ye kaldir1lds.

5.2.4. Kan Plazmasindan mikroRNA izolasyonu

Bu calismada hazirlanan plazma Orneklerinin mikroRNA izolasyonu Qiagen
(Kat no-74106) kullanilarak gerceklestirildi. Kontrol grubu ve CP grubuna ait serum
ornekleri 15 pl’lik hacimde hazirlandi. Ilk olarak 2ul’lik cDNA'lardan elde edilen
mirl6-5p, miR34-b-3p ve mir34-c-5p Ornekleri c¢alisildi, anlamli ekspresyon
gbzlenmedi. mikroRNA miktar1 yetersiz olabilecegi diisliniildii ve miR34-b’den Spul

cDNA alinarak ¢alisma tekrarlandi.
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Bu calismanin asamalar1 asagidaki gibi siralanmaktadir.

» Serum ve plazma Ornekleri hazirland.

» Mikrosantrifiij tlipine (2ml lik) 200 mikrolitre serum veya plazma transfer
edildi.

» Buffer(tampon) RPL(60 mikrolitre) ekleyerek tiiplin kapaklar1 kapatildi ve 5
dakikadan uzun siire vortexlendi. Oda sicakliginda 3 dakika bekletildi.

» RPP Buffer(20 mikrolitre) eklendi, 20 saniyeden daha uzun bir siire
vortekslendi ve 3dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi.

» Cokelti olusturmak icin oda sicakliginda 12.000 x rpm de 3 dakika santrifiij
yapild.

» Siipernatant (200 mililitre Plasma\Serum i¢in 230 mikrolitre) yeni
mikrosantrifiij tiipiine transfer edildi ve 1 birim isopropanol eklenerek vortekslendi.

» Tim 6rnek Rneasy UCP Min Elute columna eklendi, 15sn 8000 x rpm’ de
santrifiijlenerek ve akitilan kisim ¢ope atildi.

» Rneasy MinElute spin kolonuna 700 mikrolitre Buffer RWT pipetle ¢ekildi
ve 15 sn 8000 x rpm’ de santrifiijlendi ve akitilan kisim ¢6pe atildi.

» Rneasy MinElute spin kolonuna 500 mikrolitre Buffer RPE pipetle ¢ekildi ve
15sn 8000 x rpm’de santrifiijlendi ve akitilan kisim ¢pe atildi.

» Rneasy MinElute spin kolonuna 500 mikrolitre %80 ethanol eklendi ve >
8000 x rpm’de 2 dakika boyunca spin kolonu membranini yikamak i¢in
santrifiijlendi ve akitilan kisim ¢6pe atildi.

» Rneasy UCP MinElute spin kolonunu 2 mikrolitrelik yeni toplama tiipline
alind1 ve 5 dakika membrani kurutmak i¢in santrifiijlendi ve akitilan kisim, toplama
tiipii atild1.

» Rneasy UCP MinElute spin kolonunu 1.5 mikrolitrelik yeni toplama tiipiine
alimarak 20 mikrolitre Rnase-free water direk olarak spin kolonu membranina

eklendi.

» 1 dakika boyunca inkiibe edildi.Kapagin kapatilmasiyla birlikte 1 dakika
boyunca tam hizda santrifiijleme yapilarak RNA uzaklastirildi.
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5.2.5. cDNA Sentezi

cDNA sentezi Tagman™

4366596) kullanilarak yapildi.

microRNA Ters Transkripsiyon Kiti (Katalog No:

Testislerden alinan her bir 6rnek ve mikroRNA i¢in 15 pl master mix reaksiyon
hacmi belirlendi. 0.15 pl 100 mm dNTPs, 50U / ul 1 ul MultiScribeTM Reverse
Transcriptase, 1.5 ul 10X Reverse Transcriptase Buffer, RNase inhibitor 20U / pl
0.19 pl, 4.35 pl Nuclease-free water, 3 pul 5X RT primer ve 5 ul RNA’dan olusan
karigim hazirlandi.

Reverse Transkripsiyon islemi asagidaki tabloda belirtilen zaman ve sicakliklara
uygun olarak yapildi (Tablo 6). Elde edilen cDNA'lar ¢alisma yapilincaya kadar
-80 °C’ye kaldirilda.

Tablo 6. Ters transkripsiyon islem ger¢eklesme kosullar

ASAMA 1 2 3 4
SICAKLIK  16°C 42°C 85°C 4°C
ZAMAN 30 dk. 30 dk. 5 dk. ©
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Bu c¢alismada kullanilan mikroRNA’larin; kromozom lokasyonlar1 ve

mikroRNA’larin siralari tabloda gosterilmistir (Tablo7).

Tablo 7. mikroRNA’larin assay tablosu

mikroRNA Assay NCBI Location microRNA sequence

Adi chromozom

mikroRNA 000391 Chr.13:50048973  5’-UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG-3’

16-5p - 50049061 [-]

mikroRNA 000491 Chr.11: 64891137 5-CUGACCUAUGAAUUGACAGCC-3’
192-5p - 64891246 [-]

mikroRNA34- 002618 Chr.9: 51103562 - 5’-AAUCACUAACUCCACUGCCAUC-3’
b-3p 51103645 [-]

mikroRNA 000428 Chr.11:111513439 5-AGGCAGUGUAGUUAGCUGAUUGC-3’
34-c-5p - 111513515 [+]

5.2.6. Kantitatif Real-Time PCR ile Hedeflenen mikroRNA ifadelerinin

Belirlenmesi

qPCR reaksiyonlari;

1 pl TagMan® Small RNA Assay (20X), 10 ul TagMan® Universal PCR
Master Mix II (Kat no: 4440042) (2X), 2 pul cDNA ve 7 pl d H20’dan olusan toplam
20 pl hacim iginde yapildi. Karisim 96 gozlii platelerde 40 dongii olacak sekilde
gergeklestirildi. qPCR islemi her numune i¢in ti¢ tekrarli olarak ¢alisildi. Her
numune i¢in negatif bir kontrol (dH20) eklendi. Endojen kontrol mikroRNA’s1
olarak; testis doku 6rnekleri i¢in miR 192, serum i¢in ise mikroRNA 16 6rneklerdeki
sabit ifadeleri nedeniyle mikroRNA ekspresyonlarinin normalizasyonu i¢in
kullanildi. Serumdaki mikroRNA'larin relative ifadeleri endojen mikroRNA’lara

2—AACt

gore yontemi ile tespit edildi (Tablo 8).
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Tablo 8. qPCR calisma kosullar

PRIMER
ASAMA 1.DENATURASYON 2.DENATURASYON DENATURASYON  BAGLAMA/

ZINCIiR

UZAMA
SICAKLIK  50°C 95°C 95°C 60°C
ZAMAN 2 dk. 10 dk. 15sn 1dk.

40 DONGU

5.3. ISTATISTIK

Kontrol, sham ve siklofosfamid gruplarina ait hayvanlardan (3 grup, n:6) elde
edilen testis kesitlerinde; Siklofosfamid etkisiyle olusan testis hasar1 testiste bulunan
hiicrelerin sayisi, seminifer tiibiillerin yapisi, kan testis bariyeri primer antikorlar
kullanilarak indirek immiinohistokimyasal yontemle degerlendirildi. Gruplardan elde
edilen sonuclar da antikorlarla boyanma derecesine gore H-skor ile degerlendirildi.

Elde edilen degerler istatistiksel olarak Mann-Whitney U ve Cruscal Wallis testi
yapilarak karsilagtirildi, gruplardan elde edilen ortalama degerler, standart sapmalar
ve istatistiksel sonuglar tablo seklinde gosterildi (Tablo 10).

Kontrol, sham ve siklofosfamid uygulamasi yapilan hayvan gruplarindan (3
grup, n:6 herbiri) elde edilen testis kesitlerinde Hematoksilen&Eosin ile boyali
preperatlarin  degerlendirilmesi Johnsen skorlamasina goére yapildi. Johnsen
skorlamas1 sonucunda elde edilen veriler, SPSS programi kullanilarak Mann-
Whitney U ve Cruscal Wallis istatistiksel testleri kullanilip karsilagtirmali olarak
degerlendirildi. Istatistiksel olarak elde edilen p degerinin gruplar arasi yapilan
karsilastirmast Tablo 9’da belirtilmistir. P degeri <0,05 olan degerler i¢in anlamli

farklilik olarak kabul edildi.
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Calismamizda kontrol, sham ve siklofosfamid grubu farelerin testislerinden
alinan kesitlerde Tunel uygulamasi yapildiginda, hiicre sayimi yapilarak elde edilen
veriler Cruskal Wallis ve Mann Whitney U yontemleriyle istatistik yapildi. Standart
sapma Ol¢iimleri bulunarak p degeri <0,05 olan degerler i¢cin anlamli fark gézlendi
(Tablo 11).

Doku ve serum ornekleri ile yapilan qPCR ¢alismasinin sonuglarinin istatistiksel
analizi icin GraphPad Prism 7.0 programi kullanildi. Oncelikle normallik testi
yapilarak gruplarin deger dagilimlarinin normal olup olmadigi belirlendi. Bunun ig¢in
Shapiro-Wilk testi uygulandi.

Degerler normal dagilim sergilediginden istatistiksel analizlerde parametrik bir
test olan One way ANOVA testi ile gruplarin ortalama degerleri ve standart
sapmalar1 belirlenerek gruplar arasinda anlamli farkliligin oldugu tespit edildi.
P<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (Sekil 11-12) Serum

ornekleri ile yapilan qPCR c¢alismasinin sonucunda anlamli farklilik gézlenmedi.
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6. BULGULAR

6.1. HISTOKIMYASAL BULGULAR

Kontrol grubu incelemelerinde; testisin en disinda bulunan siki bag dokusu
yapisindaki tunika albuginea’nin kapsiilden testise dogru uzanan testis lobiillerinin
septalarla ayrilmis oldugu gozlendi. Lobiillerin i¢inde bulunan seminifer tiibiiller ve
tiibiiller arasina yerlesmis olan kan ve lenf damarlar iceren gevsek bag dokusu
yapisindaki interstisiyel alanlar izlendi.

Seminifer tiibiillerde spermatogenez asamasinin farkli asamalarinda bulunan
hiicreler gozlendi. Tibiil duvarinda bazal membran {izerinde koyu ve agik yuvarlak
cekirdekli spermatogonyumlarin varligi tespit edildi. Tiibiiliin en biiyiik hiicresi olan
primer spermatositlerin kromatini yayilmis sekilde spermatogoniumlarin iizerinde
yer aldigr gozlendi. Liimene yakin konumda yerlesmis kiigiik spermatitler izlendi.
Tiibiillerin ¢evresindeki myoid hiicrelerin yassi ve uzun yapidaki niikleuslar
bulunmaktaydi.

Tiibiillerin merkezinde ise olgunlagmis spermler izlendi. Spermatogenik hiicreler
arasinda bazal membrandan liimene dogru uzanan Sertoli hiicreleri gozlendi.
Interstisiyel alanda bulunan Leydig hiicreleri’nin diizensiz poligonal bi¢imli oldugu,
sitoplazmalarinin asidofilik oldugu gozlendi. Bu hiicrelerin biiyiik ve eksantrik

niikleusu ve 1-2 niikleolus i¢erdigi izlendi (Resim 1:A-B).
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Resim 1. Hematoksilen Eosin ile boyanmig kontrol grubuna ait fare testis dokular1

A. Testis doku Orneklerinde ¢ok sayida seminiferdz tiibiiller (ST) goriilmektedir
(200X). B. Seminiferéz tiibiillerin (ST), Sertoli hiicreleri (mavi 0k),
spermatogonumlar (siyah ince ok), primer spermatositler (siyah kalin ok), sekonder
spermatosit (sar1 ok) ve spermatitler (kirmizi ok), interstisiyel alanlarda ise Leydig
hiicreleri (Lh) goriilmektedir (400X). Johnsen Skoru: 1.tiibiilde 8, 2.tiibiilde 9,
3.tiibiilde 9 olarak tespit edildi.
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Sham grubu incelemelerinde; testisin histolojik yapisi incelendiginde bag
dokusu iceren tabakalar, seminifer tiibiiller ve interstisiyel alanin da histolojik
yapilari normal olarak izlendi. Seminifer tiiblillerde Sertoli hiicreleri,
spermatogonyum ve spermatositler, tiibiill merkezinde spermlerin varligi gozlendi.
Hiicrelerin sayilari, biiyiikliikleri ve niikleus sayilart normal olarak izlendi (Resim 2:

A-B).
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Resim 2. Hematoksilen Eozin ile boyanmis sham grubuna ait fare testis dokular1

A. Testis doku oOrneklerinde ¢ok sayida seminiferdz tiibiiller (ST) goriilmektedir
(200X). B. Seminiferoz tiibiillerin (ST), Sertoli hiicreleri (mavi ok),
spermatogonumlar (siyah ince ok), primer spermatositler (siyah kalin ok), sekonder
spermatosit (sar1 ok) ve spermatitler (kirmizi ok), interstisiyel alanlarda ise Leydig
hiicreleri (Lh) goriilmektedir (400X). Johnsen Skoru: 1.tiibiilde 9, 2.tiibiilde 8,
3.tlibiilde 9 olarak tespit edildi.
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Deney (CP) grubunun Hematoksilen Eozin ile boyanmis preparatlarinin
incelenmesinde; seminifer tiibiillerde c¢ap, biyiiklik ve sayida azalma,
diizensizlesme, seminifer epitel tabakalarinda azalma, tiibiillerde atrofi
gozlenmektedir. Sertoli hiicrelerinde nekroz, dejenerasyon, deskuamasyon (epitelde

dokiilme), interstisyel alanda 6dem gozlenmektedir (Resim 3: A-B).
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Resim 3. Hematoksilen Eozin ile boyanmis deney grubuna ait fare testis dokulari

A. Testis doku orneklerinde seminiferdz tiibiiller (ST) goriilmektedir (200X). B.
Seminiferdz tiibiillerin (ST), Sertoli hiicreleri (mavi ok), spermatogonumlar (siyah
ince ok), primer spermatositler (siyah kalin ok), sekonder spermatosit (sar1 ok) ve
spermatitler (kirmizi ok), interstisiyel alanlarda ise Leydig hiicreleri (Lh)

goriilmektedir (400X). Johnsen Skoru: 1.tiibiilde 7, 2.tlibiilde 6 olarak tespit edildi.

6.1.1. Johnsen Skoru

Kontrol ve sham grubundan elde edilen testis ornekleri ile yapilan skorlamanin

(10,00 + 0,8- 9,00+0,7) anlamli olmadigi, kontrol ve siklofosfamid grubunun

sonuglarin ise (10,00 £ 0,8- 7,50 + 0,8) anlaml1 oldugu sonucuna ulasildi.
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Gruplarin ortalamalari ile standart sapma degerleri Tablo 9°da gosterilmistir.

Tablo 9. Johnsen Skoru istatistik tablosu

GRUP ‘ KONTROL ‘ SHAM ‘ SIKLOFOSFAMID
JOHNSEN 10,00 + 0,8 9,00 + 0,7 7,50 £ 0,8 *
SCORU(ORT + STD)

(p<0.001%%*%*)

6.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL BULGULAR

6.2.1. GDNF immiinoreaktivitesi

Kontrol ve sham grubundan elde edilen testis Ornekleri ile GDNF primer
antikoru kullanilarak yapilan degerlendirmede Seminifer tiibiillerin epitelinde
bulunan spermatogenik hiicreler, Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicrelerinde orta
siddette boyanma gozlenmistir. GDNF immunoreaktivitesinde, Siklofosfamid
grubunda (170,00 + 14,8) Kontrol ve Sham grubuna (221,00 + 8,5- 220,50 + 7,7)

gore anlaml diizeyde azalma tespit edildi (Resim 4).

84



. T
* o p L 4 >
. =
: B
o , Il <
. 3 - -
" . -‘
e P
e o 2
- - . ~r
SN
. LT ISAs
2 - .
o .
P A
4
’ ¢ ' Ty
{ v
)
Sty o ¥
3 v A
’
“ 3 4
3 : 2 "~
—

- r ":‘”

Ley Ve

N, R R0y v
. -

WA Loy

: ‘r ) 0 . of
?r&ﬁ‘n P

Resim 4. GDNF Immunoreaktivitesi
GDNF immunoreaktivitesi; kontrol grubunda(A, B) ve sham grubunda (C,D) fazla
oldugu deney grubunda (E, F) ise azalmis oldugu gézlenmektedir.(Olgek .A, C, E

200X, B, D, F 400X)
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6.2.2. Okludin immiinoreaktivitesi

Kontrol ve sham grubundan elde edilen testis ornekleri ile okludin primer
antikoru kullanilarak yapilan degerlendirmede Sertoli hiicreleri sitoplazmasinda siki
baglanti komplekslerinde orta siddette boyanma gozlenmistir. Okludin
imunoreaktivitesinde Kontrol ve sham grubunda bulunan farelerde (223,00 + 20,5-
212,00 = 15,9) edildigi ancak siklofosfamid uygulanmis farelerde (187,50 + 23,26)

kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azaldigi tespit edildi (Resim 5).
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Resim 5. Okludin immunoreaktivitesi

Okludin immunoreaktivitesi; kontrol grubunda(A,B) ve sham grubunda (C,D) fazla
deney grubunda (E, F) ise az oldugu gozlenmektedir.(Olgek: A, C, E 200X, B, D, F
400X)
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6.2.3. TGF-p3 immiinoreaktivitesi

Kontrol ve sham grubundan elde edilen testis 6rnekleri ile TGF-B3 primer
antikoru kullanilarak yapilan degerlendirmede o6zellikle bazal bolgelerde ve
spermatidlerde TGF-f3’iin orta diizeyde immunoreaktivite edildigi gozlenmektedir.
Tgf-B3 immunoreaktivite, siklofosfamid grubunda (210,50 + 27,6) Kontrol ve sham

grubuna (163.00 + 13,8- 168.00 + 10.1) gore anlamli diizeyde artma tespit edildi
(Resim 6).
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Resim 6. TGF-B3 Immunoreaktivitesi
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TGF-B3 immunoreaktivitesinin; kontrol grubunda(A,B) ve sham grubunda (C,D) az
deney grubunda (E, F) ise fazla oldugu gozlenmektedir. (Olgek: A, C, E 200X, B, D,
F 400X)

Kontrol, sham ve siklofosfamid gruplarindan elde edilen sonuglarda antikorlarla
boyanma derecesine gore degerlendirme yapilarak; immunohistokimyasal boyama
sonuclart H-skor ile incelendi.Elde edilen degerler istatistiksel olarak Tablo 10’da

gosterildi.

Tablo 10. H-skor istatistik degerlendirme tablosu

GRUP / ANTIKOR | GDNF OKLUDIN TGF-$3
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
SIKLOFOSFAMID | 170,00 £ 14,8%#* | 187,50 +23,2%** | 210,00 + 27,6%%*

Istatistiksel olarak degerlerin karsilastirilmasinda anlamli farklilik belirlenmistir

(p<0.001%%%),

6.3. TUNEL BULGULARI

Calismada kontrol, sham ve siklofosfamid grubu farelerin testislerinden alinan
kesitlerde Tunel uygulamas1 yapildiginda; siklofosfamidin mitoza giren hiicrelerde
DNA sentezini azaltmasina bagli olarak olusan hasara bagli Tunel pozitif hiicre
sayisinda 6zellikle Siklofosfamid grubunda anlamli olarak yiiksek olmasi testise ait
seminifer tubulus epitelinde bulunan hiicrelerde apoptozun arttifina isaret
etmektedir. Gruplara ait farkliliklar 151k mikroskobunda (Olympus X-40) incelenerek
farkliliklar degerlendirildi Resim 7-8-9°da gosterildi.
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Resim 7. Kontrol grubu Tunel pozitif hiicreler
Bu grupta az sayida Tunel pozitif hiicreler (kahverengi) okla gosterilmistir.
(200X, 400X)

Resim 8. Sham grubu Tunel pozitif hiicreler

Bu grupta az sayida Tunel pozitif hiicreler (kahverengi) okla gosterilmistir.
(200X, 400X)
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Resim 9. Siklofosfamid grubu Tunel pozitif hiicreler

Bu grupta diger gruplara gére daha fazla sayida Tunel pozitif hiicreler (kahverengi)
okla gosterilmistir.(200X, 400X)

Kontrol, sham ve siklofosfamid gruplarinda farkli hayvan orneklerinden segilen
rastgele alanlarda hiicre saymmi yapilarak elde edilen verilerle istatistiksel analiz
yapildi ve standart sapma Ol¢iimleri, p degeri incelendiginde anlamli fark gozlendi ve

Tablo 11°de gosterildi.

Tablo 11.Tunel sonucu istatistik degerlendirmesi.

GRUP KONTROL SHAM SIKLOFOSFAMID
TUNEL 40,00 +8,7 43,50 + 8,1 * 65,00 £ 9,6
£33 kek

Kruskal Wallis P* <0.001 **Mann Whitney U (1=2)<3
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6.4. PCR BULGULARI

6.4.1. Doku incelemesi

Tim doku orneklerinde; miR-192 sabit ifadesinden dolayr endojen kontrol
mikroRNA olarak secildi. mir-34b ifadesi kontrol grubu ile karsilagtirildiginda; sham
grubunda (1,049 * 0,013) kat azalmis iken deney grubunda (1,951 %+ 0,15) kat
azalmistir ve sonuglar istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05) Sekil 13’de
gosterildi. mir-34c ifadesi kontrol grubu ile karsilastirildiginda; sham grubunda
(1,044 £ 0,012) kat azalmis iken deney grubunda (1,732 * 0,04) kat azalmistir ve
sonuclar istatistiksel olarak anlamli oldugu (p<0,05). Sekil 14°de gosterildi. Doku
incelemelerinde tiim mikroRNA’larin amplifikasyon egrileri kontrol grubunda Sekil

10°da, sham grubunda Sekil 11°de, deney grubunda Sekil 12°de gosterildi.

Amplification Plot
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Sekil 10. Kontrol grubu doku mikroRNA'larin amplifikasyon grafigi
CT degerleri ;miR192-5p: 27,76 , mir-34b-3p: 21,8 , mir-34c-5p: 20,11
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Amplification Plot
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Sekil 11. Sham grubu doku miRNA'larin amplifikasyon grafigi
CT degerleri; miR192-5p: 27,90 , mir-34b-3p: 22,01 , mir-34c-5p: 20,31
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Amplification Plot
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Sekil 12. Siklofosfamid grubu doku mikroRNA'larin amplifikasyon grafigi
CT degerleri; miR192-5p: 27,97 , mir-34b-3p: 22,98 , mir-34c-5p: 21,11
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Sekil 13. mir-34b-3p ifadesi
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Sekil 14. mir-34c-5p ifadesi

6.4.2. Plazma incelemesi

Calismamizda kontrol, sham ve siklofosfamid uygulanan hayvanlardan alinan
kan ornegi ile yapilan plazmadaki mikroRNA’larin ifadelerine bakildiginda endojen
mikroRNA-16’nin ifadesi tespit edilirken hedeflenen mir-34b ve mir-34c’nin qPCR
islemi sonucunda ifadeleri tespit edilememistir. Tiim plazma 6rneklerinde; mir-192
sabit ifadesinden dolayr endojen kontrol mikroRNA olarak se¢ilmistir. Plazma
ornekleriyle yapilan tim mikroRNA’larin amplifikasyon egrisi kontrol grubunda

Sekil 15°de, kontrol pool serum Sekil 16’da, deney grubunda Sekil 17°de gosterildi.
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Amplification Plot
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Sekil 15. Kontrol grubu serum mikroRNA'larin amplifikasyon grafigi
CT degerleri; mir-16-5p: 21,96- mir-34b-3p: 36,96- mir-34c-5p: 36,96
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Amplification Plot
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Sekil 16. Kontrol pool serum mikroRNA amplifikasyon egrisi
CT degerleri ; mir-16-5p: 21,07- mir-34b-3p: 36,65- mir-34c-5p: 35,33
*mir-34b-3p:35,07(5ul)

Amplification Plot
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Sekil 17. Deney grubu pool serum mikroRNA amplifikasyon egrisi
CT degerleri; mir-16-5p: 21,37- mir-34b-3p: 36,78- mir-34c-5p: 35,68*mir-34b-
3p:35,41(5ul)

Bu sonu¢ bize mikroarray, RNA dizileri gibi daha gelismis yOntemlerle

plazmadan alinan 6rneklerdeki mikroRNA’larin tespit edilebilecegini diisiindiirdii.

97



7. TARTISMA

Kemoterapotik ajanlarin kullanilmasi sonrasinda ortaya g¢ikan spermatogenez
bozukluklar1 ve fertilite durum degerlendirmesi testis biyopsisi gibi invaziv islem
disinda, noninvaziv bir teknik bulunmamaktadir. Bununla beraber, son yillarda
plazma mikroRNA ekspresyon profilinin degerlendirilmesinin tani amagli yeni
biyobelirtegler olarak kullanilabilecegine ait yayinlar da bulunmaktadir. Bu
calismada CP verilen farelerin testis ornekleri GDNF, Okludin ve TGF-[33
ekspresyonlarinin immunohistokimyasal yontemler ile incelenmesi sonucu CP’nin
testis hasarinin belirlenmesi, ayrica testis doku oOrneklerinden ve plazma
orneklerinden RT-PCR teknigi ile incelenmesi sonucunda olusan bu degisikliklerin
mir-34b ve mir-34c ekspresyonunun {izerine yansimalar1 arastirilmistir.

Spermatogenez asamalarinda énemli rol oynayan GDNF, Sertoli hiicrelerinden
veya peritubililer miyoid hiicrelerinden salgilanmaktadir (Chen ve ark. 2016). Bu
caligmada, kontrol grubuna ait farelerin GDNF primer antikoru ile boyanmis testis
doku orneklerine ait preparatlarinin incelenmesinde GDNF ekspresyonunun oldukca
fazla (H-score: 221.00 + 8.5) sham grubunun da (220.50 + 7.7) kontrol grubuna
benzer oldugu tespit edildi. Bu ekspresyon, GDNF’nin spermatogenez sirasinda
Ozelikle spermatogoniumlarin sayilarinin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadiginin
bir belirtisi olarak degerlendirildi. GDNF’nin embriyonik déonemde spermatogenez
tizerine etkilerinin transgenik farelerde incelendigi ¢aligmada, GDNF’nin
overeksprese edilmesi durumunda farklilasmamis spermatogoniumlarin seminiferéz
tiibiillerde toplanmasini sagladigi; buna karsilik heterozigot knockout yapilan
farelerde ise infertiliteye neden oldugu tespit edilmis ve GDNF’nin SSC’lerin

kaderini belirleyen bir molekiil olarak tanimlanmistir (Meng ve ark. 2000).
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Bu proteinin puberte doneminde de gorev yaptigi, spermatogonyal kok
hiicrelerin uygun sayiya ulagsmasinda, eriskinde ise bu hiicrelerin devamliliginin
saglanmasinda gorev aldigi rapor edilmistir (Naughton ve ark. 2006). GDNF’ nin
kiltiir ortaminda SSC’lerin iizerine etkilerinin arastirilmasinda da, LIF salgilayan
STO hiicrelerine, kiiltiir ortamima GDNF ve FGF2 ilave edildiginde, SSC sayilarinin
arttig1 gosterilmistir (Kubota 2004).

Inhibe edilmesi durumunda spermatogonyal seriye ait hiicrelerde azalma
gbzlenmesi, GDNF ekspresyonunun, spermatogonyal hiicrelerin farklilagsmasinda da
rol oynadiginin bir diger gostergesi olarak degerlendirilebilir. GDNF’nin inhibe
edildigi durumlarda ise spermatogonyal seriye ait As, Apr ve Aaj sayisinin azalmasi
gbzlenmektedir (Savitt ve ark. 2012). Germ hiicre iiretemeyen C57BL/6 (B6) veya
129 fare iizerinde yapilan ¢alismada, GDNF reseptor ligant1 olan Gfral verilmesi
sonrasinda, GDNF sinyalini diizenledigi ve SSC’lerin kendini yenileme
fonksiyonunun bagladig1 gosterilmistir (Kubota ve ark. 2004).

Nicole Parker ve arkadaslar tarafindan 7 giin boyunca GDNF inhibisyonu ile
yapilan caligmalarda, Gfral+ spermatogonya sayisinin %74 oraninda; Sertoli
hiicreleri bagina diisen yuvarlak spermatit ve pakiten spermatosit sayisinda ise %61
ve %53 oraninda azalma oldugu bildirilmistir. GDNF’nin inhibisyonu, sperm
sayisinda azalmaya da neden olmasindan dolayr kontrol grubunda GDNF
immunoreaktivitesinin fazla olmasinin, spermatogonyal hiicrelerin farklilasmasi ile
de iliskili olabilecegi diisiiniildii (Parker ve ark. 2014).

Bu proteinin inhibisyonu, en ¢ok farklilasan ve ¢ok sayida bulunan Aa;
spermatogonyalar1 etkiledigi bildirilmistir. GDNF eksikliginin hizla spermatogonyal
hiicrelerin kaybina neden olmasi, GDNF’nin SSC’lerden daha c¢ok Aa;
spermatogonyalar1 etkilemesine bagli oldugu ileri siiriilmektedir. Bununla beraber,
GDNF sinyalinin inhibisyonu SSC kaybina da neden olmaktadir. Bu kayip SSC’lerin
cogalmay1 terk edip, Aai spermatogonyalara farklilasmasi ile iligkilendirilmektedir.
GDNF immunoreaktivitesinin testis dokusundaki miktari, spermatogenik hiicrelerin
farklilagsmasin1 farkli bi¢imde etkiledigi de bildirilmistir. Diisiik diizeyde GDNF
farklilasmamis spermatositlerin differansiyasyonunu diizenlerken, yiiksek seviyede
immunoreaktivite ise spermatogoniumlarin kendini yenilemesini saglamaktadir

(Meng ve ark. 2000).
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Bu protein transkripsiyonu ve dagilimi spermatogenezin evresine bagli olarak
degismekte, GDNF’nin farkli ekspresyon diizeylerinin spermatogenik hiicreler
tizerine etkisi farkli olmaktadir. GDNF’nin yogun olarak bulundugu bazal bolgede
kok hiicreler de bulunmaktadir ve replikasyon da bu bolgeden baslamaktadir. GDNF,
mRNA ve protein dagilimi XII-1 de maksimal diizeyde olup Evre VII’de nadiren
artmaktadir (Daniel ve ark. 2011).

Sicanlarda As spermatogonya’larin DNA replikasyonu Evre-VII’de minimal
iken evre X-XII’de artmakta, Evre-I’de maksimum diizeye ulagsmaktadir. As
spermatogonya’larin replikasyonu Evre-II’den sonra azalmaktadir. Bu azalma Sertoli
hiicrelerindeki GDNF’nin azalmasi ile paralellik gostermektedir (Huckins ve ark.
1971). Bu ¢alismalar degerlendirildiginde, GDNF’nin embriyonik, puberte ve erigkin
dénemde 6nemli rol oynadigi, eriskin farelerde kontrol  grubunda
immunoreaktivitenin fazla olmasinin spermatogenezi hem sayisal, hem de
farklilasma yolu ile destekledigi sonucuna varildi.

Siklofosfamid uygulamasinin testis agirliginda azalmaya, gegici oligospermiaya
neden oldugu, spermatogoniumlarin DNA sentezini ve spermatitlerde protein
sentezini azalttig1 boylece infertiliteye neden oldugu bilinmektedir (Jalali ve ark.
2012; Bakhtiary ve ark. 2014). Cao ve arkadaslar1 yaptiklari ¢alismada sperm sayisi
ve motilitenin azalmis oldugunu tespit etti. Yapilan bir ¢aligmada siklofosfamid
uygulanan farelerde spermatozoa sayisinin normalin (64.622+ 17.345) yaklasik yaris1
kadar azalttigini (32.279 £+ 11.012), viabiliteyi ise kontrol grubunda (38,763 + 4,857)
bulurken siklofosfamid verilen grupta (23,468 =+ 4,324) olarak bulmuslardir.
Siklofosfamidin mitoza giren hiicrelerde DNA sentezini azaltmasinin yanisira ROS
liretimini arttirarak apoptozu ve diger hiicre 6liimlerini arttirmaktadir (Cao ve ark.
2017).

Siklofosfamid verilmis farelerin testis doku 6rneklerinin, immunohistokimyasal
teknik kullanilarak GDNF primer antikoru ile boyanmis preparatlarinin, incelenmesi
sonucunda immunoreaktivitenin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde azaldigi
tespit edildi. Uygulama sonrasinda GDNF ekspresyonunun azalmis (170.00 + 14,8)
olmasi, siklofosfamidin spermatogenez iizerine olan negatif etkisinin GDNF

azalmasina bagli olabilecegi diisiiniildii.
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5 giinliik siklofosfamid uygulamasindan sonra GDNF immunoreaktivitesinin
belirgin olarak azaldigi tespit edilmis; GDNF azalmast ile SSC’lerin
differansiyasyonunu arttirarak ve proliferasyonu azaltarak kok hiicre havuzunu
azalttigin1 ve spermatogenezi bozdugunu ileri siirmiislerdir (Cao ve ark. 2016).
Yapilan bir ¢alismada CP verilen sicanlarin sperm DNA hasar oraninin (44.83 +
2.98) kontrol grubuna gore (15.73 £ 0.64) belirgin olarak arttig1 gosterilmis, CP nin
testis fonksiyonunu oksidatif strese bagli olarak bozdugunu tespit etmislerdir. Bir
antioksidan olan American ginseng uygulamasinin, CP’nin oksidatif zararli etkisini
ortadan kaldirdigini ve testisin histolojik yapisini korudugunu ileri siirmektedirler.
GDNF uygulamasinin oligoastenospermi vakalarinda sperm sayisinin arttirilmasini
saglamas1 GDNF’nin spermatogenez iizerine etkisinin bir diger belirtisi olarak
degerlendirilebilir. GDNF’nin oligoastenospermi etkilerinin incelendigi ¢alismada,
Cynomorium songaricum verilmesi ile sperm Kkonsantrasyonunun, sperm
motilitesinin ve testesteron seviyesinin arttigi, GDNF’nin farklilasmamis
spermatogonyal hiicrelerin proliferasyonunu hizlandirarak spermatogenezi arttirdigi
bildirilmistir (Hosseini ve ark. 2018).

Siklofosfamidin testis dokusu iizerine zararli etkileri sadece spermatogonyal
hiicrelerini etkilemek degildir. Kemoterapilere direncli, béliinmeyen ve stabil olarak
kabul edilen Sertoli hiicreleri ve Leydig hiicrelerinin de siklofosfamid tedavilerinden
etkilendigi ileri siiriilmektedir (Drumond ve ark. 2011).

Sertoli, Leydig ve germ hiicreleri tarafindan sentezlenen TGF-B3’iin, testikiiler
gelisimin  yan1 sira Leydig hiicrelerinin  fonksiyonu ve germ hiicrelerinin
proliferasyonu ve apoptozunu kontrol ettigi bilinmektedir (Mullaney ve Skinner;
1993; Cai et al. 2011; Miles ve ark. 2013; Oldknow ve ark. 2013; Young ve ark.
2015).

TGF-B3 ekspresyonu gelisimsel agidan Sican testisleri lizerinde incelendiginde,
perinatal ve prepubertal donemde sadece Sertoli hiicrelerinde mevcut oldugu,
eriskinlerde Sertoli hiicrelerinin yani sira spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde

bulundugu gosterilmistir (Lui ve ark. 2003; Mullaney & Skinner 1993).
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Yapilan ¢aligmada kontrol grubunda bulunan farelerde 6zellikle bazal bolgelerde
ve spermatidlerde TGF-B3’{in orta diizeyde immunoreaktivitesi (163.00 + 13,8) sham
grubunda da, (168.00 + 10.1) yakin degerlerde immunoreaktivitesi TGF-f3’iin
spermatogenez mekanizmasinda dnemli rol oynadigi biciminde degerlendirildi. TGF-
B3, Sertoli-germ hiicre etkilesimleri ile spermatogenik hiicre farklilagmasinda rol
oynadigi, oOzellikle ergenlik doneminde spermiogenezis ve spermiasyonun
baslangicinda gorev aldigi rapor edilmistir (Mullaney ve Skinner, 1993).

Bu proteinin spermatitlerde gozlenmesi spermatit maturasyonunda gorev
aldiginin bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir. TGF-$3’lin kontrol grubunda
orta diizeyde immunoreaktivitesi spermatogonyal hiicrelerin sayisinin apoptoz ile
kontrol edilmesi ile ilgili olabilecegini diisiindiirdii. Yapilan bir calismada her ii¢
TGF-B3 formunun pubertal erkek germ hiicrelerinde doza bagli olarak apoptoza
neden oldugu, TGF-B1 ve TGF-B3’iin caspas 3 boyanmasinin olmamasi nedeni ile
kaspaz bagimsiz mekanizma ile apoptoza neden oldugunu ileri siirmektedir.

Memeli testisinde spermatogonyal hiicreler farklilasmaya baslamadan oOnce
mitozla ¢cogaldig, asir1 hiicre proliferasyonunun apoptozla kontrol edildigi ve Sertoli
hiicrelerinin destekleyebilecegi sayi ile sinirlandirildigr bilinmektedir (Zhang ve ark.
2004; Konrad Lve ark. 2006). Bu ¢alismada da TGF-B3’ilin kontrol grubunda fazla
immunoreaktivitesinin spermatogonyal hiicre sayisim1 smirlamasi ve spermatit
maturasyonunda gorev aldig1 bigiminde degerlendirildi.

Bu proteinin Sertoli hiicreleri ile TJ dinamiklerini kontrol ettigi, kan testis
bariyerinin ag¢ilip kapanmasinda en Onemli sitokin oldugu, okludini azaltarak
hiicresel baglantilar1 azalttig1 da bilinmektedir. Bu ¢alismada kontrol grubunda TGF-
B3 immunoreaktivitesinin gdzlenmesi kan testis bariyerinin gegirgenligi iizerine
etkili oldugunun bir gostergesi olarak degerlendirildi. TGF-B3'lin p38 mitojen-aktive
protein (MAP) kinaz yolag1 yoluyla Sertoli hiicre TJ dinamiklerini in vitro ortamda
diizenlemektedir. TGF-f3’iin spermatogenez’in evresi [-X’de bulundugu; VII ve
VIII asamalarinda sadece spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde gozlendigi,
elongate spermatidlerde bulunmadigi, ayrica evre X-XIV arasinda gozlenmedigi
bildirilmistir. Bu ekspresyon paterni Evre VII’de BTB agilmasini ve leptoten
asamasindaki spermatositin BTB’den gegmesini sagladigi ileri siiriilmektedir (Lui ve
ark. 2003). Sertoli hiicreleri ile yapilan kiiltiir caligmasinda, TJ'lerin birlestirildigi
sirada, TGF-B2 ve TGF-B3'te 6nemli bir diisiis oldugunu gostermistir.
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Ayrica, bu kiiltiirlerde rekombinant TGF-B2 ve TGF -B3 eklenmesi durumunda,
Sertoli hiicresi TJ gecirgenlik bariyerine doza bagli olarak etki ederek tersine
cevirebildigi gosterilmistir (Lui ve ark. 2001).

Kanser tedavilerinde siklofosfamid uygulamalarinin testis dokusunda gegici
veya kalict hasara yol actigi, infertiliteye neden oldugu bilinmektedir. Siklofosfamid
verilmig farelerde sperm sayisi ve motilitesinde belirgin azalma oldugu ve bu
degisikliklerin testikiiler hasara bagli olarak ortaya c¢iktig1 diisiintilmektedir.
Siklofosfamid verilmis farelerin testis doku oOrneklerinin, immunohistokimyasal
teknik kullanilarak TGF-B3 primer antikoru ile boyanmis preparatlarinin incelenmesi
sonucunda immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde arttig1 tespit
edildi. Uygulama sonrasinda Tgf-B3 immunoreaktivitesinin artmis (210.50 + 27,6)
olmasi, siklofosfamidin etkisinin Tgf-B3 iizerinden olabilecegini diisiindiirdi. Tgf-
B3’in okludin miktarin1 azaltarak hiicresel baglantilar1 zayiflattigi goz Oniine
alindiginda, siklofosfamidin testikiiler hasar ve infertiliteye sebep olmasinin
nedenlerinden birinin de TGF-f3 immunoreaktivitesinin neden olmas1 ileri
stiriilebilir. Kan-testis bariyeri, germ hiicrelerinin gelisimi ve olgunlagmasi i¢in 6zel
bir mikro ortam yaratmakta, ancak spermatogenik seriye ait hiicrelerin luminal tarafa
gecisine izin vermek amaci ile agilip-kapanmalidir. Bariyer fonksiyonunun ve
biitiinliiglinlin bozulmas1 sonucunda toksik maddeler spermatogenik hiicreleri etkiler.
Boylece testis hasarina ve infertiliteye neden olmaktadir (Cheng ve Mruk 2012;
Mital ve ark. 2011).

TGF-B3’tin, TJ fonksiyonunun bozulmasinin yani sira, kan testis bariyerini
gecemeyen germ hiicrelerinin apoptoza ugramasina ve spermatogenezin bozulmasina
da yol actig1 bilinmektedir. TGF-B3 fonksiyonu ortadan kaldirildig1 ¢aligmada, kan
testis bariyerindeki preleptoten ve leptoten spermatositlerinin girisi gerceklesmez,
bazalden adluminal bélgeye dogru ilerleme ve spermatogenez bloke edilmis olur

(Russell, 1977).
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Siklofosfamid uygulanan hayvanlarda Sertoli hiicrelerinde morfolojik ve
fonksiyonel hasarlar olustugu bunun sonucunda kan testis bariyerinin bozuldugu ve
fonksiyonel proteinlerin anormal sentezinin gozlendigi gosterilmistir (Aghaie ve ark.
2015). Bu etkinin kemoterapoétiklerin yarattigr oksidatif strese bagli oldugu ileri
stiriilmektedir (Ghosh ve ark. 2002).

Yapilan calismada kontrol grubunda bulunan farelerde okludin’in (223.00 +
20.5) degerinde sham grubunda ise (212.00 =+ 15.9) benzer degerde
immunoreaktivitesi tespit edildi. Bu immunoreaktivitenin Sertoli hiicreleri
sitoplazmasinda sik1 baglantt kompleksleri olarak gozlenmesi nedeni ile okludin’in
kan testis bariyerinin yapisal eleman1 oldugu, germ hiicrelerinin mayozu ve
olgunlagmasi i¢in 6zel ve korumali bir ortam yarattig: bildirilmistir (Dym ve Fawcett
1970; Maddocks ve Setchell 1990; Tsukitave ark. 2001).

Bu calismada okludinin seminiferdz tiibiillerin bazal bolgelerinde belirgin olarak
bulunmasi, germ hiicrelerinin olgunlagsmasinda 6nemli rol oynadiginin bir belirtisi
olarak degerlendirildi. Okludinin, erken embriyonik dénemde ve post- natal donemde
Sertoli hiicreleri arasinda kan testis bariyeri olusmasi asamalarinda ortaya ciktigi
gozlenmistir. (Hermo L ve ark. ,1999)

Sertoli hiicreleri arasinda bulunan kan testis bariyeri, otoimmun cevaptan
korunmanin yami1 sira, farklilagmakta olan hiicreler i¢in de uygun ortam
saglamaktadir. Sertoli hiicreleri tek doz difteri toksini ile ortadan kaldirildiginda,
enjeksiyondan 30 giin sonra germ hiicreleri kaybolmakta ve bircok tiip aselliiler hale
gelmektedir. Bir yil sonra incelendiginde ise tiibiillerin biiziistiigii ve kalsiyum ile
doldugu gosterilmis, Sertoli hiicrelerinin kaybinin spermatogenez ve spermatogonyal
kok hiicrelerin kaybina neden oldugu bildirilmistir (Rebourcet D ve ark. 2014).

Intratestikiiler sentetik okludin uygulamasindan 27 giin sonra seminiferdz
tiibiillerden germ hiicrelerinin geri doniistimlii olarak ortadan kalktigi gosterilmistir

(Chung ve ark. 2001).
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Bununla beraber okludin eksik embriyonik kok hiicrelerden farklilagan polarize
epitelyal hiicrelerde, TJ gelisiminin gzlenmesi nedeni ile diger proteinler ile okludin
arasinda birbirini tamamlama fonksiyonu oldugu bi¢iminde degerlendirilmektedir
(Saitou ve ark. 1998).

Siklofosfamid  (CP)  verilmig  farelerin  testis doku  Orneklerinin,
immunohistokimyasal teknik kullanilarak okludin primer antikoru ile boyanmis
preparatlarinin, incelenmesi sonucunda immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore
anlamlhi  diizeyde azaldigi tespit edildi. Uygulama sonrasinda okludin
immunoreaktivitesinin azalmig (187.50 + 23,26) olmasi, siklofosfamidin, testis
Sertoli hiicreleri ve testis kan bariyerinde de hasar olusturdugunun bir belirtisi olarak
degerlendirildi.

Siklofosfamidin testis dokusunda okludin {izerine etkilerini inceleyen tek bir
calisma bulunmaktadir. Bu ¢aligmada siklofosfamid uygulamasinin, Sertoli hiicreleri
tarafindan immunoreaktivite edilen okludinin azaldigini, bdylece seminiferdz
tiibiillerin mikro ¢evresinin bozuldugunu, L carnitine verilerek bu bozulmanin 6niine
gecilebilecegi ileri siiriilmektedir (Cao ve ark. 2016).

Siklofosfamidin siki baglanti kompleksi iizerine etkileri mesane ve intestinal
sistemde incelenmistir. Mesanede yapilan calismada CP uygulamasinin mesane
epitelinde kalinlasmaya ve 6deme neden oldugu bu degisiklikten okludin seviyesinin
sorumlu oldugunu, serumda okludin seviyesinin artmis oldugunu ve bu artisin siki
baglanti kompleksinde yapisal bozukluga bagli oldugunu bildirmislerdir ve
blebbistatin uygulamasinin ise serum diizeyini azalttigin1 gostermislerdir (Wrdbel ve
ark. 2019). intestinal sistemde yapilan calismada olusturulan sepsis &rneklerinde
okludin ekspresyonunun diisiik oldugunu buna karsilik imipenem ile diisiik
siklofosfamid uygulamasinin okludin immunoreaktivitesinde artisa neden oldugu

bildirilmistir (Guo ve ark. 2018).
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Bu calismada, kontrol grubu ve sham grubuna ait drneklerin mir-34b ve mir-34c
ekspresyonunun PCR teknigi ile incelenmesinde, kontrol grubuna ait degerlerin
siklofosfamid grubuna gore 2-3 kat fazla oldugu tespit edildi. Siklofosfamid
kullanimindan sonra testis dokusunun degerlendirilmesinde mir-34b ve mir-34c
ekspresyonunun spermatogenez ve fertilite durum degerlendirmesi igin
kullanilabilecegi diistintildii. mir-34 ailesinin iyelerinden olan miR34a kardiak
fonksiyonlar1 diizenlerken, mir-34b/c ise spermatogenez ve sperm motilitesi lizerinde
de etkili olmaktadir. Mir-34b-/c- farelerin hem erkek, hemde diside infertil oldugu ve

sperm sayisinin 60 kat diistiigli gosterilmistir.

MikroRNA-34b-/c- farelerin spermlerinde morfolojilerinin bozuk oldugu ve
immatiir olduklar1 gosterilmistir (Comazzetto ve ark. 2014). Bu tablo
oligoastenoteratozoospermi olarak tanimlanmakta ve erkek infertilitesinin ana
nedenini olugturmaktadir. CP verilen grupta spermatogenezin bozulmus olmasi mir-
34b ve mir-34c’nin azalmis olmas: ile iligkili olabilecegi ileri siiriilebilir. Mir-34b-/c-
farelerin seminiferdz tiibiillerinde incelmeye neden oldugu, germ hiicrelerinin normal
goriinmesine ragmen pakiten safhasindan itibaren sayisinin azaldigi gosterilmistir.
Bu farelerde kalan yuvarlak spermatitlerin spermiyogenezin son asamasina kadar
ilerledigi, ancak uzamis spermatitlerin sayisinda belirgin azalma oldugu
gozlenmistir.

Buna ek olarak pakiten asamasindaki ve uzamis spermatitlerde apoptoz
insidansinin da anlamli bicimde arttig1 gosterilmistir (Comazzetto S ve ark. 2014).
Bununla beraber, mir-34b ve mir-34c’nin testis hasari tizerine etkileri lizerinde tam
bir fikir birligi bulunmamaktadir. mir34-b’nin subfertile ve non-obstriiktif azospermi
vakalarinda diisiikk eksprese edildigini (Abu-Halima ve ark. 2014) ileri siiren
caligmalarin yam sira, streptozisin ile olusturan diyabetik erkek farelerde ortaya
cikan mir-34b ekspresyonun artmis oldugunu bildiren yayimlar da bulunmaktadir.
mir-34b ve mir-34c’nin bu etkileri géz oniine alindiginda spermatogenezde dnemli
fonksiyon gosterdigi sonucuna varilabilir.

MikroRNA-34¢’nin testiste eksprese edilmekte, hedef proteinleri diizenleyerek
spermatogeneze katilmaktadir. mir-34c’nin  ATF1 aracilifn ile germ hiicre
apoptozunu arttirdigin1 ve E2F-pRb yolagi ile testikiiler gelismeyi ve spermatogenezi

kontrol ettigi ileri siirlilmektedir (Comazzetto ve ark. 2014).
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SSC’leri germ hiicre kiiltlir ¢aligmalarinda da mir-34c’nin SSC farklilagmasini
arttirdigr gosterilmistir (Yu M. ve ark. 2014).

Hem kriptorsidizmli hastalarin hemde cerrahi yolla kriptorsidizm olusturulan
farelerin testis orneklerinde mir-34c’nin azaldigini hem western-blot hemde RT-PCR
teknigi ile gosterilmistir (Huang ve ark. 2018). Maymunlarda olusturulan hipertermi
modelinde mir-34c-5p ekpresyonunun azaldigini (Sakurai ve ark. 2016) gdstermisler
ve her iki ¢alisma da mir-34c’nin biyolojik belirteg¢ olabilecegini ileri siirmiislerdir.
Buna karsilik, oligoastenoteratozoospermi ve non-obstriictiv azospermi infertil
erkeklerde mir-34c ekspresyonunun arttigini ileri siiren ¢aligma da bulunmaktadir
(Rahbar ve ark. 2017).

Bu calismada kontrol ve sham grubunda; hem de CP verilen gruplara ait plazma
orneklerinde endojen genlerin ekspresyonunun normal olarak gézlenmesine ragmen,
mir-34b/c ifadesinin olmadig1r gozlendi. Bu durumun, farelerden alinabilinen kan
ornekleri miktariin azligina bagh olarak yeteri kadar mir-34b/c elde edilememis
olmasi1 veya mevcut tekniklerin az miktarda bulunan mir-34b/c ekspresyonunu tespit
edememesi olabilecegini diisiindiirdii.

Bununla beraber insanlarda yapilan caligmalarda, mir-34b/c ekspresyonunun
cesitli hastaliklarda alinan plazma Orneklerinde varligi gosterilmistir. mir-34’tin
ovarian kanserleri vakalarinda kan orneklerinde bulundugu ve teshis amach bir
belirte¢ olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Marton ve ark. 2019; Correa ve ark.
2016). MikroRNA-34c ekspresyonunun da intrahepatik kolanjiokarsinom vakalarinin
plazma 6rneklerinde kontrol grubuna gore 4 kat fazla oldugu gosterilmistir (Correa
ve ark. 2016).Buna ilave olarak da 2019 yilinda yaymlanan ¢aligmada, yeni bir
teknik olarak sunulan Droplet digital PCR teknigi ile malign plevral mezotelyoma
vakalarinda mir-34b ve mir-34c ekspresyonu tespit edilmis ve mir-34b/c
metilasyonunun hastaligin progresyonun tahmin edilmesinde bir biyobelirte¢

olabilecegi bildirilmistir (Sato ve ark. 2019).

107


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sakurai%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27071960

Kemoterapi uygulamasi sirasinda ve sonrasinda spermatogenez takip etmenin ve
ortaya ¢ikan azospermi tanisini koymanin, testikiiler biyopsi disinda bir yontemi
bulunmamaktadir. Bununla beraber son yillarda mikroRNA’larin ¢esitli hastaliklarin
teshis ve tedavilerinin izlenmesi amaci ile kullanilabilecegine ait yayimnlar da
bulunmaktadir. Bu ¢alismada, CP verilen farelerin testis &rneklerinin
incelenmesinde; GDNF ve okludin ekspresyonlariin azaldigmi, TGF-[33
immunoreaktivitesinin ise arttigini1 ve boylece testis hasarinin ortaya ¢ikmasindan bu
molekiillerin sorumlu oldugu tespit edildi. Testis doku orneklerinden yapilan mir-
34b/c ekspresyonunun incelemesinde de CP uygulanan grupta ekspresyonun belirgin
olarak azaldigi tespit edildi, mir-34b/c ekspresyonunun testis doku hasarinin
belirlenmesinde bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi sonucuna varildi. Testis doku
orneklerinde gbzlenen mir-34b/c  ekspresyonun farkinin  kan Orneklerine
yansimamasinin en onemli nedeninin teknik yetersizlikle ilgili oldugu diistintldi.
Bununla beraber, plazmada bulunan mir-34b/c ekspresyonunu mikroRNA izolasyon
kitindeki gelismelere ve Droplet digital PCR teknigi gibi yeni RT-PCR tekniginin
kullanimina bagl olarak gerceklesmesinin yakin tarihte miimkiin olabilecegi ileri

surtlebilir.
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7. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, kontrol ve sham grubuna ait farelerin GDNF primer antikoru ile
boyanmis testis doku Orneklerine ait preparatlarinin incelenmesi sonucunda GDNF
ekspresyonunun oldukca fazla (H-score: 221.00 + 8.5 - 220.50 + 7.7) oldugu tespit
edildi ve GDNF spermatogenezi hem sayisal, hem de farklilasma yolu ile
destekledigi sonucuna varildu.

Siklofosfamid verilmis GDNF primer antikoru ile boyanmis prepaSicanlarinin,
incelenmesi sonucunda ekspresyonun kontrol ve sham grubuna gore anlaml diizeyde
azaldig tespit edildi. Uygulama sonrasinda GDNF ekspresyonunun azalmis (170.00
+ 14,8) olmasi, siklofosfamidin spermatogenez {iizerine negatif etkisinin GDNF
azalmasina bagl olabilecegi diisiiniildii.

Yaptigimiz ¢alismada kontrol grubunda ve sham grubunda bulunan farelerde
ozellikle bazal bolgelerde ve spermatidlerde TGF-B3’iin orta diizeyde eksprese
edilmesi (H-score: 163,00 + 13,8 - 168,00 £ 10,1), TGF-f3’lin spermatogenez
mekanizmasinda 6nemli rol oynadigini, spermatitlerde gézlenmesinin ise spermatit
maturasyonunda gorev aldiginin bir gostergesi olarak degerlendirildi.

Siklofosfamid  verilmis farelerin  testis doku Orneklerinin, TGF-3
immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli diizeyde arttig1 (210,50 + 27,6).
tespit edildi ve siklofosfamidin etkisinin Tgf-f3 {izerinden olabilecegini diisiindiirdii.
Tgf-B3, okludin miktarmi azaltarak hiicresel baglantilar1 zayiflattigt gbéz Oniine
alindiginda, siklofosfamidin testikiiler hasar ve infertiliteye neden olmasinin

nedenlerinden birinin TGF-B3 artisina neden olmasi ileri stirtilebilir.
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Yapilan caligmada kontrol grubunda ve sham grubunda bulunan farelerde
okludin primer antikoru ile boyanmis preparatlarinin, incelenmesi sonucunda
ekspresyonun kontrol ve sham grubunda (223.00 + 20.5 - 212.00 £+ 15.9) fazla
miktarda ekspresyon oldugu goézlendi. Bu durum okludinin Sertoli hiicrelerindeki
kan testis bariyerinin yapisina katildiginin bir gostergesi olarak degerlendirildi.

Siklofosfamid  verilmis farelerin  testis doku Orneklerinde  okludin
immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore anlamhi diizeyde azaldigi (187.50 +
23,26) tespit edildi. Uygulama sonrasinda okludin immunoreaktivitesinin azalmis
olmasi, siklofosfamidin, testis Sertoli hiicreleri ve testis kan bariyerinde de hasar
olusturdugunun bir belirtisi olarak degerlendirildi.

Kontrol grubu ve sham grubuna ait doku Orneklerinde mir-34b ve mir-34c
ekspresyonunun PCR teknigi ile incelenmesinde, kontrol grubuna ait degerlerin
siklofosfamid grubuna gore 2-3 kat fazla oldugu tespit edildi. Siklofosfamid
kullanimindan sonra testis dokusunun degerlendirilmesinde mir-34b ve mir-34c
ekspresyonunun spermatogenez ve fertilite durum degerlendirmesi igin
kullanilabilecegi diisiiniildii.

Kontrol ve sham grubu ile CP verilen gruplara ait plazma Orneklerinde endojen
genlerin ekspresyonun normal olarak goézlenmesine ragmen, mir-34b/c ifadesinin
olmadig1 gozlendi. Bu durumun, farelerden alinabilinen kan 6rnekleri miktarinin
azligma bagli olarak yeteri kadar mir-34b/c elde edilememis olmasi veya mevcut
tekniklerin az miktarda bulunan mir-34b/c ekspresyonunu tespit edememesi
olabilecegini diisiindiirdii.

Bu ¢aligmada, CP’nin neden oldugu testis hasarinda GDNF, okludin ve TGF-f33
ekspresyonlarinin dnemli rol oynadigi, doku Orneklerinde mir-34b ve mir-34c
ekspresyonlarinda ortaya ¢ikan azalmanin, testis hasarinin belirlenmesinde onemli
bir belirte¢ olabilecegi ancak plazmada tespit edilebilmesi i¢in 6rnek miktarinin

artirilmasi, spesifik kitlerin kullanilmasina ihtiya¢ oldugu sonucuna varildi.

110



8. KAYNAKLAR

Abraham, J., Abreu, P., Aglietta, M., Ahn, E. J., Allard, D., Allekotte, L., ...&
Andringa, S. (2010). Measurement of the depth of maximum of extensive air

showers above 10 18 eV. Physical review letters, 104(9), 091101.

Abbott, B. P., Abbott, R., Abbott, T. D., Abernathy, M. R., Acernese, F.,
Ackley, K., ... & Adya, V. B. (2016). Observation of gravitational waves from a
binary black hole merger. Physical review letters, 116(6), 061102.

Aaboud, M., Aad, G., Abbott, B., Abdallah, J., Abdinov, O., Abeloos, B., ... &
Abreu, R. (2017). Electron efficiency measurements with the ATLAS detector using
2012 LHC proton—proton collision data. The European Physical Journal C, 77(3),
195.

Abu-Halima, M., Backes, C., Leidinger, P., Keller, A., Lubbad, A. M.,
Hammadeh, M., & Meese, E. (2014). MicroRNA expression profiles in human

testicular tissues of infertile men with different histopathologic patterns. Fertility

and sterility, 101(1), 78-86.

Aceto, N., Bardia, A., Miyamoto, D. T., Donaldson, M. C., Wittner, B. S.,
Spencer, J. A, ... & Brannigan, B. W. (2014). Circulating tumor cell clusters are

oligoclonal precursors of breast cancer metastasis. Cell, 158(5), 1110-1122.

111



Aghanim, N., Akrami, Y., Ashdown, M., Aumont, J., Baccigalupi, C.,
Ballardini, M., ... & Battye, R. (2018). Planck 2018 results. VI. Cosmological
parameters. arXiv preprint arXiv:1807.06209.

Agostini, M., & Knight, R. A. (2014). mir-34: from bench to
bedside. Oncotarget, 5(4), 872.

Ahmed, M. B., Zhou, J. L., Ngo, H. H., Guo, W., Thomaidis, N. S., & Xu, J.
(2017). Progress in the biological and chemical treatment technologies for emerging

contaminant removal from wastewater: a critical review. Journal of hazardous

materials, 323, 274-298.

Airaksinen, M. S., & Saarma, M. (2002). The GDNF family: signalling,

biological functions and therapeutic value. Nature Reviews Neuroscience, 3(5), 383.

Amsterdam, E. A., Wenger, N. K., Brindis, R. G., Casey, D. E., Ganiats, T. G.,
Holmes, D. R, ... & Levine, G. N. (2014). 2014 AHA/ACC guideline for the
management of patients with non—ST-elevation acute coronary syndromes: a report
of the American College of Cardiology/American Heart Association Task Force on
Practice Guidelines. Journal of the American College of Cardiology, 64(24), e139-
e228.

Anderson, J. M., & Van Itallie, C. M. (2009). Physiology and function of the
tight junction. Cold Spring Harbor perspectives in biology, 1(2), a002584.

Arafa, H. M. M., Aly, H. A. A., Abd-Ellah, M. F., & El-Refaey, H. M. (2009).
Hesperidin attenuates benzo [o] pyrene-induced testicular toxicity in Sigcans via
regulation of oxidant/antioxidant balance. Toxicology and industrial health, 25(6),

417-427.

112



Argani, P., Lal, P., Hutchinson, B., Lui, M. Y., Reuter, V. E., & Ladanyi, M.
(2003). Aberrant nuclear immunoreactivity for TFE3 in neoplasms with TFE3 gene
fusions: a sensitive and specific immunohistochemical assay. The American journal

of surgical pathology, 27(6), 750-761.

Artavanis-Tsakonas, S., Rand, M. D., & Lake, R. J. (1999). Notch signaling:
cell fate control and signal integration in development. Science, 284(5415), 770-776.

Atfi, A., Djelloul, S., Chastre, E., Davis, R., & Gespach, C. (1997). Evidence
for a role of Rho-like GTPases and stress-activated protein kinase/c-Jun N-terminal
kinase (SAPK/JINK) in transforming growth factor B-mediated signaling. Journal of
Biological Chemistry, 272(3), 1429-1432.

Baker, J. T., Leskovar, D. 1., Reddy, V. R., & Dainello, F. J. (2001). A simple
phenological model of muskmelon development.Annals of Botany, 87(5), 615-621.

Bakhtiary, Z., Shahrooz, R., Ahmadi, A., & Zarei, L. (2014). Evaluation of
antioxidant effects of crocin on sperm quality in cyclophosphamide treated adult
mice. In Veterinary research forum: an international quarterly journal (Vol. 5, No.

3, p. 213). Faculty of Veterinary Medicine, Urmia University, Urmia, Iran.

Baléazs, M., Rassoul-Agha, F., & Seppildinen, T. (2019). Large deviations and
wandering exponent for random walk in a dynamic beta environment. The Annals of

Probability, 47(4), 2186-2229.

Balda, M. S., Whitney, J. A., Flores, C., Gonzélez, S., Cereijido, M., & Matter,
K. (1996). Functional dissociation of paracellular permeability and transepithelial
electrical resistance and disruption of the apical-basolateral intramembrane diffusion

barrier by expression of a mutant tight junction membrane protein. The Journal of

cell biology, 134(4), 1031-1049.

113



Baloh, R. H., Tansey, M. G., Golden, J. P., Creedon, D. J., Heuckeroth, R. O.,
Keck, C. L., ... & Milbrandt, J. (1997). TrnR2, a novel receptor that mediates
neurturin and GDNF signaling through Ret. Neuron, 18(5), 793-802.

Bandurin, D. A., Tyurnina, A. V., Geliang, L. Y., Mishchenko, A., Z6lyomi, V.,
Morozov, S. V., ... & Kovalyuk, Z. D. (2017). High electron mobility, quantum Hall
effect and anomalous optical response in atomically thin InSe. Nature

nanotechnology, 12(3), 223.

Bao, J., Tang, B., & Chen, X. (1999). Copolymerization of epoxy and cyanate

[J]. Acta Polymerica Sinica, 2.

Barrios-Rodiles, M., Brown, K. R., Ozdamar, B., Bose, R., Liu, Z., Donovan, R.
S., ... & Luga, V. (2005). High-throughput mapping of a dynamic signaling network
in mammalian cells. Science, 307(5715), 1621-1625.

Bartel, D. P. (2004). MicroRNAs: genomics, biogenesis, mechanism, and
function. cell, 116(2), 281-297.

Bassett, A. R., Akhtar, A., Barlow, D. P., Bird, A. P., Brockdorff, N., Duboule,
D, ... & Higgs, D. R. (2014). Science forum: considerations when investigating

IncRNA function in vivo. elife,3, e03058.

Battaglia, G., Molinaro, G., Riozzi, B., Storto, M., Busceti, C. L., Spinsanti, P.,
... & Corsi, M. (2009). Activation of mGlu3 receptors stimulates the production of
GDNF in striatal neurons.PLoS One, 4(8), e6591.

Beale, J. M., & Block, J. H. (Eds.). (2011). Wilson and Gisvold's Textbook of

organic medicinal and pharmaceutical chemistry.

114



Bergmann, M., Brohmann, B., Hoffmann, E., Loibl, M. C., Rehaag, R.,
Schramm, E., & VoB, J. P. (2005). Quality criteria of transdisciplinary research. A

guide for the formative evaluation of research projects. ISOE-Studientexte, 13.

Berhe, T. A., Su, W. N., Chen, C. H., Pan, C. J., Cheng, J. H., Chen, H. M., ...
& Hwang, B. J. (2016). Organometal halide perovskite solar cells: degradation and
stability. Energy & Environmental Science, 9(2), 323-356.

Bhushan, S., & Meinhardt, A. (2017). The macrophages in testis

function. Journal of reproductive immunology, 119, 107-112.

Bjorkgren, 1., Gylling, H., Turunen, H., Huhtaniemi, L., Strauss, L., Poutanen,
M., & Sipild, P. (2014). Imbalanced lipid homeostasis in the conditional Dicerl
knockout mouse epididymis causes instability of the sperm membrane. The FASEB

Journal, 29(2), 433-442.

Boehm, M., & Slack, F. (2005). A developmental timing microRNA and its
target regulate life span in C. elegans.Science, 310(5756), 1954-1957.

Bouhallier, F., Allioli, N., Lavial, F., Chalmel, F., Perrard, M. H., Durand, P., ...
& Rouault, J. P. (2010). Role of mir-34c microRNA in the late steps of
spermatogenez. Rna, 16(4), 720-731.

Cai, L., & Tu, B. P. (2011, January). On acetyl-CoA as a gauge of cellular
metabolic state. In Cold Spring Harbor symposia on quantitative biology (Vol. 76,
pp- 195-202). Cold Spring Harbor LaboSiganory Press.

115



Cereijido, M., Shoshani, L., & Contreras, R. G. (2000). Molecular Physiology
and Pathophysiology of Tight Junctions 1. Biogenesis of tight junctions and epithelial

polarity. American Journal of Physiology-Gastrointestinal and Liver

Physiology, 279(3), G477-G482.

Chan, K. K., Oza, A. M., & Siu, L. L. (2003). The statins as anticancer

agents. Clinical cancer research, 9(1), 10-19.

Chen, H., Shao, M., & Li, Y. (2008). The characteristics of soil water cycle and
water balance on steep grassland under natural and simulated rainfall conditions in

the Loess Plateau of China. Journal of hydrology, 360(1-4), 242-251.

Chen, W., Zheng, R., Baade, P. D., Zhang, S., Zeng, H., Bray, F., ... & He, J.
(2016). Cancer statistics in China, 2015. CA: a cancer journal for clinicians, 66(2),
115-132.

Cheng, C. Y., & Mruk, D. D. (2002). Cell junction dynamics in the testis:
Sertoli-germ cell interactions and male contraceptive development. Physiological

reviews, 82(4), 825-874.

Cheng, C. Y., & Mruk, D. D. (2012). The blood-testis barrier and its

implications for male contraception. Pharmacological reviews,64(1), 16-64.

Cik, M., Masure, S., Lesage, A. S., Van der Linden, 1., Van Gompel, P.,
Pangalos, M. N, ... & Leysen, J. E. (2000). Binding of GDNF and neurturin to

human GDNF family receptor a 1 and 2 influence of cRET and cooperative

interactions. Journal of Biological Chemistry, 275(36), 27505-27512.

116



Collie, K. J., Sarder, M. J., Sotiriades, A. D., Dehn, J. J., Jenison, L., & Sato, H.
(2019). U.S. Patent Application No. 10/167,789.

Comazzetto, S., Di Giacomo, M., Rasmussen, K. D., Much, C., Azzi, C., Perlas,
E., ... & O'Carroll, D. (2014). Oligoasthenoteratozoospermia and infertility in mice
deficient for mir-34b/c and miR-449 loci. PLoS genetics, 10(10), e1004597.

Contino, R., Curtin, D., Katz, A., Mangano, M. L., Panico, G., Ramsey-Musolf,
M. ], ... & Behr, J. K. (2016). Physics at a 100 TeV pp collider: Higgs and EW
symmetry breaking studies. arXiv preprint arXiv:1606.09408.

Correa-Gallego, C., Maddalo, D., Doussot, A., Kemeny, N., Kingham, T. P.,
Allen, P. J., ... & Jarnagin, W. R. (2016). Circulating plasma levels of microRNA-21

and microRNA-221 are potential diagnostic markers for primary intrahepatic cholang

Costantini, F., & Kopan, R. (2010). Patterning a complex organ: branching
morphogenesis and nephron segmentation in kidney development. Developmental

cell, 18(5), 698-712.

Cyr, D. G., Hermo, L., Egenberger, N., Mertineit, C., Trasler, J. M., & Laird, D.
W. (1999). Cellular immunolocalization of Okludin during embryonic and postnatal

development of the mouse testis and epididymis. Endocrinology, 140(8), 3815-3825.

Davidoff, F., DeAngelis, C. D., Drazen, J. M., Hoey, J., Hojgaard, L., Horton,
R., ... & Sox, H. C. (2001). Sponsorship, authorship, and accountability. Archives of
Otolaryngology—Head & Neck Surgery, 127(10), 1178-1180.

De Kretser, D. M., & Kerr, J. B. (1994). The physiology of
Reproduction. Knobil, E, 837-932.

117



Deo, K., Ang, D., Gordon, C., & Aldrich-Wright, J. (2016). Transition metal
intercalators as anticancer agents—Recent advances. International journal of

molecular sciences, 17(11), 1818.

Derynck, R., Zhang, Y., & Feng, X. H. (1998). Transcriptional activators of
TGF-p responses: Smads. Cell, 95(6), 737-740.

Di Liberto, V., Mudo, G., & Belluardo, N. (2011). mGIluR2/3 agonist
LY379268, by enhancing the production of GDNF, induces a time-related
phosphorylation of RET receptor and intracellular signaling Erk1/2 in mouse

striatum.Neuropharmacology, 61(4), 638-645.

Di Martino, M. T., Leone, E., Amodio, N., Foresta, U., Lionetti, M., Pitari, M.
R., ... & Tomaino, V. (2012). Synthetic mir-34a mimics as a novel therapeutic agent
for multiple myeloma: in vitro and in vivo evidence. Clinical cancer

research, 18(22), 6260-6270.

Ding, D., & Gebel, K. (2012). Built environment, physical activity, and obesity:
what have we learned from reviewing the literature?.Health & place, 18(1), 100-105.

Ding, L.J., Yan, G.J., Ge, Q. Y., Yu, F., Zhao, X., Diao, Z. Y., ... & Hu, Y. L.
(2011). FSH acts on the proliferation of type A spermatogonya via Nur77 that
increases GDNF expression in the Sertoli cells. FEBS letters, 585(15), 2437-2444.

Doxaki, C., Kampranis, S. C., Eliopoulos, A. G., Spilianakis, C., & Tsatsanis, C.
(2015). Coordinated regulation of miR-155 and miR-146a genes during induction of
endotoxin tolerance in macrophages. The Journal of Immunology, 195(12), 5750-
5761.

118



Drinkut, A., Tillack, K., Meka, D. P., Schulz, J. B., Kiigler, S., & Kramer, E. R.
(2016). Ret is essential to mediate GDNF’s neuroprotective and neuroregenerative

effect in a Parkinson disease mouse model. Cell death & disease, 7(9), €2359.

Drumond, A. L., Meistrich, M. L., & Chiarini-Garcia, H. (2011).
Spermatogonyal morphology and kinetics during testis development in mice: a high-

resolution light microscopy approach. Reproduction (Cambridge, England), 142(1),
145-155.

Ducy, P., Schinke, T., & Karsenty, G. (2000). The osteoblast: a sophisticated
fibroblast under central surveillance. Science, 289(5484), 1501-1504.

Dym, M. (1994). Spermatogonyal stem cells of the testis. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 91(24), 11287.

Dym, M., & Carlos Cavicchia, J. (1978). Functional morphology of the
testis. Biology of Reproduction, 18(1), 1-15.

Dym, M., & Fawcett, D. W. (1970). The blood-testis barrier in the rat and the
physiological compartmentation of the seminiferous epithelium. Biology of

reproduction, 3(3), 308-326.

Eaton, S. L., Roche, S. L., Hurtado, M. L., Oldknow, K. J., Farquharson, C.,
Gillingwater, T. H., & Wishart, T. M. (2013). Total protein analysis as a reliable
loading control for quantitative fluorescent Western blotting. PloS one, 8(8), €72457.

Elkin, E. B., Atoria, C. L., Leoce, N., Bach, P. B., & Schrag, D. (2013). Changes
in the availability of screening mammography, 2000-2010. Cancer, 119(21), 3847-
3853.

119



Endo, A., Hayashi, R., & Iwasaki, T. (2008). U.S. Patent No. 7,411,209.
Washington, DC: U.S. Patent and Trademark Office.

Eppert, K., Scherer, S. W., Ozcelik, H., Pirone, R., Hoodless, P., Kim, H,, ... &
Thomsen, G. H. (1996). MADR2 maps to 18q21 and encodes a TGFB-regulated
MAD-related protein that is functionally mutated in colorectal

carcinoma. Cell, 86(4), 543-552.

Falschlehner, C., Emmerich, C. H., Gerlach, B., & Walczak, H. (2007). TRAIL
signalling: decisions between life and death. The international journal of

biochemistry & cell biology, 39(7-8), 1462-1475.

Farquhar, M. G., & Palade, G. E. (1963). Junctional complexes in various
epithelia. The Journal of cell biology, 17(2), 375-412.

Fischer, A., & Gessler, M. (2007). Delta—Notch—and then? Protein interactions
and proposed modes of repression by Hes and Hey bHLH factors. Nucleic acids
research, 35(14), 4583-4596.

Flicek, P., Amode, M. R., Barrell, D., Beal, K., Billis, K., Brent, S., ... & Gil, L.
(2013). Ensembl 2014. Nucleic acids research, 42(D1), D749-D755.

Fouchécourt, S., Godet, M., Sabido, O., & Durand, P. (2006). Glial cell-line-
derived neurotropic factor and its receptors are expressed by germinal and somatic

cells of the rat testis.Journal of endocrinology, 190(1), 59-71.

Furuse, M., Hirase, T., Itoh, M., Nagafuchi, A., Yonemura, S., & Tsukita, S.
(1993). Okludin: a novel integral membrane protein localizing at tight junctions. The

Journal of cell biology, 123(6), 1777-1788.

120



Galon, J., Mlecnik, B., Bindea, G., Angell, H. K., Berger, A., Lagorce, C., ... &
Nagtegaal, 1. D. (2014). Towards the introduction of the ‘Immunoscore’in the

classification of malignant tumours. The Journal of pathology, 232(2), 199-209.

Gandini, L., Lombardo, F., Lenzi, A., Spano, M., & Dondero, F. (2006).
Cryopreservation and sperm DNA integrity. Cell and tissue banking, 7(2), 91-98.

Garcia, T. X., Costa, G. M., Franca, L. R., & Hofmann, M. C. (2014). Sub-acute
intravenous administration of silver nanoparticles in male mice alters Leydig cell

function and testosterone levels. Reproductive Toxicology, 45, 59-70.

Garcia, T. X., Farmaha, J. K., Kow, S., & Hofmann, M. C. (2014). RBPJ in
mouse Sertoli cells is required for proper regulation of the testis stem cell

niche. Development, 141(23), 4468-4478.

Garcia, T. X., Parekh, P., Gandhi, P., Sinha, K., & Hofmann, M. C. (2017). The
NOTCH Ligand JAGI regulates GDNF expression in Sertoli cells. Stem cells and
development, 26(8), 585-598.

Gartner, L. P., & Hiatt, J. L. (2006). Color textbook of histology e-book. Elsevier

Health Sciences.

Gebremedhn, S., Salilew-Wondim, D., Hoelker, M., Rings, F., Neuhoff, C.,
Tholen, E., ... & Tesfaye, D. (2016). MicroRNA-183-96-182 cluster regulates bovine
granulosa cell proliferation and cell cycle transition by coordinately targeting

FOXOL. Biology of reproduction, 94(6), 127-1.

121



Giannakis, M., Mu, X. J., Shukla, S. A., Qian, Z. R., Cohen, O., Nishihara, R., ...
& Sukawa, Y. (2016). Genomic correlates of immune-cell infiltrates in colorectal

carcinoma. Cell reports, 15(4), 857-865.

Giordano, V., Gangale, F., Fulli, G., Jiménez, M. S., Onyeji, L., Colta, A., ... &
Maschio, I. (2011). Smart Grid projects in Europe: lessons learned and current

developments. JRC Reference Reports, Publications Office of the European Union.

Gliki, G., Ebnet, K., Aurrand-Lions, M., Imhof, B. A., & Adams, R. H. (2004).
Spermatid differentiation requires the assembly of a cell polarity complex

downstream of junctional adhesion molecule-C. Nature, 431(7006), 320.

GSicanaroli, R., Vindrieux, D., Gougeon, A., & Benahmed, M. (2002).
Expression of tumor necrosis factor-a-related apoptoz-inducing ligand and its

receptors in rat testis during development.Biology of reproduction, 66(6), 1707-1715.

GSiganaroli, R., Vindrieux, D., Selva, J., Felsenheld, C., Ruffion, A., Decaussin,
M., & Benahmed, M. (2004). Characterization of tumour necrosis factor-a related

apoptosis inducing ligand and its receptors in the adult human testis. Molecular

human reproduction, 10(2), 123-128.

Gregory, S. G., Schmidt, S., Seth, P., Oksenberg, J. R., Hart, J., Prokop, A., ... &
Lincoln, R. (2007). Interleukin 7 receptor a chain (IL7R) shows allelic and

functional association with multiple sclerosis. Nature genetics, 39(9), 1083.

Grimm, D., Streetz, K. L., Jopling, C. L., Storm, T. A., Pandey, K., Davis, C. R.,
... & Kay, M. A. (2006). Fatality in mice due to oversaturation of cellular
microRNA/short hairpin RNA pathways.Nature, 441(7092), 537.

122



Gure, A. O., Tiireci, O., Sahin, U., Tsang, S., Scanlan, M. J., Jiger, E., ... &
Chen, Y. T. (1997). SSX: a multigene family with several members transcribed in

normal testis and human cancer. International journal of cancer, 72(6), 965-971.

Ha, M., & Kim, V. N. (2014). Regulation of microRNA biogenesis. Nature
reviews Molecular cell biology, 15(8), 509.

Hajiahmadi, S., Panjehpour, M., Aghaei, M., & Shabani, M. (2015). Activation
of A2b adenosine receptor regulates ovarian cancer cell growth: involvement of

Bax/Bcl-2 and caspase-3. Biochemistry and Cell Biology, 93(4), 321-329.

Halat, M. (2018). Si¢anlarda metotreksat kaynakl testis hasari iizerine
mezenkimal kék hiicrenin histopatolojik etkisi (Master's thesis, Adnan Menderes

Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii).

Hall, A. G., & Tilby, M. J. (1992). Mechanisms of action of, and modes of
resistance to, alkylating agents used in the treatment of haematological

malignancies. Blood reviews, 6(3), 163-173.

Hanrieder, J., Nyakas, A., Naessén, T., & Bergquist, J. (2007). Proteomic
analysis of human follicular fluid using an alternative bottom-up approach. Journal

of proteome research, 7(01), 443-449.

Hans, C. P., Weisenburger, D. D., Greiner, T. C., Gascoyne, R. D., Delabie, J.,
ott, G., ... & Pan, Z. (2004). Confirmation of the molecular classification of diffuse

large B-cell lymphoma by immunohistochemistry using a tissue

microarray. Blood, 103(1), 275-282.

123



Harhaj, N. S., & Antonetti, D. A. (2004). Regulation of tight junctions and loss
of barrier function in pathophysiology. The international journal of biochemistry &

cell biology, 36(7), 1206-1237.

Hartsough, M. T., & Mulder, K. M. (1995). Transforming growth factor §
activation of p44mapk in proliferating cultures of epithelial cells. Journal of

Biological Chemistry, 270(13), 7117-7124.

Hasegawa, M., Wilson, G., Russell, L. D., & Meistrich, M. L. (1997). Radiation-
induced cell death in the mouse testis: relationship to apoptosis. Radiation

research, 147(4), 457-467.

Hausmann, R., Tyson, L. D. A., & Zahidi, S. (2012, August). The global gender

gap report 2012. Geneva: World Economic Forum.

Hayashi, K., de Sousa Lopes, S. M. C., Tang, F., & Surani, M. A. (2008).
Dynamic equilibrium and heterogeneity of mouse pluripotent stem cells with distinct

functional and epigenetic states. Cell stem cell, 3(4), 391-401.

He, L., He, X., Lim, L. P., De Stanchina, E., Xuan, Z., Liang, Y., ... & Jackson,
A. L. (2007). A microRNA component of the p53 tumour suppressor
network. Nature, 447(7148), 1130.

He, Z., Jiang, J., Hofmann, M. C., & Dym, M. (2007). Gfral silencing in mouse
spermatogonyal stem cells results in their differentiation via the inactivation of RET

tyrosine kinase. Biology of reproduction, 77(4), 723-733.

124



Hébert, S. S., Horré, K., Nicolai, L., Papadopoulou, A. S., Mandemakers, W.,
Silahtaroglu, A. N., ... & De Strooper, B. (2008). Loss of microRNA cluster miR-
29a/b-1 in sporadic Alzheimer's disease correlates with increased BACE1/B-secretase

expression. Proceedings of the National Academy of Sciences, 105(17), 6415-6420.

Hejmej, A., Kopera, L., Kotula-Balak, M., Lydka, M., Lenartowicz, M., &
Bilinska, B. (2012). Are expression and localization of tight and adherens junction
proteins in testes of adult boar affected by foetal and neonatal exposure to

flutamide?. International journal of andrology, 35(3), 340-352.

Hirase, T., Staddon, J. M., Saitou, M., Ando-Akatsuka, Y., Itoh, M., Furuse, M.,
... & Rubin, L. L. (1997). Okludin as a possible determinant of tight junction
permeability in endothelial cells.Journal of cell science, 110(14), 1603-1613.

Hofmann, W., Friese, M., & Roefs, A. (2009). Three ways to resist temptation:
The independent contributions of executive attention, inhibitory control, and affect

regulation to the impulse control of eating behavior. Journal of Experimental Social

Psychology, 45(2), 431-435.

Hu, F. P., Guo, Y., Zhu, D. M., Wang, F., Jiang, X. F., Xu, Y. C., ... & Kang, M.
(2016). Resistance trends among clinical isolates in China reported from CHINET

surveillance of bacterial resistance, 2005-2014. Clinical microbiology and

infection, 22, S9-S14.

Hu, L. T., & Bentler, P. M. (1998). Fit indices in covariance structure modeling:
Sensitivity to underparameterized model misspecification. Psychological

methods, 3(4), 424.

125



Huckins, C. (1971). The spermatogonyal stem cell population in adult Si¢ans. L.
Their morphology, proliferation and maturation. The Anatomical Record, 169(3),

533-557.

Hunt, S. A., Abraham, W. T., Chin, M. H., Feldman, A. M., Francis, G. S.,
Ganiats, T. G., ... & Oates, J. A. (2009). 2009 focused update incorporated into the
ACC/AHA 2005 guidelines for the diagnosis and management of heart failure in
adults: a report of the American College of Cardiology Foundation/American Heart
Association Task Force on Practice Guidelines developed in collaboration with the

International Society for Heart and Lung Transplantation. Journal of the American

College of Cardiology, 53(15), e1-e90.

Imam, J. S., Plyler, J. R, Bansal, H., Prajapati, S., Bansal, S., Rebeles, J., ... &
Buddavarapu, K. C. (2012). Genomic loss of tumor suppressor mikroRNA-204
promotes cancer cell migration and invasion by activating AKT/mTOR/Racl

signaling and actin reorganization. PloS one, 7(12), €52397.

Ilona A Kopera, Barbara Bilinska, C Yan Cheng, Dolores D Mruk. Sertoli-germ
cell junctions in the testis: a review of recent data. Philos. Trans. R. Soc. Lond, B,

Biol. Sci1.2010;365(1546):1593-605

Innes, E. A., Wright, S. E., Maley, S., Rae, A., Schock, A., Kirvar, E., ... &
Buxton, D. (2001). Protection against vertical transmission in bovine

neosporosis. International Journal for Parasitology, 31(13), 1523-1534.

Ioannidis, J., & Donadeu, F. X. (2016). Circulating mikroRNA signatures of
early pregnancy in cattle. BMC genomics, 17(1), 184.

Izadyar, F., Wong, J., Maki, C., Pacchiarotti, J., Ramos, T., Howerton, K., ... &
Chow, Y. C. (2011). Identification and characterization of repopulating
spermatogonyal stem cells from the adult human testis. Human Reproduction, 26(6),

1296-1306.

126



Jackman, L. M., & Sternhell, S. (2013). Application of Nuclear Magnetic
Resonance Spectroscopy in Organic Chemistry: International Series in Organic

Chemistry. Elsevier.

Jain, N., Roberts, K. G., Jabbour, E., Patel, K., Eterovic, A. K., Chen, K., ... &
Konoplev, S. (2017). Ph-like acute lymphoblastic leukemia: a high-risk subtype in
adults. Blood, 129(5), 572-581.

Jalali, S., & Wohlin, C. (2012, September). Systematic liteSiganure studies:
database searches vs. backward snowballing. In Proceedings of the 2012 ACM-IEEE

international symposium on empirical software engineering and measurement (pp.

29-38). IEEE.

Jing, J., Wu, J., Liu, W., Xiong, S., Ma, W., Zhang, J., ... & Mei, J. (2014). Sex-
biased mikroRNAs in gonad and their potential roles for testis development in

yellow catfish. PLoS One, 9(9), e107946.

Jing, S., Wen, D., Yu, Y., Holst, P. L., Luo, Y., Fang, M., ... & Louis, J. C.
(1996). GDNF-induced activation of the ret protein tyrosine kinase is mediated by
GDNFR-a, a novel receptor for GDNF. Cell, 8

Josso, N., di Clemente, N., & Gouédard, L. (2001). Anti-Miillerian hormone and
its receptors. Molecular and cellular endocrinology, 179(1-2), 25-32.

Junqueira, L. C., Carneiro, J., & Kelley, R. O. (2005). Connective tissue. Basic
histology text & atlas, 11, 91-122.

Kaitu’u-Lino, T. U. J., Morison, N. B., & Salamonsen, L. A. (2007). Estrogen is
not essential for full endometrial restoration after breakdown: lessons from a mouse

model. Endocrinology,148(10), 5105-5111.

127



Kanatsu-Shinohara, M., Ogonuki, N., Inoue, K., Miki, H., Ogura, A., Toyokuni,
S., & Shinohara, T. (2003). Long-term proliferation in culture and germline

transmission of mouse male germline stem cells. Biology of reproduction, 69(2),

612-616.

Kena, G., Hussar, W., McFarland, J., de Brey, C., Musu-Gillette, L., Wang, X.,
... & Barmer, A. (2016). The Condition of Education 2016. NCES 2016-

144. National Center for Education Statistics.

Kerr, J. F., Wyllie, A. H., & Currie, A. R. (1972). Apoptosis: a basic biological
phenomenon with wideranging implications in tissue kinetics. British journal of

cancer, 26(4), 239.

Kieliszek, M., Blazejak, S., Bzducha-Wrébel, A., & Kot, A. M. (2019). Effect of
selenium on lipid and amino acid metabolism in yeast cells. Biological trace element

research, 187(1), 316-327.

Kinjo, Y., Wu, D., Kim, G., Xing, G. W., Poles, M. A., Ho, D.D., ... &
Kronenberg, M. (2005). Recognition of bacterial glycosphingolipids by natural killer
T cells. Nature, 434(7032), 520.

Kong, Y. W., Cannell, I. G., de Moor, C. H., Hill, K., Garside, P. G., Hamilton,
T.L., .. & Willis, A. E. (2008). The mechanism of micro-RNA-mediated translation
repression is determined by the promoter of the target gene. Proceedings of the

National Academy of Sciences, 105(26), 8866-8871.

Korchynskyi, O., Landstrom, M., Stoika, R., Funa, K., Heldin, C. H., ten Dijke,
P., & Souchelnytskyi, S. (1999). Expression of Smad proteins in human colorectal

cancer. International journal of cancer, 82(2), 197-202.

128



Korhonen, J. T., Kettunen, M., Ras, R. H., & Ikkala, O. (2011). Hydrophobic
nanocellulose aerogels as floating, sustainable, reusable, and recyclable oil

absorbents. ACS applied materials & interfaces, 3(6), 1813-1816.

Kosova, F., & Ar1, Z. (2011). Prostat kanseri ve apoptozis iliskisi.Journal of
Clinical and Experimental Investigations, 2(1), 124-131.

Kotaja, N. (2014). MicroRNAs and spermatogenesis. Fertility and
sterility, 101(6), 1552-1562.

Koval, I. A., Gamez, P., Belle, C., Selmeczi, K., & Reedijk, J. (2006). Synthetic
models of the active site of catechol oxidase: mechanistic studies. Chemical Society

Reviews, 35(9), 814-840.

Kramer, E. R., Aron, L., Ramakers, G. M., Seitz, S., Zhuang, X., Beyer, K., ... &
Klein, R. (2007). Absence of Ret signaling in mice causes progressive and late

degeneration of the nigrostriatal system. PLoS biology, 5(3), €39.

Kubota, H., Avarbock, M. R., & Brinster, R. L. (2004). Growth factors essential
for self-renewal and expansion of mouse spermatogonyal stem cells. Proceedings of

the National Academy of Sciences, 101(47), 16489-16494.

Kumar, T. R., Wang, Y., Lu, N., & Matzuk, M. M. (1997). Follicle stimulating
hormone is required for ovarian follicle maturation but not male fertility. Nature

genetics, 15(2), 201.

Kuwabara, Y., Ono, K., Horie, T., Nishi, H., Nagao, K., Kinoshita, M., ... &
Imai, M. (2011). Increased microRNA-1 and microRNA-133a levels in serum of

patients with cardiovascular disease indicate myocardial damage. Circulation:

Cardiovascular Genetics, 4(4), 446-454.

129



Lamberti, D., & Vicini, E. (2014). Promoter analysis of the gene encoding
GDNEF in murine Sertoli cells. Molecular and cellular endocrinology, 394(1-2), 105-
114.

Lécureuil, C., Fontaine, 1., Crepieux, P., & Guillou, F. (2002). Sertoli and
granulosa cell-specific Cre recombinase activity in transgenic mice. genesis, 33(3),

114-118.

Leduc, F., Acteau, G., Grégoire, M. C., Simard, O., Leroux, J., Carrier-Leclerc,
A., ... & Boissonneault, G. (2011). Post-meiotic DNA damage and response in male

germ cells. In DNA repair. IntechOpen.

Lee, J., Kanatsu-Shinohara, M., Inoue, K., Ogonuki, N., Miki, H., Toyokuni, S.,
... & Shinohara, T. (2007). Akt mediates self-renewal division of mouse

spermatogonyal stem cells.Development, 134(10), 1853-1859.

Lee, N., Hui, D., Wu, A., Chan, P., Cameron, P., Joynt, G. M., ... & Lui, S. F.
(2003). A major outbreak of severe acute respiratory syndrome in Hong Kong. New

England Journal of Medicine, 348(20), 1986-1994.

Lee, R. C., Feinbaum, R. L., & Ambros, V. (1993). The C. elegans heterochronic
gene lin-4 encodes small RNAs with antisense complementarity to lin-14. cell, 75(5),

843-854.

Lewis, B. P., Burge, C. B., & Bartel, D. P. (2005). Conserved seed pairing, often
flanked by adenosines, indicates that thousands of human genes are microRNA

targets. cell, 120(1), 15-20.

Li, X. F., Dong, H. L., Huang, X. Y., Qiu, Y. F., Wang, H. J., Deng, Y. Q., ... &
Fan, H. (2016). Characterization of a 2016 clinical isolate of Zika virus in non-

human primates.EBioMedicine, 12, 170-177.

130



LibeSi¢ani, N. T., Datto, M. B., Frederick, J. P., Shen, X., Wong, C., Rougier-
Chapman, E. M., & Wang, X. F. (1999). Smads bind directly to the Jun family of
AP-1 transcription factors. Proceedings of the National Academy of Sciences, 96(9),
4844-4849.

Lin, L. F., Doherty, D. H., Lile, J. D., Bektesh, S., & Collins, F. (1993). GDNF:
a glial cell line-derived neurotrophic factor for midbrain dopaminergic

neurons. Science, 260(5111), 1130-1132.

Lindsey, J. S., & Wilkinson, M. F. (1996). Pem: a testosterone-and LH-regulated
homeobox gene expressed in mouse Sertoli cells and epididymis. Developmental

biology, 179(2), 471-484.

Liu, Y. Y., Wang, Y., Walsh, T. R., Yi, L. X., Zhang, R., Spencer, J., ... & Yu,
L. F. (2016). Emergence of plasmid-mediated colistin resistance mechanism MCR-1
in animals and human beings in China: a microbiological and molecular biological

study. The Lancet infectious diseases, 16(2), 161-168.

Liz¢, M., Klimke, A., & Dobbelstein, M. (2011). MicroRNA-449 in cell fate
determination. Cell cycle, 10(17), 2874-2882.

Loomes, K. M., Russo, P., Ryan, M., Nelson, A., Underkoffler, L., Glover, C., ...
& Oakey, R. J. (2007). Bile duct proliferation in liver-specific Jagl conditional
knockout mice: Effects of gene dosage. Hepatology, 45(2), 323-330.

Lu, F., Lee, H. P., & Lim, S. P. (2003). Modeling and analysis of micro
piezoelectric power geneSiganors for micro-electromechanical-systems

applications. Smart Materials and Structures, 13(1), 57.

131



Maatouk, D. M., DiNapoli, L., Alvers, A., Parker, K. L., Taketo, M. M., &
Capel, B. (2008). Stabilization of B-catenin in XY gonads causes male-to-female sex-

reversal. Human molecular genetics, 17(19), 2949-2955.

Ma'ayan, A., Jenkins, S. L., Neves, S., Hasseldine, A., Grace, E., Dubin-Thaler,
B., ... & Kershenbaum, A. (2005). Formation of regulatory patterns during signal
propagation in a mammalian cellular network. Science, 309(5737), 1078-1083.

Macias-Silva, M., Hoodless, P. A., Tang, S. J., Buchwald, M., & Wrana, J. L.
(1998). Specific activation of Smad] signaling pathways by the BMP7 type 1
receptor, ALK?2. Journal of Biological Chemistry, 273(40), 25628-25636.

Macias-Silva, M., Abdollah, S., Hoodless, P. A., Pirone, R., Attisano, L., &
Wrana, J. L. (1996). MADR? is a substrate of the TGF receptor and its
phosphorylation is required for nuclear accumulation and signaling. Cell, 87(7),

1215-1224.

Maddocks, S., & Setchell, B. P. (1990). Recent evidence for immune privilege in

the testis. Journal of reproductive immunology, 18(1), 9-18.

Martin-Padura, 1., Lostaglio, S., Schneemann, M., Williams, L., Romano, M.,
Fruscella, P., ... & Simmons, D. (1998). Junctional adhesion molecule, a novel
member of the immunoglobulin superfamily that distributes at intercellular junctions
and modulates monocyte transmigration. The Journal of cell biology, 142(1), 117-
127.

Massagué, J., & Chen, Y. G. (2000). Controlling TGF-p signaling. Genes &
development, 14(6), 627-644.

132



McCarthy, K. M., Skare, 1. B., Stankewich, M. C., Furuse, M., Tsukita, S.,
Rogers, R. A, ... & Schneeberger, E. E. (1996). Okludin is a functional component
of the tight junction. Journal of cell science, 109(9), 2287-2298.

McKeith, I. G., Dickson, D. W., Lowe, J., Emre, M., O'brien, J. T., Feldman, H.,
... & Aarsland, D. (2005). Diagnosis and management of dementia with Lewy
bodies: third report of the DLB Consortium. Neurology, 65(12), 1863-1872.

Mease, P., Arnold, L. M., Bennett, R., Boonen, A., Buskila, D., Carville, S., ... &
Gendreau, M. (2007). Fibromyalgia syndrome.The Journal of Rheumatology, 34(6),
1415-1425.

Meistrich, M. L. (2009). Male gonadal toxicity. Pediatric blood & cancer, 53(2),
261-266.

Meistrich, M. L., Wilson, G., Brown, B. W., Da Cunha, M. F., & Lipshultz, L. L.
(1992). Impact of cyclophosphamide on long term reduction in sperm count in men
treated with combination chemotherapy for Ewing and soft tissue
sarcomas. Cancer,70(11), 2703-2712.

Mélanie Lagarrigue, Michael Becker, Régis Lavigne, Soren-Oliver Deininger,
Axel Walch, Florence Aubry, Detlev Suckau and Charles Pineau Molecular &
Cellular Proteomics March 1, 2011, First published on December 12, 2010, 10 (3)
M110.005991; Revisiting Rat Spermatogenesis with MALDI Imaging at 20-pm
Resolution https://doi.org/10.1074/mcp.M110.005991

Meng, F., Forbes, A. J., Miller, L. M., & Kelleher, N. L. (2005). Detection and
localization of protein modifications by high resolution tandem mass

spectrometry. Mass spectrometry reviews, 24(2), 126-134.

133


https://doi.org/10.1074/mcp.M110.005991

Meng, X., de Rooij, D. G., Westerdahl, K., Saarma, M., & Sariola, H. (2001).
Promotion of seminomatous tumors by targeted overexpression of glial cell line-

derived neurotrophic factor in mouse testis. Cancer Research, 61(8), 3267-3271.

Meng, X., Lindahl, M., Hyvonen, M. E., Parvinen, M., de Rooij, D. G., Hess, M.
W., ... & Pichel, J. G. (2000). Regulation of cell fate decision of undifferentiated
spermatogonya by GDNF.Science, 287(5457), 1489-1493.

Mi, S., Lee, X., Li, X. P., Veldman, G. M., Finnerty, H., Racie, L., ... & Keith Jr,
J. C. (2000). Syncytin is a captive retroviral envelope protein involved in human

placental morphogenesis.Nature, 403(6771), 785.

Mital, P., Hinton, B. T., & Dufour, J. M. (2011). The blood-testis and blood-
epididymis barriers are more than just their tight junctions. Biology of

reproduction, 84(5), 851-858.

Mok, K. W., Mruk, D. D., Silvestrini, B., & Cheng, C. Y. (2012). rpS6 regulates
blood-testis barrier dynamics by affecting F-actin organization and protein

recruitment. Endocrinology, 153(10), 5036-5048.

Moore, K. L., Persaud, T. V. N., & Torchia, M. G. (2018). The Developing
Human-E-Book: Clinically Oriented Embryology. Elsevier Health Sciences.

Morgan, D. H., Ghribi, O., Hui, L., Geiger, J. D., & Chen, X. (2014).
Cholesterol-enriched diet disrupts the blood-testis barrier in rabbits. American

Journal of Physiology-Endocrinology and Metabolism, 307(12), E1125-E1130.

Mullaney, B. P., & Skinner, M. K. (1993). Transforming growth factor-beta
(beta 1, beta 2, and beta 3) gene expression and action during pubertal development
of the seminiferous tubule: potential role at the onset of spermatogenez. Molecular

Endocrinology, 7(1), 67-76.

Mythili, Y., Sudharsan, P. T., Selvakumar, E., & Varalakshmi, P. (2004).

Protective effect of DL-a-lipoic acid on cyclophosphamide induced oxidative cardiac

134



injury. Chemico-biological interactions,151(1), 13-19.

Nakao, A., Imamura, T., Souchelnytskyi, S., Kawabata, M., Ishisaki, A., Oeda,
E., ... & ten Dijke, P. (1997). TGF-f receptor-mediated signalling through Smad2,
Smad3 and Smad4. The EMBO journal, 16(17), 5353-5362.

Nakazato, M., Murakami, N., Date, Y., Kojima, M., Matsuo, H., Kangawa, K.,
& Matsukura, S. (2001). A role for ghrelin in the central regulation of
feeding. Nature, 409(6817), 194.

Naughton, C. K., Jain, S., Strickland, A. M., Gupta, A., & Milbrandt, J. (2006).
Glial cell-line derived neurotrophic factor-mediated RET signaling regulates

spermatogonyal stem cell fate.Biology of reproduction, 74(2), 314-321.

Noveski, P., Popovska Jankovic, K., Kubelka Sabit, K., Filipovski, V.,
Lazarevski, S., Plaseski, T., & Plaseska Karanfilska, D. (2016). Micro RNA
expression profiles in testicular biopsies of patients with impaired

spermatogenez. Andrology, 4(6), 1020-1027.

Nowak, S. J., Nahirney, P. C., Hadjantonakis, A. K., & Baylies, M. K. (2009).
Napl-mediated actin remodeling is essential for mammalian myoblast

fusion. Journal of cell science, 122(18), 3282-3293.

Nusrat, A., Turner, J. R., & Madara, J. L. (2000). Molecular physiology and
pathophysiology of tight junctions. IV. Regulation of tight junctions by extracellular
stimuli: nutrients, cytokines, and immune cells. American Journal of

Physiology, 279(1), G851-G857.

Okbay, A., Baselmans, B. M., De Neve, J. E., Turley, P., Nivard, M. G.,
Fontana, M. A., ... & GSicanten, J. (2016). Genetic variants associated with
subjective well-being, depressive symptoms, and neuroticism identified through

genome-wide analyses. Nature genetics, 48(6), 624.

Oki, Y., Noorani, M., Lin, P., Davis, R. E., Neelapu, S. S., Ma, L., ... & Wang,

135



M. (2014). Double hit lymphoma: the MD A nderson C ancer C enter clinical
experience. British journal of haematology, 166(6), 891-901.

O'shaughnessy, J. (2014). Competitive marketing (RLE marketing): A strategic
approach. Routledge.

Ozorak, A., Naziroglu, M., Celik, O., Yiiksel, M., Ozgelik, D., Ozkaya, M. O., ...
& Kose, S. A. (2013). Wi-Fi (2.45 GHz)-and mobile phone (900 and 1800 MHz)-
induced risks on oxidative stress and elements in kidney and testis of rats during

pregnancy and the development of offspring. Biological trace element

research, 156(1-3), 221-229.

Pagano, M., & Gauvreau, K. (2018). Principles of biostatistics. Chapman and
Hall/CRC.

Papaioannou, M. D., & Nef, S. (2010). microRNAs in the testis: building up
male fertility. Journal of andrology, 31(1), 26-33.

Papaioannou, M. D, Pitetti, J. L., Ro, S., Park, C., Aubry, F., Schaad, O., ... &
McManus, M. T. (2009). Sertoli cell Dicer is essential for spermatogenesis in

mice. Developmental biology,326(1), 250-259.
Parker, D., & Gill, B. (1976). The Portable Dorothy Parker. Penguin Books.

Periti, P., Mazzei, T., & Mini, E. (2002). Clinical pharmacokinetics of depot
leuprorelin. Clinical pharmacokinetics, 41(7), 485-504.

Piek, E., Moustakas, A., Kurisaki, A., Heldin, C. H., & ten Dijke, P. (1999).
TGF-(beta) type I receptor/ALK-5 and Smad proteins mediate epithelial to
mesenchymal transdifferentiation in NMuMG breast epithelial cells. J cell

Sci, 112(24), 4557-4568.

Qiblawi, J. R., Thompson, C. D., McGreevy, S. C., Siemieniec, D., Iglesias, M.
S., & Bayer, J. (2011). U.S. Patent Application No. 29/367,116.

136



Qin, J, Li, Y., Cai, Z., Li, S., Zhu, J., Zhang, F., ... & Peng, Y. (2012). A
metagenome-wide association study of gut microbiota in type 2

diabetes. Nature, 490(7418), 55.

Qu N, Itoh M, Sakabe K. Effects of Chemotherapy and Radiotherapy on
Spermatogenesis: The Role of Testicular Immunology. Int J Mol Sci. 2019 Feb
22;20(4). pii: E957. doi: 10.3390/ijms20040957. Review. PubMed PMID: 30813253;

Rahbar, K., Mahmoud, S., Al-Dadah, R. K., Moazami, N., & Mirhadizadeh, S.
A. (2017). Review of organic Rankine cycle for small-scale applications. Energy

conversion and management, 134, 135-155.

Rao, M. K., Wayne, C. M., Meistrich, M. L., & Wilkinson, M. F. (2003). Pem
homeobox gene promoter sequences that direct transcription in a Sertoli cell-specific,

stage-specific, and androgen-dependent manner in the testis in vivo. Molecular

endocrinology, 17(2), 223-233.

Rebourcet, D., O’Shaughnessy, P. J., Monteiro, A., Milne, L., Cruickshanks, L.,
Jeffrey, N., ... & Smith, L. B. (2014). Sertoli cells maintain Leydig cell number and
peritubular myoid cell activity in the adult mouse testis. PloS one, 9(8), e105687.

Rice, S. J., Lai, S. C., Wood, L. W., Helsley, K. R., Runkle, E. A., Winslow, M.
M., & Mu, D. (2013). MicroRNA-33a mediates the regulation of high mobility group
AT-hook 2 gene (HMGAZ2) by thyroid transcription factor 1 (TTF-1/NKX2—
1). Journal of Biological Chemistry, 288(23), 16348-16360.

Ro, S., Park, C., Sanders, K. M., McCarrey, J. R., & Yan, W. (2007). Cloning
and expression profiling of testis-expressed microRNAs. Developmental

biology, 311(2), 592-602.

Ross, M., & Pawlina, W. (2017). Histology, A text and atlas, with correlated cell
and molecular biology. Lippincott Williams & Wilkins.

Roth, L., Saur, J., Retherford, K. D., Strobel, D. F., Feldman, P. D., McGSi¢anh,

137



M. A., & Nimmo, F. (2014). Transient water vapor at Europa’s south
pole. Science, 343(6167), 171-174.

Runkle, E. A., Sundstrom, J. M., Runkle, K. B., Liu, X., & Antonetti, D. A.
(2011). Okludin localizes to centrosomes and modifies mitotic entry. Journal of

Biological Chemistry, 286(35), 30847-30858.

Russell, D. S., & Rubinstein, L. J. (1977). Pathology of tumours of the nervous
system. Williams and Wilkins Co..

Russell L. D., Etllin R. A., Sinha Hikim A. P., Clegg E. D. (1990) Histological

and Histopathological Evaluation of the Testis, Cache River Press, Clearwater, FLL

Ruven, H. J., Berg, R. J., Seelen, C. M. J., Dekkers, J. A., Lohman, P. H.,
Mullenders, L. H., & van Zeeland, A. A. (1993). Ultraviolet-induced cyclobutane
pyrimidine dimers are selectively removed from transcriptionally active genes in the

epidermis of the hairless mouse. Cancer research, 53(7), 1642-1645.

Sadler, T. W. (2011). Langman's medical embryology. Lippincott Williams &
Wilkins.

Saitou, M., Fujimoto, K., Doi, Y., Itoh, M., Fujimoto, T., Furuse, M., ... &
Tsukita, S. (1998). Okludin-deficient embryonic stem cells can differentiate into

polarized epithelial cells bearing tight junctions. The Journal of cell biology, 141(2),
397-408.

Saitou, M., Furuse, M., Sasaki, H., Schulzke, J. D., Fromm, M., Takano, H., ...
& Tsukita, S. (2000). Complex phenotype of mice lacking Okludin, a component of
tight junction strands.Molecular biology of the cell, 11(12), 4131-4142.

Sancak, B., & Cumhur, M. (2008). Fonksiyonel Anatomi Bas Boyun ve i¢
Organlar, 4. baski. ODTU yayincilik, Ankara, Tiirkiye, 291.

Savitt, J., Singh, D., Zhang, C., Chen, L. C., Folmer, J., Shokat, K. M., &

138



Wright, W. W. (2012). The in vivo response of stem and other undifferentiated
spermatogonya to the reversible inhibition of glial cell line-derived neurotrophic

factor signaling in the adult.Stem Cells, 30(4), 732-740.

Schmitz, H., & Nadvi, K. (1999). Clustering and industrialization: introduction.

Schuchardt, A., D'Agati, V., Larsson-Blomberg, L., Costantini, F., & Pachnis, V.
(1994). Defects in the kidney and enteric nervous system of mice lacking the tyrosine

kinase receptor Ret.Nature, 367(6461), 380.

Schulzke, J. D., Gitter, A. H., Mankertz, J., Spiegel, S., Seidler, U., Amasheh, S.,
... & Fromm, M. (2005). Epithelial transport and barrier function in Okludin-
deficient mice. Biochimica et biophysica acta (BBA)-Biomembranes, 1669(1), 34-42.

139



Scientific, L. I. G. O., Abbott, B. P., Abbott, R., Abbott, T. D., Acernese, F.,
Ackley, K., ... & Adya, V. B. (2017). GW170104: observation of a 50-solar-mass
binary black hole coalescence at redshift 0.2. Physical Review Letters, 118(22),
221101.

Setchell, K. D. R., Lawson, A. M., Mitchell, F. L., Adlercreutz, H., Kirk, D. N.,
& Axelson, M. (1980). Lignans in man and in animal species. Nature, 287(5784),
740.

Shetty, G., & Meistrich, M. L. (2005). Hormonal approaches to preservation and
restoSicanion of male fertility after cancer treatment. JNCI Monographs, 2005(34),
36-39.

140



Shi, J., Barakat, M., Chen, D., & Chen, L. (2018). Bicellular Tight
Junctions and Wound Healing. International journal of molecular

sciences, 19(12), 3862.

Shi, T., McAllister, D. A., O'Brien, K. L., Simoes, E. A., Madhi, S. A., Gessner,
B. D., ... & Alassani, I. (2017). Global, regional, and national disease burden
estimates of acute lower respiSiganory infections due to respiSicanory syncytial virus

in young children in 2015: a systematic review and modelling study. The

Lancet,390(10098), 946-958.

Singh, J., & Handelsman, D. J. (1996). Neonatal administSi¢anion of FSH
increases Sertoli cell numbers and spermatogenez in gonadotropin-deficient (hpg)

mice. Journal of Endocrinology,151(1), 37-48.

Sinha, S., Anderson, J. P., Barbour, R., Basi, G. S., Caccavello, R., Davis, D., ...
& Jacobson-Croak, K. (1999). Purification and cloning of amyloid precursor protein

[B-secretase from human brain. Nature, 402(6761), 537.

Sistigu, A., Viaud, S., Chaput, N., Bracci, L., Proietti, E., & Zitvogel, L. (2011,
July). Immunomodulatory effects of cyclophosphamide and implementations for
vaccine design. InSeminars in immunopathology (Vol. 33, No. 4, pp. 369-383).
Springer-Verlag.

Skinner, E. A., & Belmont, M. J. (1993). Motivation in the classroom:
Reciprocal effects of teacher behavior and student engagement across the school

year. Journal of educational psychology, 85(4), 571.

Smorag, L., Zheng, Y., Nolte, J., Zechner, U., Engel, W., & Pantakani, D. V. K.
(2012). MicroRNA signature in various cell types of mouse spermatogenez:
Evidence for stage-specifically expressed mikroRNA-221,-203 and-34b-5p mediated
spermatogenez regulation. Biology of the Cell, 104(11), 677-692.

Sporn, M. B., & Roberts, A. B. (1990). TGF-beta: problems and prospects. Cell
regulation, 1(12), 875-882.

141



Starkey Lewis, P. J., Dear, J., Platt, V., Simpson, K. J., Craig, D. G., Antoine, D.
J., ... & Neoptolemos, J. P. (2011). Circulating microRNAs as potential belirtegs of
human drug-induced liver injury. Hepatology, 54(5), 1767-1776.

Surace, E. L., Strickland, A., Hess, R. A., Gutmann, D. H., & Naughton, C. K.
(2006). Tslcl (nectin-like molecule-2) is essential for spermatozoa motility and male

fertility. Journal of andrology, 27(6), 816-825.

SUTTON, K. A., MATH, S., TRIBLEY, W. A., LINDSEY, J. S., MEISTRICH,
M. L., BUCANA, C. D, ... & WILKINSON, M. F. (1998). Androgen regulation of

the Pem homeodomain gene in mice and rat Sertoli and epididymal cells. Journal of

andrology,19(1), 21-30.

Suzuki, S., Takasaki, S., Ozaki, T., & Kobayashi, Y. (1999, July). Tissue
oxygenation monitor using NIR spatially resolved spectroscopy. In Optical
tomography and spectroscopy of tissue III (Vol. 3597, pp. 582-592). International
Society for Optics and Photonics.

Tadokoro, Y., Yomogida, K., Ohta, H., Tohda, A., & Nishimune, Y. (2002).
Homeostatic regulation of germinal stem cell proliferation by the GDNF/FSH
pathway. Mechanisms of development, 113(1), 29-39.

Tamaki, N., Shimizu, M., Nishida, K., & Hiroyasu, H. (1998). Effects of
cavitation and internal flow on atomization of a liquid jet. Atomization and

Sprays, 8(2).

Tamura, K., Peterson, D., Peterson, N., Stecher, G., Nei, M., & Kumar, S.
(2011). MEGAS: molecular evolutionary genetics analysis using maximum

likelihood, evolutionary distance, and maximum parsimony methods. Molecular

biology and evolution, 28(10), 2731-2739.

142



Tanwar, R. K., Prakash, A., Panda, S. K., Swain, N. C., Garg, D. K., & Singh, S.
P. (2010). S. Sathya kumar and OM Bambawale (2010) Rice swarming caterpillar

(Spodoptera mauritia) and its management strategies. Technical Bulletin, 24.

Tapia, R., Huerta, M., Islas, S., Avila-Flores, A., Lopez-Bayghen, E., Weiske, J.,
... & Gonzdlez-Mariscal, L. (2009). Zona occludens-2 inhibits cyclin D1 expression

and cell proliferation and exhibits changes in localization along the cell

cycle.Molecular biology of the cell, 20(3), 1102-1117.

Tarulli, G. A., Meachem, S. J., Schlatt, S., & Stanton, P. G. (2008). Regulation
of testicular tight junctions by gonadotrophins in the adult Djungarian hamster in

vivo. Reproduction, 135(6), 867-877.

Tay, Y., Zhang, J., Thomson, A. M., Lim, B., & Rigoutsos, 1. (2008).
MicroRNAs to Nanog, Oct4 and Sox2 coding regions modulate embryonic stem cell

differentiation. Nature, 455(7216), 1124.

Throup, J. P., Koretke, K. K., Bryant, A. P., Ingraham, K. A., Chalker, A. F., Ge,
Y., ... & Rosenberg, M. (2000). A genomic analysis of two component signal

transduction in Streptococcus pneumoniae. Molecular microbiology, 35(3), 566-576.

Tinggaard, J., Aksglaede, L., Serensen, K., Mouritsen, A., Wohlfahrt Veje, C.,
Hagen, C. P., ... & Petersen, J. H. (2014). The 2014 D anish references from birth to
20 years for height, weight and body mass index. Acta Paediatrica, 103(2), 214-224.

Travers, M. J., McCarthy, M. C., Gottlieb, C. A., & Thaddeus, P. (1996).
LaboSicanory detection of the C7H radical. The Astrophysical Journal
Letters, 465(1), L77.

143



Tripathi, D. N., & Jena, G. B. (2008). Astaxanthin inhibits cytotoxic and
genotoxic effects of cyclophosphamide in mice germ cells. Toxicology, 248(2-3), 96-
103.

Trupp, M., Belluardo, N., Funakoshi, H., & Ibadez, C. F. (1997).
Complementary and overlapping expression of glial cell line-derived neurotrophic
factor (GDNF), c-ret proto-oncogene, and GDNF receptor-o indicates multiple

mechanisms of trophic actions in the adult rat CNS. Journal of Neuroscience, 17(10),

3554-3567.

Tsukita, S., Furuse, M., & Itoh, M. (2001). Multifunctional strands in tight

junctions. Nature reviews Molecular cell biology,2(4), 285.

TUNALL S., & BASAR, R. (2012). Testisin Vaskiiler Anatomisi.Turkiye
Klinikleri Urology-Special Topics, 5(3), 1-5.

Van den Berg, A. J., Turner, S. M., Van Duyl, F. C., & Ruardij, P. (1996).
Model structure and analysis of dimethylsulphide (DMS) production in the southern
North Sea, considering phytoplankton dimethylsulphoniopropionate-(DMSP) lyase
and eutrophication effects. Marine Ecology Progress Series, 145, 233-244.

Varambally, S., Dhanasekaran, S. M., Zhou, M., Barrette, T. R., Kumar-Sinha,
C., Sanda, M. G., ... & Rubin, M. A. (2002). The polycomb group protein EZH2 is

involved in progression of prostate cancer. Nature, 419(6907), 624.

Vergouwen, R. P. F. A., Jacobs, S. G. P. M., Huiskamp, R., Davids, J. A. G., &
De Rooij, D. G. (1991). Proliferative activity of gonocytes, Sertoli cells and

interstitial cells during testicular development in mice. Reproduction, 93(1), 233-243.

144



Vogelmeier, C. F., Criner, G. J., Martinez, F. J., Anzueto, A., Barnes, P. J.,
Bourbeau, J., ... & Frith, P. (2017). Global stSicanegy for the diagnosis,
management, and prevention of chronic obstructive lung disease 2017 report. GOLD

executive summary. American journal of respiSi¢canory and critical care

medicine, 195(5), 557-582.

Voineagu, I., Wang, X., Johnston, P., Lowe, J. K., Tian, Y., Horvath, S., ... &
Geschwind, D. H. (2011). Transcriptomic analysis of autistic brain reveals

convergent molecular pathology.Nature, 474(7351), 380.

Vojtek, A. B., & Cooper, J. A. (1995). Rho family members: activators of MAP
kinase cascades. Cell, 82(4), 527-529.

Volinia, S., Calin, G. A., Liu, C. G., Ambs, S., Cimmino, A., Petrocca, F., ... &
Prueitt, R. L. (2006). A microRNA expression signature of human solid tumors

defines cancer gene targets.Proceedings of the National Academy of

Sciences, 103(7), 2257-2261.

Von Hoff, D. D., Ervin, T., Arena, F. P., Chiorean, E. G., Infante, J., Moore, M.,
... & Harris, M. (2013). Increased survival in pancreatic cancer with nab-paclitaxel

plus gemcitabine. New England Journal of Medicine, 369(18), 1691-1703.

Waldman, D. A., De Luque, M. S., Washburn, N., House, R. J., Adetoun, B.,
Barrasa, A., ... & Dorfman, P. (2006). Cultural and leadership predictors of corporate
social responsibility values of top management: A GLOBE study of 15

countries. Journal of International Business Studies, 37(6), 823-837.

145



Wang, T., Fahrmann, J. F., Lee, H., Li, Y. J., Tripathi, S. C., Yue, C., ... &
Somlo, G. (2018). JAK/STAT3-regulated fatty acid f-oxidation is critical for breast

cancer stem cell self-renewal and chemoresistance. Cell metabolism, 27(1), 136-150.

Wang, Y. P., Teng, M. C., & Chung, K. W. (2001). Seismic isolation of rigid
cylindrical tanks using friction pendulum bearings. Earthquake engineering &

structural dynamics, 30(7), 1083-1099.

Wang, Z., Mandell, K. J., Parkos, C. A., Mrsny, R. J., & NusSican, A. (2005).
The second loop of Okludin is required for suppression of Rafl-induced tumor

growth. Oncogene, 24(27), 4412.

Weber, M. A., Schiffrin, E. L., White, W. B., Mann, S., Lindholm, L. H.,
Kenerson, J. G, ... & Cohen, D. L. (2014). Clinical practice guidelines for the
management of hypertension in the community: a statement by the American Society
of Hypertension and the International Society of Hypertension. The journal of

clinical hypertension, 16(1), 14-26.

Whitman, W. B., Coleman, D. C., & Wiebe, W. J. (1998). Prokaryotes: the
unseen majority. Proceedings of the National Academy of Sciences, 95(12), 6578-
6583.

Widimsky, P., Wijns, W., Fajadet, J., De Belder, M., Knot, J., Aaberge, L., ... &
Danchin, N. (2009). Reperfusion therapy for ST elevation acute myocardial
infarction in Europe: description of the current situation in 30 countries. European

heart journal, 31(8), 943-957.

146



Wu, G., Cheng, Y., Yang, Z., Jia, Z., Wu, H., Yang, L., ... & Lv, H. (2018).
Design of carbon sphere/magnetic quantum dots with tunable phase compositions

and boost dielectric loss behavior. Chemical Engineering Journal, 333, 519-528.

Wu, T., Geng, J., Guo, W., Gao, J., & Zhu, X. (2017). Asiatic acid inhibits lung
cancer cell growth in vitro and in vivo by destroying mitochondria. Acta

pharmaceutica sinica B, 7(1), 65-72.

Wu, Y., Schuster, M., Chen, Z., Le, Q. V., Norouzi, M., Macherey, W., ... &
Klingner, J. (2016). Google's neural machine translation system: Bridging the gap

between human and machine translation. arXiv preprint arXiv:1609.08144.

Yaffe, K., Barnes, D., Nevitt, M., Lui, L. Y., & Covinsky, K. (2001). A
prospective study of physical activity and cognitive decline in elderly women:

women who walk. Archives of internal medicine, 161(14), 1703-1708.

Yan, H., Parsons, D. W., Jin, G., McLendon, R., Rasheed, B. A., Yuan, W, ... &
Friedman, H. (2009). IDH1 and IDH2 mutations in gliomas. New England Journal of
Medicine, 360(8), 765-773.

Yang, L., Ren, F., Feng, Q., Xu, G., Li, X,, Li, Y., ... & Fan, S. (2018). Effect of
Cu Doping on the Structural and Electrochemical Performance of LiNi 1/3 Co 1/3
Mn 1/3 O 2 Cathode Materials. Journal of Electronic Materials, 47(7), 3996-4002.

147



Yang, W. S., Noh, J. H., Jeon, N. J., Kim, Y. C., Ryu, S., Seo, J., & Seok, S. L.
(2015). High-performance photovoltaic perovskite layers fabricated through
intramolecular exchange. Science, 348(6240), 1234-1237.

Yang, Y. Y., Chung, T. S., & Ng, N. P. (2001). Morphology, drug distribution,
and in vitro release profiles of biodegradable polymeric microspheres containing
protein fabricated by double-emulsion solvent extraction/evaporation

method. Biomaterials, 22(3), 231-241.

Yao, S., Gao, C., Zhu, H., Zhang, Y., Wang, S., & Qin, C. (2016). Effects of
additives on absorbable organic halide reduction in elemental chlorine-free bleaching

of bagasse kraft pulp. BioResources, 11(1), 996-1006.

Yeh, Y. C., Creran, B., & Rotello, V. M. (2012). Gold nanoparticles: prepartion,
properties, and applications in bionanotechnology. Nanoscale, 4(6), 1871-1880.

YILMAZ, A., & HAKAN, B. Spermatogenez Siireclerinin Diizenlenmesinde
GDNF’nin (Glial Cell Line-Derived Neurotropic Factor) Rolii. SDU Ziraat Fakiiltesi
Dergisi, 5(2), 83-87.

Yilmaz A,Gékdal O. Allografting and Xenografting of Testis Tissue and Using
Possibilities in the Future. Kafkas Un1 Vet Derg.2010; 16 (6): 1073-1077

Yi, Z., Ye, J., Kikugawa, N., Kako, T., Ouyang, S., Stuart-Williams, H., ... &

Liu, Y. (2010). An orthophosphate semiconductor with photooxidation properties

under visible-light irradiation. Nature materials, 9(7), 559.

148



Yu, K. S. H., Wong, A.H. Y., Yau, K. W. Y., Wong, Y. S., & Tam, N. F. Y.
(2005). Natural attenuation, biostimulation and bioaugmentation on biodegradation

of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in mangrove sediments. Marine

pollution bulletin, 51(8-12), 1071-1077.

Zhang, C. S., Jiang, B., Li, M., Zhu, M., Peng, Y., Zhang, Y. L., ... & Lian, G.
(2014). The lysosomal v-ATPase-Ragulator complex is a common activator for
AMPK and mTORCI, acting as a switch between catabolism and anabolism. Cell
metabolism, 20(3), 526-540.

Zhang, L., Hou, D., Chen, X., Li, D., Zhu, L., Zhang, Y., ... & Yin, Y. (2012).
Exogenous plant MIR168a specifically targets mammalian LDLRAP1: evidence of
cross-kingdom regulation by microRNA. Cell research, 22(1), 107.

Zhang, T., & Lin, W. (2014). Metal-organic frameworks for artificial
photosynthesis and photocatalysis. Chemical Society Reviews, 43(16), 5982-5993.

Zhang, X., & Cai, X. (2011). Climate change impacts on global agricultural land
availability. Environmental Research Letters, 6(1), 014014.

Zhou, C., Wu, Y. L., Chen, G., Feng, J., Liu, X. Q., Wang, C., ... & Lu, S.
(2011). Erlotinib versus chemotherapy as first-line treatment for patients with
advanced EGFR mutation-positive non-small-cell lung cancer (OPTIMAL, CTONG-
0802): a multicentre, open-label, randomised, phase 3 study. The lancet

oncology, 12(8), 735-742.

Zhou, L., & Haas, Z. J. (1999). Securing ad hoc networks. /IEEE network, 13(6),
24-30.

Zhou, L., Tan, Y., Ji, D., Zhu, B., Zhang, P., Xu, J., ... & Zhu, J. (2016). Self-
assembly of highly efficient, broadband plasmonic absorbers for solar steam

geneSicanion. Science Advances, 2(4), e1501227.

149



9. EKLER

'T.C.
Maznisa Celal Bayar Universitesi
Hayvan Dencyleri Yerel Etik Kuruln

{25 /09 /3018 / 77.637.435 -

r’\?nfeponm nlu.;\lumian farelerde testis hasarmun serum (iRNA ditzeyi ile belirlenmesi

| KARAR TARIH / NGO

ARASTIRMANIN AD|

}'rof. Dr. M. Kemal ULBIL(JIN MCBU hp Fale. Hlszoiop ve E.mbnyoloy AD

SOHUMLU ARASTIRMALI

| ARASTIRMA EKIBH

I
I
iYuk Lisans Opr. Serda DEMIROREN
!
|

] T
ARASTIRMANIN NITELS] Uzmanhk Tezi [] | Yiksck Lisans/Deleare-3] |  Akademik [ '] 1 Egitim []
} i

DESCRLEMDIRILEN BELGELER 103709/ 2018/ Tarih ve 39969 savih; aragtrma dosyasinin tekrar degerlendiriimesi konulu dilekee
KARAR BILGILER] Dilekge incelenmis; bilimsel ve etilc agidan TVGUN olduguna oy coklugu ile karar verilmistir. !
| s L adbiry Tk W FN S LT - U "
3 L | .. T 0] T e

b e Ad; /Soyads fino Araglvma [l ligkisi Olan : Toplanfiya Katllmayan

i : Uye | Uye
i " S s S e : b RERES =
i Prof. Dr. Emin KURT | |
| Gtz Hastabklar AD {:" b \ Pl | O
N s ity _ L e -
| Prof. Or. lsmet TOPGU i
| Anesterl ve Reanimasyon AD b D i D
; f ; H/V{J"V e s i S :
! Prof. Dr. Ertugrul TATLISUMAK £ty ; |
| anatomi AD /'?",A;ﬁ ’ /MQ#&”’ O : O
| Prof. Dr. Kamil VURAL ; i ETCg e =

{-ﬂrmakmu;MD '7{/ 4 o
! Dog. Dr. Kvang GUNHAN

| DEHAN MD a O
e

! D, Gir. Uyisi Sedim ALTAN

| Tip Torihi ve Elik A Y a O

{ Yawuzr DEMIR i

Veteriner Hekim 0 i O

‘iﬁlﬂ’l? DZKARA
[ Snnl TUPrUTI Uﬁsl | O L

S S8 Sl i - -
Etik Kuru]umuzun karan yukarda belirtilmigtir. Aragtiema Bagvure Pormunun Faahh&mame klsmmda beilmlmls olan h.lsuqla: it}
dilckate alinarak istenilen bilgilerin Etik Kurahumuza ramaninda itetilmesi konvsunda bilgilerinizi ve geregini rica ederim.

ek

Prof. Dr, Emin HZJ{I
Baghan

150




T.C.

/ MANiISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI

MANI - TS

CELALB MS,,{}{ SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
UNIVERSITESI

SAGLIK RILIMLERI ENSTITUSO

YONETIM KURULU KARAR ORNEGI

Karar Tarihi Toplants Sayisi Karar Sayisi

27.07.2018 29 19

Karar 2- Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah 161350002 numarah tezli yiiksek lisans
programi Ggrencisi Serdag DEMIROREN'in 01.12.2017 tarih 47/5 sayili yonetim kurulunda
belirlenen “Oligoazospermi Vakalarinda Seminal Plazmada ve Serumda Bulunan
mikroRNA’larim Degerlendirilmesi” baghkl tez konusunun etik kurul onay: alinmasi kayd:
ile “Azospermi Olugturulan Farelerde Testis Hasarmm Serum MikroRNA Diizeyi ile
Belirlenmesi” olarak degistirilmesine OY BIRLIiGI ile karar verildi.

e-imzalidir
Dog. Dr. Elgin TURKOZ
ULUER
Enstiti Miidiirii V.
e-imzahdir e-imzahdir
Dog. Dr. Elgin TURKOZ Prof. Dr. Necip KUTLU
ULUER Uye
Miidiir Yardimcisi
e-imzahdwr A e-imzahdir
Prof. Dr. Sezgi CINAR PAKYUZ Dog. Dr. Murat TAS
Uye ije
e-imzahdir
Aynur
PALAMUTCUOGLU
Enstitii Sekreteri

Ash Gibidir
08/08 /2018

151



T.C.
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
Saglik Bilimleri Enstitis

Yiiksek Lisans/Doktora Tez Calismasi Orijinallik Raporu

Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dals Baskanhé'na

Tez Adi AZOSPERMi OLUSTURULAN FARELERDE TESTIS HASARININ SERUM MIKRORNA
pUZEYi iLE BELIRLENMESI

Tezime iliskin30/07/2019. tarihinde yapilan Turnitin adh intihal tespit
programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinms olan orijinallik
raporuna gore, tezimin benzerlik orani % 6'dr.

Belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez galigmamin herhangi bir intihal
igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki
sorumlulufu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu
beyan ederim.

Tarily veimza

Adi Soyadi :SERDAG DEMIROREN b7.00)9
Sgrenci No 1161350002 Oh Tees
Anabilim Dah : Histoloji ve Embriyoloji

Programi :Tezli Yilksek Lisans

DANGHYDAR QA VIBILCIN
UYG E

Agiklamalar
1-Tez Calismasi Orjinallik Raporu (TCOR), TURNITIN intihal Tespit Programi kullanimi icin kisisel hesap alma hakki bulunan tez dargmanlari,
Enstitiilerde goreviendirilen per Ber, Xatliphane ve Dokiimantasyon Daire Baskanlif'nda goreviendirilen kitdphaneciler tarafindan
alirur,

2-Sayfa sayisi 400'den az olan tezler icin tez savunmasindan 8nce ve basarili olmast durumunda dilzeltmelerden sonra olmak Gzere 2 kez
TCOR alinir.(400 sayfadan fazla olan tezler 400 ve katlan seklinde béliinerek Turnitin veri tabamina yiiklenmesi gerekmektedir. Bu gibi
durumlarda benzerlik oraminin hesaplanmasina fliskin detayli forma, kiitlphane web sayfasinda bulunan Turnitin kullamm kilavuzlarinin
altindan erisilebilir.)

3-TGOR, tezin yalnizca Kapak Sayfasi, Giris, Ana Bollimler ve Sonuc balimlerinden olugan kisminin tek bir dosya olarak intfhal tespit
programina yilklenmesi ile aliwr.

Programa ylikleme yapilirken Dosya Baghifh (document title) olarak tez baghginm tamami, Yazar Adi {author’s first name) olarak &grencinin
ad), Yazar Soyadi (author’s last name) olarak Grencinin soyad bilgisi yazilir.

4- TURNITIN intihal tespit programina yiklenen dosyanin shireglenmesinde, ilgili programdaki filtreleme segenekler! asafidaki sekilde
ayarlanir: - Kaynakea harig, - Alintilar harig, - 5 kelimeden daha az &rtiisme igeren metin kisimlar harig {Limit match size to 5 words)
s-Istege bagli ayarlar kismindan; “Odevieri suraya génder?” segenegi mutiaka DEPO YOK seklinde isaretlenmesi gerekmektedir; aksi
durumda ayni tezin ikinci kez yiklenmesi durumunda benzerlik %100 cikacaktir ve depodan tezi silmek gok uzun stireg gerektirecektir.

6- Raporlama islemi tamamlandiktan sonra, kaydedilmis olan ekranin gdriintisiinii sag Ust kdsesinde yizdeiik sayi olarak belirtilen
“henzerlik oran,” raporlamaya tabi tutulmus olan dosyamin “toplam sayfa sayisi” ve raporiama isleminin yapidi@ “tarih” bilgisi, “Yiksek
Lisans/Doktora Tez Galismas: Orjinaliik Raporu” formuna istenir.

7- Benzerlik oraninda tiim sorumluluk Ggrenclye aittir.

B-Tez sinavi so da bagarlll bulunan drenci, tez savunma sinavi tarfhi sonrasinda tezde yapilmis muhtemel degisiklikleri
iceren dosya kullanilarak alinmg ikinci bir intihal raporundaki bilgiler kullanilarak hazirlanmis ve tez danismani tarafindan onaylanarak
imzalanmug ikinci bir “Yiiksek Lisans/Doktora Tez Calismasi Orjinallik Raporu’nu Enstitlye teslim etmekle ylkimiddar.

9-Turnitin Hakkinda Bilgiler: http://kutuphane.cbu.edu.tr/turnitin.9370.tr.html
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