(

MANISA
CELAL BAYAR
UNivERSIYES]

TURKIYE CUMHURIYETI
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU

SIKLiK GMP AMP SENTAZ / INTERFERON GENLERININ
UYARICISI YOLAGININ EMBRIYOLOJIK GELISIM SURECINDEKI
YERI

GULSAH ALBAYRAK
YUKSEK LISANS TEZI

HISTOLOJI-EMBRIYOLOJI

DANISMAN
DOC.DR. ELGIN TURKOZ ULUER

MANISA/2019






()/
MANISA

CELAL BAYAR
GmiveERSITES]

TURKIYE CUMHURIYETI
MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

SIKLiK GMP AMP SENTAZ / INTERFERON GENLERININ
UYARICISI YOLAGININ EMBRiIYOLOJIK GELISIM
SURECINDEKI YERI

GULSAH ALBAYRAK
YUKSEK LISANS TEZi

HiSTOLOJI-EMBRIYOLOJI

DANISMAN
DOC.DR. ELGIN TURKOZ ULUER

TEZ SAVUNMA SINAVI JURI UYELERI
PROF.DR. M. IBRAHIM TUGLU
DOC.DR. SERAP CILAKER MICILI
DOC.DR. ELGIN TURKOZ ULUER

MANISA/2019



21.08.2019

Ulusal Tez Merkezi | Tez Form Yazdir

T.C
YUKSEKOGRETIM KURULU
ULUSAL TEZ MERKEZI

TEZ VERI GIRIS FORMU

Referans No

10275597

Yazar Adi / Soyadi

GULSAH ALBAYRAK

T.C.Kimlik No

33569202066

Telefon

5077489054

J E-Posta

gulsahalbayrak@outlook.com

Tezin Dili

Ttirkce

Tezin Gzgiin Ad)

SIKLIK GMP AMP SENTAZ / INTERFERON GENLERININ UYARICISI YOLAGININ
IEMBRIYOLOJIK GELISIM SURECINDEKI YER]

: Tezin Terclimesi

SIKLIK GMP AMP SENTAZ / INTERFERON GENLERININ UYARICISI YOLAGININ
EMBRIYOLOJIK GELISIM SURECINDEKI YER

Konu

”Histoiojf ve Embriyoloji = Histology and Embryology

Universite

Manisa Celal Bayar Universitesi

Enstitl / Hastane

Saglik Bilimleri Enstitiis(i

Anabilim Dali

Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

I Bilim Dali

Histoloji ve Embriyoloji Bilim Dali

l Tez Tiri

Yilksek Lisans

Yih

2019

Sayfa

75

.Tez Danismanlar

DOC. DR. ELGIN TURKOZ ULUER

i Dizin Terimleri

Onerilen Dizin Terimleri

CGAS, STING, NLRP14, fertilizasyon=fertilization , implantasyon= implantation ,
ovaryums= ovary , testis=testis

imza:.......

https:;‘hez.yok,gov.trfU|usaITezMerkeziftezFormYazdir.jsp?sira=0

i



SIKLIK GMP AMP SENTAZ\INTERFERON GENLERINIiN UYARICISI
YOLAGININ EMBRiYOLOJIK GELiSiM SURECINDEKI YERI

Ogrenci: Giilsah Albayrak
Danisman: Dog. Dr. Elgin TURKOZ ULUER

Bu tez calismasi 20/08/2019 tarihinde jiirimiz tarafindan “Histoloji Embriyoloji

Yiiksek Lisans Programi™ nda yiiksek lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Danismani: Dog. Dr. Elgin TURKOZ ULUER

Uye :

(DU Histoloji Embriyoloji)

Bu tez, Manisa Celal Bayar Universitesi Lisansiisti Egitim ve Ogretim
Yonetmeligi’nin ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tarafindan basarili

bulunmustur. 20/08/2019




BEYAN

Bu tez calismasmin kendi galismam oldugunu, tezin planlanmasindan, veri
toplanmasi ve yazimina kadar biitiin safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu
tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismayla
elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklari da
kaynaklar listesine aldigimi, yine bu tezin galisilmasi ve yazinu sirasinda patent ve

telif haklarini ihlal edici bir davranigimin olmadig1 beyan ederim.

Ogrencinin Adi, Soyadi
Giilsah ALBAYRAK



TESEKKUR

Manisa Celal Bayar Universitesi Saglk Bilimleri Enstitiisii Histoloji Embriyoloji
Anabilim Dali Yiiksek Lisans Egitimim siiresince ve tez galismamin her asamasinda
destegini higbir zaman esirgemeyen, engin bilgi ve tecriibesi ile bana her zaman yol
gosteren, tez damsmamm Saymn Hocam Dog.Dr. Elgin TURKOZ ULUER’e,
Calismalarim esnasinda yardimlarim esirgemeyen Boliim Baskani Prof. Dr. H. Seda
VATANSEVER’e, Histoloji Embriyoloji Anabilim Dali Ogretim tiyeleri; Prof. Dr.
Kemal OZBILGIN, Prof.Dr. M. Ibrahim TUGLU’ ya , Tez calismam boyunca
yammda olup yardimlarmi esirgemeyen bdlim asistan arkadaglarim, Hilal
KABADAYI, TUNA ONAL ve Meltem Ucoz’e, Hayatim boyunca sonsuz dzveri ve
sevgileriyle yanimda olan, beni maddi ve manevi her konuda destekleyen ve
cesaretlendiren, bugiinlere getiren canim AILEM’e , Her zaman yanimda olan, bana
inanan, yiiksek lisans tezimin her agamasinda emegi ve yardimt bulunan, Niganlhm
Serdar SARI’ya sonsuz tesekkiir ve siikranlarimi sunarim.

“Bu proje Manisa Celal Bayar Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan 2018-045 proje numarasi ile desteklenmisgtir.”

Bilimsel Arastirma Koordinasyon Birimi’ ne desteginden &tiirli tesekkiir ederim.



ICINDEKILER

Sayfa
I. BEYAN 1
ILTESEKKURLER 1
ILICINDEKILER m
IV.KISALTMALAR vi
V.SEKIL DIZINI......uuuveriiiiirriieeinrininiieniisscneensnnens vii
VI. TABLOLAR ve GRAFIK DIiZINI.........cccceerurmmmnnnix
VILRESIM DIZINI......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeneeeeeeee, x
LOZET...uuuviieieiiiiirreeeeeesessseeneeessesesssssnesesessnns 1
ZSUMMARY .iscosisvsisvsssvsssssiisasesovesvesivsssosssusnmnil 2
S.GIRIS YEAMAC coconmnisimsmimsisanamems taaimane, 3
4.GENEL BILGILER.......cccccoieiiiiiiniiiiniiiiineenennenennns 4
4 1.OVARY UM, ..ottt e e e -
4.2.0VARYUM EMBRIYOLOJSL ... isisisssssmmnens s v -+
4.2.1.Farklilasmamis Gonadlar..................coooviiniiiinineiniinnnnnnn. 5
4.3.0VARYUM ANATOMISI......ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieien 6
4 4.0VARYUM HISTOLOISL. .coviciivimspumsnansimsiimssesvn 7
4.4.1. Folikil Geligimi........ocovviiiiiiiiiiiiiiiiieieieeeeienennn, 8
A2 IIVAIRABYORE covnmmsinnnsnias e s RS S e 12
4.4.3.Korpus Luteum..........ooiviniiiiiiiiiii i 13
4.4.4.Kapasitasyon Ve Fertilizasyon...............cccoveeeiiienannnn.. 15
BASBISOKEL . vosevmismisss s R S e e 20
4.4.6.Implantasyon Sirasinda Uterus............couevueeeeniuneenrnannn 18
I U 19
4.5.1.Testis Embriyolojisi......coovveiiiiiiii e, 19
4.52. Testis HIStOIofis. cuosmsma s s sisssassissesmmass 22
U s 1T 28
4.6.1.Aciklanamayan Infertilite.................cooooviiiiiieiiinninn, 29



4.7.SIKLIK GMP AMP SENTAZ (CGAS) / INTERFERON

GENLERININ UYARICISI (STING) YOLAGI........cccvveeuennnn 30
4.8. CALISMADA KULLANILANLAN ANTIKORLAR......... 32
4.8.1. Siklik Gmp-Amp Sentaz (Cgas).........ccvvvverenereeennnnn... 32
4.8.2. Interferon Genlerinin Uyaricist (Stng)............ceevvueeen... 32

4.8.3. Niikleotit Baglayic1 Oligomerizasyon Domain, Losin

Bakimindan Zengin Tekrar Ve Pyrin Domain I¢eren Protein 14 33

(Nlrp14)
4.8.4. Interferon Regiilator Faktor (Irf3)............ocoveeiininn oo, 34
480, Iin Kisseptdr Betal AR T v mevmssnsssinisvasuis 35
SIGEREC VE YONTEM.cousismssmsmmrisvspsrians 37
5.1.DENEY MODELININ OLUSTURULMASI...................... 37
5.2.VAGINAL YAYMA VE BOYAMA PROTOKOLU...........37
5.3.FAREDE OSTRUS SIKLUSU........cccoeeieeeeiriiniiinirenn.38
54.SUPEROVULASYON PROTOKOLU........c.ocvmmmiversiesson 38
5.5.DENEYIN SONLANDIRILMASI ILE DOKU
ORNEKLERININ ALINMASLI.......coovviiiiiiiieiiieeeeieeeee, 39
5.6. EMBRIYOLARIN TOPLANMASI..........cc.0vvnnnnn.. 39
5.7.HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME........................ 40
5.7.1.Dokularin Takibi, Parafin Gémme Ve Kesit Alma.......... 40
5.7.2.Hematoksilen Ve Eozin Boyamasi............................. 41
5.7.3.Indirekt Immiinohistokimyasal Boyama....................... 42
5.7 4. IeorBifloresan BOYama. . .o wvemsnisssse i 45
5.8. IMMUNOFLORESAN GORUNTULERIN
IMAGELAMALIZL. oo usmsoammnnvsssasvsmismns 46
BLBULGULAR. .o comusmusnammne R S 47
6.1. KONTROL GRUBU HISTOKIMYA BULGULARIL......... .47
6.1.1.Vaginal Yayma Bulgulari.......cccccviimiiaiiiiiiianinninsis 47
6.1.2. Kontrol Grubu He Bulgulart....................ccvvvennnn. 49

6.1.2.1. Prodstrus grubu ovaryum orneklerinin HE bulgulari.... 49
6.1.2.2. Ostrus grubu ovaryum &rneklerinin he bulgulari......... 50
6.1.2.3. Metostrus grubu ovaryum 6rneklerinin he bulgulari......50

6.1.2.4. Didstrus grubu ovaryum 6rneklerinin he bulgulari....... 50



6:1.2 .5, Testis Ornekderinin he balgalan. .. cocaemmmmmmsn smnsosa 51
6.2. KONTROL GRUBU IMMUNOHISTOKIMYA

BULGULARI. ..ottt 32
6.2.1. Kontrol Grubu Ovaryum Dokularinin Cgas
immunoreaktivite Bulgulart..............ccoooiiiiiiiniiiiienene, 52

6.2.2.Kontrol Grubu Ovaryum Dokularinin Sting Immunoreaktivite
BN s s e P o
6.2.3.Kontrol Grubu Ovaryum Dokularinin Nlrp14

Hsitiitiorealetivite BulBalaet s . ossismmmacasssrs s 59

6.2.4.Kontrol Grubu Ovaryum Dokularimn Irf3 Immunoreaktivite

BRI micmnmsntisn 55 A R R AT, 0 62
6.2.5.Kontrol Grubu Ovaryum Dokularinin Ifn Immunoreaktivite
Bulgular. ..o s 65
6.2.6. Testis Orneklerinin Immunoreaktivite Bulgulari........... 68
6.3.IMMUNFLORESAN BULGULARI...........c.vcevvivnearnnnn, 70
6.3.1. 1 Giinliik Embriyolarin Immunofloresan Bulgulari....... 70
6.4.4.5 GUNLUK EMBRIYOLARIN HISTOKIMYA
VE IMMUNOHISTOKIMY BULGULARI............cccvevvnnnnnn, 73
6.4.1. 4,5 Giinliik Embriyolarin Histokimyasal
Degerlendirilmesi.......o.ovveeriniiiiiiieee e 13
6.4.2.4,5 Giinliik Embriyolarin Immunohistokimyasal
DEBetlelitilined v onnnnniiGaas BT 74
7. TARTISMA s cossssssassvisoscissosonssvovsnossoiisossvnosse 76
8. SONUC VE ONERILER. ... ssssussscsicssssscisasissssiss 82
9. KAYNAKLAR....uuiiiiiiiiiiiiiiiineieeececnnnnnns 83
L B L T — 87

Ek 1. Yonetim Kurulu Karar Ornegi
Ek 2. Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu Belgesi
Ek 3. Tez Orjinallik Belgesi

11. OZGECMIS



AMH
BMP 4
BSA’h PBS
Cgamp
CGAS
CREBBP
DAB
DAPI
Dsdna
FSH

H20:
H&E
IFN-Gama
IRF3

ISRE

LRR
MHC 11
MIF

NLR
Nirp14

OMI
PBS
PYD
RIG-I
SRY
STING
TBF

KISALTMA VE SIMGELER

: Antimiillerian Hormon
: Kemik Morfogenetik Protein-4
: Bovine Serum Albumins- Fosfat Tampon Soliisyonu
: GMP-AMP
: Siklik GMP AMP Sentaz
: CREB Baglayici Protein
: Diaminobenzidine
: 4 6-Diamidine-2'-Phenylindole Dihydrochloride
: Cift Sarmalli DNA
: Folikiil Uyarict Hormon
: Hidrojen Peroksit
: Hematoksilen Eozin
: Interferon-Gama
: Interferon Regiilator Faktor
: Interferon Ile Uyarilmis Tepki Elemant
: Losin Bakimindan Zengin Tekrar
: Ana Histouyumluluk Kompleksi II
: Miillerian Inhibitér Faktor
: Nod Benzeri Reseptor

: Niikleotit Baglayici Oligomerizasyon Domain,

Losin Bakimindan Zengin Tekrar Ve Pyrin

Domain Igeren Protein 14

: Maturasyonu Inhibitétii

: Fosfat Tampon Soliisyonu

: N-Terminal Pyrin Alan

: Retinoik Asit Uyarilabilir Gen 1

: Sex Determinig Region

: Interferon Genlerinin Uyaricist Yolagi

: Testis Belirleyici Faktoriin

vi



TBK1 : TANK Baglayici Kinaz 1

USG : Ultrasonografi

ZP-1 : Zona Pellucida Sperm-Binding Protein 1
ZP-2 : Zona Pellucida Sperm-Binding Protein 2
ZP-3 : Zona Pellucida Sperm-Binding Protein 3
WHO : Diinya Saghk Orgiitii

vii



SEKIL DiZiNi

Sekil Sayfa
Sekil 1. Ovaryumun Anatomik olarak gésterimi........................... 7
sekal 2. Orvarguiiin Instelojik Kesith. . v ivmsvssnmnnmmmmsmaias 8
Sekil 3: Ovaryumun detayli gésterimi.................. AR 9
Sekil 4: Ovaryum; korteks ve primordiyal ve primer folikiiller......... 10
Sekil 5: Ovaryum; korteks ve primordiyal ve primer folikiiller......... 10
Sekil 6: Ovaryum; matiir folikiil.................coooiiiiiiiiiiiinen, 12
Sekil 7: Ovaryum; primer oosit ve matiir folikiil duvari.................. 12
Sekil 8: Korpus Luteum............coviriieiniiii i, 16
Sekil 9: Korpus Luteum; lutein hiicreler ve graniiloza hiicreleri........ 16
Sekil 10: Korpus Luteum ve Korpus Albikans............................ 17
Sekil 11: Zona pellusidaya yapismis spermlerin elektron mikrofilmi.... 18
Sekil 12: Oosit penetrasyonunun 3 evresinin sematik goriiniimii.......... 19
Sekil 13: Ovulasyondan sonra evreler................cccoeeeieiccciccceeeen. 19
Sekil 14: Fare uterusunda bulunan 5 giinliik embriyo.......................... 21
Selal 18 Wienstraal SIklUS .. ro it i ensnis st et 22
Sekil 16: Testis gelisiminin sematik gosterimi...................ccoeveenn.. 24
wekil 17: Testis gehigiiii. ...ovowsvimmmimmn sims st il s s 25
Sekil 18: Erkek genital SIStEmM..........ovvviiriniiniiiiiieeieieieen 28
Skl 19¢ Testision VOIS covcm s mmmsummonsim sy i s s 29
B 30
Sekil 21: Testis; seminifer tibll.................coooiiiiiiiiiii 30
Sekil 22: Seminifer tibiiliin bir par¢asi.........cciceiisiiiiinsiiisssssses 31
Sekil 23: Sertoli hicreleri..........o.oovvuiiiiiiiiiiiii e 32
Sekil 24: CGAS-cGAMP-STING YOIU.......cccviviirininiiiiiiiiiiinenenen. 37
Sekil 25: CGAS fi¢ boyutlu dizilimi............coooviviiiiniiiiiiiiinnnn. 38
Sekil 26: Sting fic boyutla dizilimi. .. . cocomsviismiimmmmimnisssaeves s se 39
Sekil 27: Nlrp14 {i¢ boyutlu dizilimi...............coooiiiiiiiiiiiniiennnnn, 40



Sekil 28: IRF3 1 boyutli Azl «..ccoosssmnesiiisis s sssians

Sekil 29: IFN ii¢ boyutlu dizilimi



TABLOLAR ve GRAFIK DiZiNi

Tablo Sayfa

Tablo 1. Kadin ve Erkek Bireylerde Goériilen Infertilite

NEREAIETT . o ovuvsnsnisnmimmmmiassrvs ot s s s 34
Tablo 2. Parafin takip protokolii ............cooveiriiiiiiiiiiins e, 49
Tablo 3. Hematoksilen-Eozin boyama protokolii ............... c.cooeviiiiininn, 51
Tablo 4. Indirekt Iimmiinohistokimya Prosediirii................coevueuneenenne. 53

Tablo 5. Immunohistokimya i¢in kullanilan primer antikorlar.................. 54

Tablo 6. Immunflorasan igin kullanilan primer antikorlar........................ 56

Tablo 7. Proéstrus (A), Ostrus (B), Metéstrus (C) ve Didstrus (D) evrelerine ait
ovaryum doku 6rneklerinin cGAS immunohistokimyasal analiz sonuglari....65
Tablo 8: Prodstrus (A), Ostrus (B), Metdstrus (C) ve Didstrus (D) evrelerine ait
ovaryum doku 6rneklerinin Sting immunohistokimyasal analiz sonuglari.....68
Tablo 9: Prodstrus (A), Ostrus (B), Metostrus (C) ve Didstrus (D) evrelerine ait
ovaryum doku 6rneklerinin NLRP 14 immunohistokimyasal analiz sonuglari..71
Tablo 10: Prodstrus (A), Ostrus (B), Metostrus ( C) ve Didstrus (D) evrelerine ait
ovaryum  doku  o&rneklerinin  IRF3  immunohistokimyasal  analiz
0] 11110 1 D TS 74
Tablo 11: Prodstrus (A), Ostrus (B), Metdstrus (C) ve Digstrus (D) evrelerine ait
ovaryum doku orneklerinin IFN immunohistokimyasal analiz
BIRRI DT om0 B R R O S R S S Y i
Tablo 12. Testis doku orneklerinin CGAS, Sting, IRF3, IFN ve NLRP14
Immunohistokimya immunreaktivite sonuglart.................................... 80
Tablo 13: 1 giinlik embriyoda CGAS, Sting, IRF3, IFN ve NLRP14
Immunohistokimya immunreaktivite sonuglari.................coeeuveuueennnen... 82
Tablo 14: 1. giin embriyolarin ¢GAS, STING, IRF3, IFN ve NLRP14
antikorlarinin CTCF ve IntDen degerleri............ccooiieiiniiiiiiiiieannn. 83
Tablo. 15. 4.5 giinliik embriyolarin cGAS, Sting, IRF3, IFN ve NLRP14
Immunohistokimya immunreaktivite sonu¢lari........................coeeeueenn... 85
Grafik 1. Birinci giin embriyolara ait cGAS, STING, IRF3, IFN ve NLRP14

antikorlarinin immunflorasan yogunlugu..............ccovvviiviiiiiiiiiiiinnnnnnnn, 82



RESIM DiZiNi

Resim 1. Fertilizasyondan sonra 4.5 giinde uterusda implantasyon bélgeleri....... 47
Resim 2: 2 Hiicreli Embriyolarda, Pronase Uygulamasi Oncesi ve Sonrasindaki
GOITNTUSTL ... eve e e et e e e e e e e e ne e ens 55
Resim 3. Prodstrus(A), Ostrus (B), Metdstrus (C) ve Didstrus (D) evrelerine ait
vaginal yayma 6rneklerinin HE boyamalari...................cocoeviiiiininnnn.., 59
Resim 4. Progstrus(A), Ostrus (B), Metostrus (C) ve Didstrus (D) evrelerine ait
avaryoni dokuldiitin HE BOVatiRlalt. ....someassmmusasi v sssmmassia s 61
Resim 5. Testis (A, B, C) 6rneklerinin HE boyamast...............ccoovvvvivinnnnn.n, 62
Resim 6. Prodstrus (A), Ostrus (B), Metostrus (C) ve Didstrus (D) evrelerine ait
ovaryum doku 6rneklerinin cGAS immunohistokimyasal analiz goriintiileri........64
Resim 7. Prodstrus (A), Ostrus (B), Metéstrus (C) ve Distrus (D) evrelerine ait
ovaryum doku 6rneklerinin STING immunohistokimyasal analiz gériintiileri.......67
Resim 8. Prodstrus (A), Ostrus (B), Metéstrus (C) ve Distrus (D) evrelerine ait
ovaryum doku 6rneklerinin NLRP14 immunohistokimyasal analiz goriintiiler doku
orneklerinin STING immunohistokimyasal analiz goriintiileri........................ 70
Resim 9. Progstrus (A), Ostrus (B), Metéstrus (C) ve Didstrus (D) evrelerine ait
ovaryum doku 6rneklerinin IRF3 immunohistokimyasal analiz gériintiileri......... 73
Resim 10. Prodstrus (A), Ostrus (B), Metéstrus (C) ve Distrus (D) evrelerine ait
ovaryum doku orneklerinin IFN immunohistokimyasal analiz goriintiileri.......... 76
Resim 11: Testis doku 6rneklerinin CGAS(A), Sting (B), IRF3 (C), IFN (D),
NLRP14 (E) ve Kontrol (F) grubunun immunohistokimyasal analiz goriintiileri...79
Resim 12. 1 giinliik embriyolarin CGAS(A), Sting (B), IRF3 (C), [FN (D), NLRP14
(E) ve Kontrol (F) grubunun immunfloresan analiz goriintiileri..................... 81
Resim 13. 4.5 giinliik embriyolarin HE boyamasi....................cc.ccevinnnnnnn. 83
Resim 14. 4.5 giinliik embriyolarin cGAS(A), Sting (B), IRF3 (C), IFN (D),
NLRP14 (E) ve Kontrol (F) grubunun immunohistokimyasal analiz goriintiileri 84

Xi



Tezin Baghgi: SIKLIK GMP AMP SENTAZ / INTERFERON GENLERININ
UYARICISI YOLAGININ EMBRIYOLOJIK GELISIM SURECINDEKI YERI
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1.0ZET

Amag: Sitozolik DNA’y1 taniyarak inflamatuar siiregleri aktive eden
cGAS/STING yolagidir. Fertilizasyonda bu yolagin baskilanmasi beklenmektedir.
Eger bu yolak baskilanmazsa inflamatuar siirecler aktive olarak fertilizasyon
basarisizhigina veya da erken embriyonik gelisimde bozukluga yol agabilir. Bu
calismada cGAS/STING yolagimin embriyolojik gelisim siirecindeki yerinin
belirlenmesi, fertilizasyona ve embriyolojik gelisime etkisinin arastirilmasi
amaglanmugtir.

Gereg¢ ve Yontem: Calismada Balb/C cinsi farelerden ii¢ grup olusturulmustur.
Grup 1: Kontrol grubu, Grup 2: Fertilizasyon grubu (Ciftlestirildikten sonra
embriyonik 1. giin sakrifiye edilen grup; n:15), Grup 3: Implantasyon grubu
(Ciftlestirildikten sonra embriyonik 4,5. giin sakrifiye edilen grup; n:15). Grup 1 ve
Grup 3’ de Hematoksilen ve Eozin ile cGAS, STING, NLRP14, IRF3 ve IFN primer
antikorlar: ile indirekt immunohistokimya metodu uygulanmistir. Grup 2’de ise 1
giinliik embriyolar toplanip, immunflorasan boyama yapilmistir.

Bulgular: Kontrol grubunda, cGAS/STING yolaginin ve bu yolagin negatif
regiilatori  NLRP14’tin varlifn indirekt immunohistokimya ile gosterilmistir.
Fertilizasyondan sonra 1 ve 4,5. giinlerdeki embriyolarda yiiksek ¢cGAS ve STING
immunoreaktiviteleri ile orta diizeyde IRF3 ve IFN immunoreaktiviteleri, negatif
NLRP14 immunoreaktivitesi saptanmustir.

Sonug¢ ve Yorum: Kontrol grubu, embriyonik 1 ve 4,5. giinlerdeki cGAS/STING
yolagma ait molekiillerin ve bu yolagin negatif diizenleyicisi olan NLRP14’iin
immunoreaktivite diizeyleri saptanmstir. Ozellikle NLRP14’iin fertilizasyon ve erken
embriyo gelisiminde niikleik asit algilayici yolagin suprese edilmesinde 6nemli oldugu
ve a¢iklanamayan infertilite olgularinda g6z 6niine alinmasi gerektigi 6ne ¢ikmaktadir.

Anahtar Kelimeler: cGAS, STING, NLRP14, fertilizasyon, implantasyon,
ovaryum, testis



Title: THE ROLE OF THE STIMULATOR PATHWAY OF CYCLIC GMP
AMP SYNTHASE / INTERFERON GENES IN EMBRYOLOGICAL
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2. SUMMARY

Aim: It is a cGAS / STING pathway that recognizes cytosolic DNA and activates
inflammatory processes. This pathway is expected to be suppressed in fertilization. If
this pathway is not suppressed, inflammatory processes can lead to failure of
fertilization by activating or impaired early embryonic development. The aim of this
study was to determine the place of cGAS / STING pathway in embryological
development process and to investigate its effect on fertilization and embryological
development.

Material and Methods: Three groups of Balb / C mice were formed in the study.
Group 1: Control group, Group 2: Fertilization group (embryonic sacrified 1st day
after mating; n: 15), Group 3: Implantation group (embryonic sacrified 4.5 days after
mating; n: 15). In Group 1 and Group 3, indirect immunohistochemistry with
hematoxylin-eosin and cGAS, STING, NLRP14, IRF3 and IFN primary antibodies
were applied. In Group 2, 1 day old embryos were collected and immunofluorescent
staining was performed.

Results: In the control group, the presence of cGAS / STING pathway and
NLRP14, the negative regulator of this pathway, was demonstrated by indirect
immunohistochemistry. High levels of ¢cGAS and STING immunoreactivities,
moderate IRF3 and IFN immunoreactivities and negative NLRP14 immunoreactivity
were detected after fertilization on embryonic day 1 and 4,5.

Conclusion and Comment: In all groups immunoreactivity levels of the cGAS /
STING pathway molecules and NLRP14, the negative regulatory of this pathway were
determined. In particular, NLRP14 is important in suppressing the nucleic acid-
sensing pathway in fertilization and early embryo development and should be
considered in unexplained infertility cases.

Keywords: cGAS, STING, NLRP14, fertilization, implantation, ovarium, testis



3. GIRIS VE AMAC

Infertilite giiniimiizde 6nemli bir toplumsal saghk sorununu olusturmaktadir.
Infertilite sebeplerine yénelik birgok galisma yapilmakta, fakat hala agiklanamayan
infertilite olgular1 ile karsilasilmaktadir. Fertilizasyon, spermin korono radiata
hiicrelerine penetre olmasiyla baslamakta, oosit membranindan gegtikten sonra
maternal ve paternal kromozomlarin birbirine karigmasiyla sona ermektedir.
Fertilizasyon esnasinda oosit i¢gine giren spermin DNA’sinin yabanci olarak algilanip
algilanmamasi fertilizasyonun basarisini belirlemektedir.

Bagisiklik sisteminin patojenleri belirlemesinde en ©6nemli mekanizma
mikrobiyal niikleik asitlerin taninmasidir. Sitozolik DNA’y1 taniyarak inflamatuar
stirecleri aktive eden siklik GMP AMP sentaz (cGAS)/ interferon genlerinin uyaricisi
(STING) yolagidir. Hiicrenin genel olarak sitoplazmasinda DNA bulunmamaktadir.
Sitoplazmada DNA’nin bulunmasi hiicrenin DNA viriis veya bakteri tarafindan isgal
edildigini gostermektedir. Sitoplazmik DNA selliiler sentaz cGAS’e baglamir ve
endoplazmik retikulum sensorii STING aktivasyonunu tetikleyen siklik
dintikleotidleri olusturur. Bu olaylar adaptif immun cevaplar1 kolaylastiracak olan
sitokinlerin ve tip 1 interferonlarin salgilanmasina yol agar. Bu sistem genel olarak
infeksiy®z ajanlara kars1 korumayi saglamakla birlikte kendi niikleik asitlerinin asiri
taninmasina bagh olarak gelisen otoimmiin hastaliklarin olusumundan da sorumludur.

Fertilizasyonda ¢cGAS/STING yolaginin baskilanmasi beklenmektedir. Eger bu
yolak baskilanmazsa inflamatuar siiregler aktive olarak fertilizasyon basarisizligina
veya da erken embriyonik gelisimde bozukluga yol agabilir.

Bu ¢alismada cGAS/STING yolaginin embriyolojik gelisim siirecindeki yerinin
belirlenmesi, fertilizasyona ve embriyolojik gelisime etkisinin arastirilmasi

amagclanmstir.



4.GENEL BILGILER

4.1.0VARYUM

Iki temel gorevi olan ovaryumlar, gametogenez (gametlerin iiretilmesi) ve
steroidogenez (steroidlerin iiretilmesi) iiretiminden sorumlu olmaktadir. Disilerde
gametlerin tiretilmesine oogenez denilmektedir. Gelismekte olan gametler oosit, matiir
(olgun) gametler ise ovum olarak adlandirilmaktadir.  Steroid hormonlardan
dstrojenler ve progestojenler ovaryumdan salgilanmaktadirlar. Bu iki hormon fertilize
ovumun implantasyonu i¢in uterusu hazirlayarak menstrual siklusta onemli rol

oynamaktadir (Ross ve Pawlina 2014).

4.2.0VARYUM EMBRIYOLOJiSi

Disi tireme hiicresi oogoniumlar, mitoz béliinme sonucunda primordiyal germ
hiicreleri tarafindan olusturulmaktadirlar. Primordiyal germ hiicreleri, primitif ¢izgi
boyunca go¢ ederek, iiglincli haftada yolk (vitelliis) kesesine ulasmaktadirlar. Bu
hiicreler kiire seklindedir ve allantoisten orjinlenen yolk kesesi (umblikal kese)
endodermal hiicrelerin aralarinda dordiincii  haftanin  baglarinda  gériilmeye
baslamaktadir. Embriyo katlanirken, umblikal kesenin dorsal pargasi embriyoya
katilmaktadir. Dordiincii haftada primordiyal germ hiicreleri arka bagirsagin dorsal
mezenterl boyunca uzanarak besinci haftada primitif gonadlara ve altinci haftanin
baslarinda da genital sirtlara ulagmaktadir. Primordiyal germ hiicrelerinin gégii
fragilis, stella ve BMP -4 genleri tarafindan diizenlenmektedir (Kierszenbaum ve Ark.
2016).

Primordiyal germ hiicrelerinin primitif gonadlara ulasmalarina yakin genital sirtta
bulunan epitel hiicreleri prolifere olarak altlarindaki mezensim i¢ine gémiilmektedirler
ve diizensiz olan primitif cinsiyet kordonlarini olusturmaktadirlar. Bu evredeki gonad,
disi ve erkekte ayirt edilemediginden dolay: farklilasmamis gonad adimi almaktadir

(Kierszenbaum ve Ark. 2016).



Gonadlar ii¢ farkli yerden gelismektedir;
1.Posterior karin duvarim kaplayan mezotel (Mezodermal Epitel)
2.Mezengim (Embriyonik bag dokusu)

3.Primordiyal Germ Hiicreleri

4.2.1.Farkhlasmamis Gonadlar

Gonadal gelisimin ilk asamalari, mezonefrozun medial boliimiinden gelisen
mezoteldeki kalmlasma besinci haftada olugsmaktadir. Epitelin ve alttaki mezensimin
proliferasyonu gonadal sirtin mezonefrozunun medialinde bir ¢ikint1 olan primer seks
kordonlarim olusturmaktadir. Parmak benzeri gonadal kordlar kisa siirede altdaki
mezensime dogru gelismektedir. Altinci haftada primer hiicre kordonlarindaki
hiicreler dejenere olmaktadir ve yerini oogoniyumlarin etrafimi gevreleyen sekonder
seks kordonlari almaktadir (Kierszenbaum ve Ark. 2016).

Farklilasmamis gonadlar; dis korteks ve i¢ medullay1 meydana getirmektedir. XX
kromozomuna sahip embriyolarda farklilagmamis gonadlarin korteksi ovaryumu
olugturmaktadir (Kierszenbaum ve Ark. 2016).

Disi embriyolarda, primitif cinsiyet kordonu diizensiz hiicre kiimelerine ayrilarak
overin medullar bolgesinde yerlesmektedirler. Bu hiicre kiimeleri bir siire sonra
kaybolarak yerini vaskiiler bir stroma olan ovarian medullaya birakmaktadir
(Kierszenbaum ve Ark. 2016).

Gelisimin yedinci haftasina kadar gonadlar cinsiyete 6zgii morfolojik &zelliklere
sahip degildirler. Embriyonun cinsiyet farklanmasindan sorumlu olan SRY geni Y
kromozomunda tagimnmaktadir. Embriyo, SRY geninin proteini olan testis belirleyici
faktorin (TBF) varhiginda erkek, yoklugunda ise disi tipinde gelismektedir
(Kierszenbaum ve Ark. 2016).

Gonadal gelisim disi embriyolarda erkeklere gére daha yavas gerceklesmektedir.
X kromozomlarinda over gelisimi i¢in bulunan otozomal genlerin over
organogenezinde de rol oynadigi goriilmiistiir. Yaklasik olarak 10 haftalik olana kadar
overler histolojik olarak saptanmamaktadir. Gonadal kordlar belirgin hale gelemez
fakat medulla i¢ine uzanmaktadir ve temel bir rete ovariiyi olusturmaktadir. Bu yapi
ve gonadal kordlar genellikle dejenere olmaktadir ve sonunda kaybolmaktadir (Moore

ve Ark. 2016).



4.3.0VARYUM ANATOMISI

Nulliparlarda (dogum yapmamis kadin bireylerde) ovaryumlar bir ¢ift, badem
sekilli, pembemsi beyaz renkli, 3 c¢cm boyutunda, 1.5 cm genislifinde ve 1 cm
kalinligindadir. Her bir ovaryum mezovaryum olarak isimlendirilen peritoneal katlanti
tarafindan broad ligametin posteriyor tarafi ile baglanti kurmaktadir. Ovaryumun
superiyor kutbu, ovaryumun sinirlerini ve damarlarini tagiyan suspensor ligamet
sayesinde pelvis duvarma baglanmaktadir. Ovaryumun inferior kutbu ise ovaryan
ligamet sayesinde uterusa baglanmaktadir. Bu ligamet, gelismekte olan gonadi
pelvisin tabanina baglayan embriyonik fibroz kordon olan gubernakulumun bir
kalintisidir. Puberteden 6nce ovaryumun yiizeyi diizgiindiir fakat tireme ¢aginda tekrar
eden ovulasyonlar sebebi ile skarli ve diizensiz bir hale gegmektedir. Postmenopozal
disi bireylerde ise iireme ¢agindakinin dortte biri kadar biiytikliige ulasmaktadir (Ross
ve Pawlina 2014).

Ovaryum, korteks ve medulladan olugmaktadir. Ovaryumdan kesit alindiginda iki
ayr1 boliimii ortaya ¢ikmaktadir. Bu boliimlerden biri olan medulla ya da medullar
bolge, ovaryumun merkezinde bulunmaktadir ve gevsek bag dokusu, kivrimh kan
damarlari, lenf damarlar1 ve sinirler igermektedir. Diger bolge olan korteks ya da
kortikal bolge, medullay1r saracak bi¢imde ovaryumun periferik bdolgesinde yer
almaktadir. Korteks, zengin selliiler bag doku i¢inde ovaryum folikiillerini
icermektedir. Folikiillerin g¢evresinde bulunan stromada dagmik diiz kas lifleri
bulunmaktadir. Medulla ve korteks ayrimi ise belirsizdir (Ross ve Pawlina 2014)
(Sekil 1).

Sekil 1: Ovaryumun Anatomik Olarak Gosterimi (Ross ve Pawlina 2014).



4.4.0VARYUM HISTOLOJiSI

Ovaryumun yiizeyi tek katl kiibik ve yer yer yassi epitel ile ortiiliidiir. Bu tabaka
germinal epitel olarak bilinmektedir. Germinal epitel ile korteks arasinda siki bir bag
tabakasi olan tunika albuginea yer almaktadir. Cesitli boyutlarda tek bir oosit igeren
ovaryum folikiilleri korteksin stromasinda dagilmis halde bulunmaktadir. Folikiiliin
boyutu, oositin gelisimi ile ilgili bilgi vermektedir. Oogenezin erken evreleri fetal
dénemde gerceklesmektedir. Bu donemde yiiksek diizeydeki mitotik bdliinmeler
oogonyumlarin sayisini artirmaktadir (Ross ve Pawlina 2014).

Dogumda var olan oositler gelisimlerinin birinci mayotik béliinmesi ile arreste
ugramis olarak kalmaktadir. Puberte sirasinda folikiiller kiigiik gruplar halinde siklik
biiytimeye ve maturasyona ugramaktadirlar. {1k ovulasyon menarstan bir y1l ya da daha
fazla siire sonra gergeklesmektedir. Folikiiller maturasyon ve ovulasyondan meydana
gelen siklik bir oriintii menstrual siklusa paralellik gosterir. Sadece bir oosit her
menstriiel siklusta tam olgunluga ulasir ve atilir. Reproduktif yasam siiresince bir disi
sadece yaklasik 400 matiir ovum {iiretmektedir. Dogum esnasinda mevcut tahmini
600.000-800.000 primer oositin ¢gogu olgunlagsmasini tamamlayamaz ve bu oositler
atreziye ugramaktadirlar. Bu siireg en erken fetal donemin besginci ayinda

baglamaktadir (Ross ve Pawlina 2014) (Sekil 2 ve Sekil 3).

Sekil 2: Ovaryumun Histolojik Kesiti (Victor ve ark. 2014).



Sekil 3: Ovaryumun Detayli Gosterimi (Victor ve ark. 2014).

4.4.1. Folikiil Gelisimi

Gelisim safhasina bakarak histolojik olarak 3 temel ovaryum folikiilii ayirt
edilmektedir. Primordiyal folikiiller, biiytimekte olan folikiiller (primer ve sekonder
folikiiller) ve olgun (graaf) folikiillerdir. Primordiyal folikiiller fetal donemin ti¢lincii
ayinda ortaya ¢ikmaktadirlar. Primordiyal folikiillerin erken gelisimi gonadotropin
stimiilasyonundan ayridir. Olgun bir ovaryumda primordiyal folikiiller korteks
stromasinda tunika albugineanin hemen altinda yer almaktadirlar. Oositi tek bir tabaka
halinde yass1 folikiil hiicreleri gevrelemektedir. Folikiil hiicrelerinin dis ylizeyi lamina
ile ayrilmistir. Bu sirada, oosit ve onu gevreleyen folikiil hiicreleri birbirine yakin
durmaktadir (Ross ve Pawlina 2014).

Oosit, folikiil igersinde yaklagik 30 pm ¢apindadir ve ince kromatin, bir ya da
birden fazla nukleolus igeren biiyiik eksantrik niikleusa sahiptir. Oositin ooplazma
olarak adlandirilan sitoplazmasi Balbiani cisimcigi icermektedir. Bir primordiyal
folikiil biiyiimekte olan folikiile gectiginde, oositte, folikiil hiicrelerinde ve komsu
stromada degisiklikler olmaktadir. Ilk asamada oosit biiyiir ve oositi gevreleyen yassi
folikiil hiicreleri prolifere olarak kiibik sekil almaktadirlar. Folikiil hiicreleri kiibik hal
aldiginda primer folikiil denilmektedir (Ross ve Pawlina 2014) (Sekil 4 ve Sekil 5).



Sekil 4: Ovaryum; Korteks, Primordiyal ve Primer Folikiiller (Victor ve ark.
2014).
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Sekil 5: Ovaryum; Korteks ve Primordiyal ve Primer Folikiiller (Victor ve ark.
2014).

Oosit biiyiidiikge 6zel proteinler salgilanmaktadir ve bu proteinler bir araya
gelerek zona pellusiday: olusturmaktadirlar. Zona pellusida, oosit ile folikiil arasinda
ortaya ¢ikmaktadir. insanda zona pellusida ZP-1, ZP-2 ve ZP-3 olarak adlandirilan
glikoprotein sinifindan meydana gelmektedir. Bu {igli arasinda ZP-3 glikoproteini en
Onemlisidir. ZP-3 spermatozoa-baglanma reseptérii ve akrozom reaksiyonu
indiikleyicisi olarak fonksiyon gostermektedir. Oositi cevreleyen tek tabakal folikiil
hiicreleri hizli bir mitotik proliferasyon ile membrana graniiloza adi verilen ve oositi
cevreleyen ¢ok kathi bir epiteli olusturmaktadirlar. Folikiil hiicreleri bundan sonra
graniiloza hiicreleri olarak adlandirilmaktadir. Folikiil biiylimesi ile graniiloza
hiicrelerinin aralarinda oluklu baglantilar gelismeye baslamaktadir (Ross ve Pawlina
2014).



Ovumun ve folikiiliin gelisimi i¢in besinlerin kandan folikiil sivisimin igine
gecmesi gerekmektedir. Graniiloza hiicreleri proliferasyona ugradiktan sonra folikiiliin
etrafinda stromal hiicreler, bazal laminanin hemen disinda teka folikiili ad1 verilen bir
bag dokusu hiicreleri kilifi olusturmaktadir. Teka folikiili iki tabakaya
farklilagmaktadir. Bunlar teka interna ve teka eksternadir. Teka interna vaskiilarizedir
ve kiibik hiicrelerden olusmus i¢ tabaka olarak bilinir. Teka interna hiicreleri luteinizan
hormon reseptdriine sahiptir. Teka eksterna ise dis bag dokusu hiicreleri tabakasi
olarak bilinmektedir. Diiz kas hiicreleri ve kollajen lifler icermektedirler. Biiyiik
olgiide graniiloza hiicrelerinin proliferasyonu ile hacimce biiyiiyen primer folikiil
kortikal stromanin derinlerine dogru hareket etmektedir. Oosit ve folikiil gelisiminde
folikiil stimiilan hormon (FSH), biiytime faktorleri ve kalsiyum iyonlar1 gerekli
faktorler arasindadir. Stratum graniilozom tabakasi 6-12 hiicre tabakasina ulastiginda
graniiloza hiicreleri arasinda sivi dolu kaviteler olusmaktadir. Graniiloza hiicreleri
arasinda likor folikiil olarak adlandirilan ve hyaluronan bakimindan zengin sivi
birikmeye baslayinca kaviteler birlesir antrum adi verilen hilal seklinde tek bir kavite
olusur. Folikiil artik sekonder veya antral folikiil olarak adlandirilmaktadir (Ross ve
Pawlina 2014).

Oositin (yaklasik 125 pm ¢apinda) biiytimesinin inhibisyonu, graniiloza hiicreleri
tarafindan antral siviya salgillanan oosit maturasyonu inhibit6tii (OMI) ile
saglanmaktadir. Sekonder folikiiliin boyutu arttikga graniiloza hiicreleri tarafindan
dosenen alan, antrum genislemektedir. Oosit ile iliskili kissmda bulunan graniiloza
hiicreleri kumulus ooforus adi verilen ve antruma dogru ¢ikinti yapan bir tiimsek
olusturmaktadirlar. Oositin hemen etrafinda ve ovulasyonda oositle beraber kalan
kumulus ooforus hiicrelerine korona radiata denmektedir. Bu hiicreler zona pellusiday1
penetre eden mikrovillus gonderirler, oluklu baglantilar araciliiyla oositin

mikrovilluslar ile iletisim kurarlar (Ross ve Pawlina 2014) (Sekil 6 ve Sekil 7).
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Sekil 6: Ovaryum; matiir folikiil (Victor ve ark. 2014).

7 Aatrum

8 Cumulus cophorus

9 Intercellular
follicular fluid

K84 10 Basement membrane

##— 11 Theca interna

—— 12 Theca externa
& 13 Conneclive tissue

Sekil 7: Ovaryum; primer oosit ve matiir folikiil duvar (Victor ve ark. 2014).

Graff folikiilii olarak bilinen olgun folikiiliin ¢ap: yaklasik 10 mm ya da daha
bityiik olabilmektedir. Folikiil en bilyiikk boyuta ulagsmaya basladiginda graniiloza
hiicrelerinin mitotik aktivitesi azalmaktadir. Antrumun boyutu arttikga stratum
graniilozum tabakasi incelmektedir. Graniiloza hiicreleri arasinda bulunan bosluk
genisledikge oosit ve kumulus hiicreleri ile geride kalan graniiloza hiicreleri arasinda
yakinlik gevser ve ovulasyona hazirlanilmaktadir. Oositin hemen ¢evresindeki
kumulus hiicreleri korona radiatanin tek hiicre tabakasini olusturmaktadir. Folikdil
maturasyonunun bu periyodunda teka tabakalari daha belirgin hale gelmektedir (Ross
ve Pawlina 2014).
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4.4.2.0vulasyon

Ovulasyon, sekonder oositin Graff folikiilinden atildigi stiregtir. Ovulasyona
ugrayacak olan folikiil menstrual siklusun ilk birka¢ giiniinde primer oositten olusan
bir grup igerisinden se¢ilmektedir. Ovulasyon sirasinda oosit, germinal epitel de dahil
olmak iizere tiim folikiiler duvari gegmektedir (Ross ve Pawlina 2014).

Menstrual siklusun ortalaria dogru sekonder oositi_n atilmasindan, hormonal ve
enzimatik degisiklikler sorumludur. Bu degisiklikler; folikiiler sivinin hacminin ve
basincin artmasi, folikiil duvarmmin aktive plazminojen tarafindan enzimatik
proteolizisi, oosit-kumulus kompleksi ile stratum graniilozum arasinda hormonal
yonlendirmeyle glikozaminoglikanlarin biriktirilmesi ve teka eksterna tabakasinda
bulunan diiz kas liflerinin prostaglandinler aracilig: ile kasilmasidir (Ross ve Pawlina
2014).

Ovulasyondan hemen 6nce folikiil ¢ikintisinin iizerindeki ovaryan yiizeyin kiigiik
bir alaninda kan akimi durmaktadir. Germinal epitelin folikiiler stigma olarak bilinen
bu béliimii riiptiire olmaktadir. Korona radiata ve kumulus ooforus hiicreleri tarafindan
cevrelenmis olan oosit, riiptiire olan folikiilden atilmaktadir (Ross ve Pawlina 2014).

Ovulasyon siirecinde tuba uterinanin fimbriyalar1 ovaryumun yiizeyine yaklasir
ve oositi igeren kumulus kiitlesi fimbriyalar tarafindan tuba uterinanin abdominal
ostiumuna dogru siipiiriilmektedir. Ovulasyondan sonra sekonder oosit yaklasik 24
saat canli kalabilmektedir. Bu zamanda fertilizasyon gerc¢eklesmez ise sekonder oosit
tuba uterinadan gecerken dejenere olmaktadir (Ross ve Pawlina 2014).

Primordiyal folikiillerin i¢indeki primer oositler birinci mayotik boliinmelerine
embriyoda baslar fakat bu siirec mayotik profazin diploten evresinde arreste
ugramaktadir. Birinci mayotik profaz ovulasyondan hemen oncesine kadar
tamamlanamaz. Bu nedenle primer oositler birinci mayotik profazda 12-50 yil
durabilmektedirler (Ross ve Pawlina 2014).

Olgun bir folikiilde birinci mayotik béliinme tamamlandiginda primer oositin her
bir kardes hiicresi esit miktarda kromatin icermektedir fakat kardes hiicrelerden biri
daha fazla sitoplazma almaktadir ve sekonder oosit olmaktadir. Sekonder oositin ¢api
150 pm’dir. Diger kardes hiicre ¢ok az miktarda sitoplazma almaktadir ve birinci polar
cisim olmaktadir (Ross ve Pawlina 2014).

Birinci mayotik béliinme tamamlandiktan sonra sekonder oosit ikinci mayotik

boliinmeye baslamaktadir. Ovulasyon sirasinda sekonder oosit folikiilii terk ederken
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ikinci mayotik boliinme ilerlemektedir. Bu boliinme metafazda arreste ugramistir ve
sadece sekonder oosit bir spermatozoon tarafindan penetre edildiginde
tamamlanmaktadir. Eger fertilizasyon gergeklesirse sekonder oosit ikinci mayotik
boliinmeyi tamamlar ve 23 kromozom seti i¢geren maternal proniikleuslu ovum
olugsmaktadir. Bu boliinmede olusan diger hiicre ikinci polar cisimdir (Ross ve

Pawlina 2014).

4.4.3.Korpus Luteum

Ovulasyonda geriye kalan graniiloza hiicreleri ve teka hiicrelerinden meydana
gelen folikiil duvari, folikiil kollabe oldugunda derin katlantilar yapmaktadir ve korpus
luteuma ya da luteal beze doniismektedir. Graniiloza ve teka interna hiicreleri
luteinizasyon denen bir siire¢ ile graniiloza lutein ve teka lutein hiicrelerine
doniismektedirler (Ross ve Pawlina 2014).

Bu luteal hiicreler ani bir morfolojik degisime ugrayarak boyutlar: artar ve yag
damlaciklar1 dolar. Bilinen iki tip luteal hiicre vardir; graniiloza lutein hiicreleri ve teka
lutein hiicreleri. Graniiloza lutein hiicreleri biiyiiktiir ve merkezi yerlesimli hiicrelerdir.
Teka lutein hiicreleri ise daha kiigiiktiir ve periferik yerlesimli hiicrelerdir. Ovaryumun
korteksinde yer alan bu yiiksek diizeyde vaskiilarize yap1 progesteron ve 6strojenleri
salgilamaktadir (Ross ve Pawlina 2014).

Fertilizasyon ve implantasyon gerceklesmez ise korpus luteum sadece 14 giin aktif
kalabilmektedir. Bu durumda menstruasyon korpus luteumu olarak adlandirilmaktadir.

Korpus Iuteum dejenere olarak gebelik ya da menstruasyon sonrasinda yavasca
involiisyona ugramaktadir. Hiicreler lipid ile dolmaktadir ve boyutlar: kii¢iilmektedir
ve otolize ugramaktadirlar. Onceki korpus luteumun dejenere hiicrelerinden
intraselliiler hiyalin materyal birikmesi ile korpus albikans olusmaktadir. Korpus
albikans ovaryumun korteksinin derinlerine dogru gomiilerek, birka¢ ay igerisinde

kaybolmaktadir (Ross ve Pawlina 2014) (Sekil 8, Sekil 9 ve Sekil 10).
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Sekil 9: Korpus Luteum; Lutein Hiicreler ve Graniiloza Hiicreleri (Victor ve ark.
2014).
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7 Corpus albicans

Sekil 10: Korpus Luteum ve Korpus Albikans (Victor ve ark. 2014).

4.4.4.Kapasitasyon ve Fertilizasyon

Spermatoozolarin epididimiste maturasyondan sonra digi tireme kanali igerisinde
aktive olmasi gerekmektedir. Kapasitasyon adi verilen bu siiregte spermatazoonda
yapisal ve fonksiyonel degisiklikler meydana gelmektedir ve bu degisiklikler zona
pellusida reseptériine baglanma affinitesini arttirmaktadir (Ross ve Pawlina 2014).

Basarili  bir  kapasitasyon, spermatoozoonlarin  hiperaktivasyonu ile
anlagilabilmektedir. Kapasitasyon ile spermatazoonda ve plazma membraninda bazi
modifikasyonlar gergeklesmektedir. Bunlar; adenil siklaz aktivitesinin artmas: ile
cAMP diizeylerinin yiikselmesi, tirozin fosforilasyon hizinin yiikselmesi, Ca*
kanallarmin  aktivasyonu sonucunda intraselliler Ca' diizeyinin artmasi,
spermatozoonun  basinin  yiizeyinden seminal sivi  glikokonjugatlarinin
serbestlestirilmesi ve kolesteroliin plazma membranindan uzaklastirilmasi,
fosfolipidlerin ve karbonhidrat pargalarinin yeniden dagilimi ile membran
modifikasyonudur. Genellikle ejakiilattaki spermatozoonlardan sadece birka¢ milyonu
tuba uterinanin ampulla bdélgesine ulasabilmektedir (Ross ve Pawlina 2014).
Fertilizasyon, Evre 1, Evre 2 ve Evre 3 olmak tizere ti¢ evrede ger¢eklesmektedir. Evre
1’de spermatoozoonlar bolgeye geldiklerinde korona radiata tarafindan cevrelenmis
sekonder oosit ile karsilasmaktadirlar.

Zona pellusidaya ulagmak igin spermatozoonlarin korona radiatay1 penetre etmesi
gerekmektedir. Sadece bir spermatozoon fertilizasyon stirecini tamamlamaktadir. Evre
2 ise spermatozoonlar zona pellusida reseptdriine baglanma yetenegi kazandiklarinda
kapasitasyon tamamlanmaktadir (Ross ve Pawlina 2014). Zona pellusidanin {izerinde

bulunan ZP-3 reseptériine baglanmasi akrozom reaksiyonunu tetiklemektedir.
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Akrozomdan salman enzimler tek bir spermatozoonun zona pellusiday1 penetre
edebilmesini saglamaktadir. Penetrasyon, ilerlemekte olan hipermotil spermatozoonun
Oniinde zona pellusidanin sinirl proteolizi ile saglanmaktadir (Sadler TW 2016).

Evre 3 “de spermatozoonun plazma membrani oolemma ile kaynasir ve spermin
basindaki nukleus oositin igine girer. 23 paternal kromozom igeren erkek proniikleusu
olusturmaktadir. Proniikleusun hizalanmasindan ve iki proniikleusun niiklear
membranlarinin ayrigsmasindan sonra, sonu¢ olarak diploid, 46 kromozomlu zigot
mitotik béliinmeye ya da ilk yariklanma ugramaktadir. Bu iki hiicreli evre embriyonik

gelisimin baglangicidir (Sadler TW 2016) (Sekil 11, Sekil 12 ve Sekil 13).

Sekil 11: Zona Pellusidaya Yapismis Spermlerin Elektron Mikrofilmi
(Sadler TW 2016)

Korona radiata hiicreleri

I akrozomal
membran erir

Ikinci mayotik

gekirdegi /T Plazma . o bélinme
membrant .5 | agamasindaki
o /L sekonder oosit
hilcre zarlannin
kaynagmasi
B

Sekil 12: Oosit Penetrasyonunun 3 Evresinin Sematik Gorliniimi

(Sadler TW 2016).
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Korona radiata  Zona pellusida y ; ! M Doyt Erkek pronikleus

Digi proniikleus Polar cisimler Sentrozom
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2. olguniagma bblGnmesi

Sekil 13: A. Ikinci mayotik bsliinme ile birlikte ovulasyonun hemen sonrasinda
oosit. B. Bir spermatozoon ikinci mayotik béliinmesini tamamlamis olan oositin i¢ine
girmistir. C. Erkek ve disi proniikleuslar. D ve E. Kromozomlar iizerinde dizilmis,
birbirinden uzunlamasina ayrilmig ve kars: kutuplara dogru hareket etmislerdir. F. Iki

Hiicre evresi (Sadler TW 2016).

4.4.5.Blastokist

Fertilize olmus ovum, tuba uterinadan uterusa gecerken degisiklige ugramaya
baglar ve uterusa yerlesmek iizere hazirlanir. Zigot yariklanma siirecinden sonra
mitotik béliinmelere devam eder. Burada, embriyoda hizli bir sekilde artan hiicre
biiyiimesi ger¢eklesmeye baslar. En basta embriyo maternal bilgi tasiyan
makramolekiillerinin kontrolii altindadir. Gelisimin sonraki evreleri embriyonik
genomun aktivasyonuna baglidir. Burada bulunan embriyonik genom, blastokist
evresinde farkli biiytime faktorleri, hiicre baglantilar1 ve birgok makromolekiiller
sayesinde normal bir ilerleme gostermektedir. Mitotik boliinmelerin sonucunda
morula ve olusan hiicrelere ise blastomer denilmektedir. Fertilizasyondan yaklasik ii¢
glin sonra 16 hiicre evresine gelen morula uterin kaviteye gelmektedir. Morula,
uterusda yaklasik 24 saat serbest sekilde kalmaktadir. Serbest kaldig1 siirede embriyo
gelismeye devam eder. Erken embriyoda blaskokist olusmaktadir. Blastokistin
merkezinde bulunan hiicre kiimesi i¢ hiicre kitlesi adin1 alip, embriyonun esas
dokularim olugturmaktadir. Dis hiicre kitlesi ise trofoblastlari olusturup, sonrasinda ise

plasentay1 olusturmaktadir. Bu gegislerde zona pellusidanin igerisine dogru sivi
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girmeye basglar, bu sivi dolu bosluk blastokist kavitesi adini almaktadir. Bu durum
blastokist baslangicini olusturmaktadir. Blastokist uterin liimeninde yaklasik 2 giin
serbest kalarak, ileri mitotik boliinmelere ugraylp, zona pellusida artik
kaybolmaktadir. Bu siirecin ardinda i¢ hiicre kitlesi trofoblast, dis hiicre kitlesi ise
embriyoblast olarak isimlendirilmektedir (Ross ve Pawlina 2014) (Sekil 14).

Sekil 14: Fare Uterusunda Bulunan 5 Giinlik Embriyonun HE Boyamasinin
Goriintiisii (Olgek: A: 20 um) (Chen, 2006).

4.4.6.implantasyon Sirasinda Uterus

Uterus duvari {i¢ tabakadan olusmaktadir: i¢ yiizlinii 6rten mukoza, endometrium;
kalin bir diiz kas tabakasi miyometrium; duvarin en disini kaplayan periton zari,
perimetriumdan olugmaktadir. Endometrium tabakasi puberte déneminde baslayip
menopoz dénemine kadar her 28 giinde bir overlerin kontrolii ile periodik degisiklikler
gostermektedir. Menstriiel siklus boyunca, endometrium ti¢ farkli evre gegirmektedir;
folikiiler veya proliferatif evre, sekratuvar veya progestasyonel evre ve menstriiel
evreler. Proliferatif evre, menstriiel evrenin sonunda baglar ve Ostrojen hormonun
seviyesine gére ovarian folikiillerin bilylimesine paralel seyir halindedir. Sekratuvar
evrede korpus luteumun salgilamis oldugu progesterona yanit olarak ovulasyondan
yaklasik olarak 2-3 giin sonra baglamaktadir. Fertilizasyon ger¢eklesmedigi durumda
endometriumun kompakt ve stingerimsi tabakasinin dokiilmesi baglar ve menstriiel
evre baslamis olur. Fertilizasyon ger¢eklesmis ise endometrium implantasyona
yardim eder ve plasentanin olusumuna destek saglanir. Gestasyonun ileri evrelerinde
hormon yapimi plasenta tarafindan saglanir ve korpus luteum dejenere olmaktadir

(Ross ve Pawlina 2014).
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Implantasyon sirasinda uterusun mukozasi, uterus bez ve arterlerin uzayip
kivrilarak helezoni bir goriiniim aldigi ve dokularin olgunlastigi sekresyon
evresindedir. Bu sirada endometrium da li¢ tabaka belirginlesmektedir; kompakt
tabaka, siingerimsi tabaka ve bazal tabaka (Sadler TW 2016).

Oosit fertilize olmadigi takdirde veniiller ve sinozodial bosluklar kan hiicreleri ile
dolup tikanmaya baslamakta ve diapedezle dokuya ¢ikmaktadir. Menstriiel evrenin
baslamasi ile kan yiizeyel arterlerden disar1 ¢tkmakta ve endometriumun kii¢iik stroma
ve bez pargalari kopmaya baslamaktadir. Daha sonra ii¢ ve dordiincii giinler icerisinde
endometriumun kompakt ve stingerimsi tabakalar: tamamen dokiilerek uterusun disina
atilmaktadir. Atihm gergeklestikten sonra endometriumun yanlizca bazal tabakasi
kalmaktadir. Buradaki tabaka kendi arterleri olan bazal arterler ile beslendiginden bir
sonraki evre olan proliferatif evrede uterus bezleri ve arterlerinin yeniden yapilmasini

saglamaktadir (Sadler TW 2016) (Sekil 15).

Ovary

Frrarda Gl e

T X R F @

Sekil 15: Menstrual Siklus (Greys anatomy 41. Baski sf 1307. Copyright 2016).
4.5.TESTIS
4.5.1.Testis Embriyolojisi

Cinsiyetin farklanmasi, bazilar1 otozomal olan ¢ok sayida genin rol oynadif:
kompleks bir siirectir. Seksiiel dimorfizmin anahtar1 kisa kolunda SRY genini (Sex
determinig region Y) tasiyan Y kromozomudur. Embriyoda genetik ve krozomal
cinsiyet spermin sahip oldugu X veya Y kromozomuna bagh olarak fertilizasyonda
belirlenir. Fertilizasyonda genetik ve kromozomal cinsiyet belli olmasmna ragmen,
embriyonun erkek ve disi morfolojik karakteristikleri, embriyonikyedinci haftaya

kadar gelisime baslamazlar. Genital sistem erken dénemde her iki cinste de birbirine
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benzer. Bu nedenle genital sistemin gelisiminin baslangic periyodu “seksiiel gelisimin
farklanmamis periyodu” olarak adlandirilir. Erkek fenotipinin gelisimi i¢in Y
kromozomuna ihtiya¢ vardir. Y kromozomu, farklanmamis gonadin medullasi
iizerinde testis belirleyici etkiye sahiptir. Bu kromozom tarafindan diizenlenen testis
belirleyici faktor (TDF), testikiiler farklilasmayi saglamaktadir (Ross ve Pawlina
2014; Victor P ve ark 2013).

Gonadlar;

e Posterior abdominal duvarin mezotel epitelyumu (mezodermal epitel)

e Altindaki mezengim (embriyonik bag dokusu)

e Primordial germ hiicrelerinden kaynaklanir.

Besinci haftada gonadal gelisimin ilk safhalar1 ortaya ¢ikar. Mezonefrozun
medialinde, mezotelde bir kalinlagma ile baglar. Bu epitelin ve altindaki mezensimin
proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde bir kabariklik, gonadal (genital) kabarti
olusur. Parmak seklindeki epitelyal kordonlar, primer seks kordonlar altindaki
mezengim igerisine dogru kisa siirede biiylirler (Sekil 15). Farklanmamis gonad, dista
yer alan bir medulladan olugmaktadir.

Eger embriyo XX seks kromozom kompleksine sahip ise, farklanmamig gonadin
korteksi overe diferansiye olur, medullas1 geriler. Embriyo XY seks kromozom
kompleksini icermekteyse, medulla testise farklanir, korteks bir takim kalintilari
disinda geriler ve dejenere olur. Olduk¢a genis, yuvarlak primitif seks hiicreleri
dérdiincti hafta basinda vitellus kesesi duvarinda allantoisin baslangi¢ yerine yakin,
endodermal hiicreler arasinda ortaya c¢ikarlar. Embriyonun katlanmalar1 sirasinda
vitelliis kesesinin dorsal pargas: embriyo igerisine dahil olur. Bu olurken, primordial
germ hiicreleri, arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal kabartilara gog
ederler. Altinc1 haftada primordial germ hiicreleri altindaki mezensim igerisine girerler
ve primer seks kordonlarmna dahil olurlar (Moore ve Ark. 2016; Sadler TW 2016)
(Sekil 16).

Sekil 16: Testis gelisiminin sematik gdsterimi (Sadler TW 2016)
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Testislerin gelisimi koordineli bir seri genin indiiksiyonu ile saglanir. Y
kromozomunun kisa kolu tizerindeki testis belirleyici faktorler i¢in SRY geni,
farklanmamus gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar fonksiyonu gérmektedir.
Testis belirleyici faktor (TDF), cinsiyet kordonlarini uyararak, onlarin farklanmamus
gonadin medulla derinlerine dogru uzamasina neden olur, kordonlar burada dallanarak
birbirleriyle anastomoz yaparlar ve boylece rete testis olusur (Moore ve Ark. 2016;
Sadler TW 2016).

Cinsiyet kordonlarin kalin bir fibr6z kapsiil olan tunika albuginea gelistikten
sonra, ylizey epiteli ile olan baglantilar1 kaybolur. Yogun tunika albuginea gelisimi
fetusta testikiiler gelisim i¢in oldukga karakteristiktir. Genisleyen testis asamali olarak
dejenere olan mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri olan mezorsiyum ile asili hale
gecer. Seminifer kordonlar, seminifer tiibiillere, tiibiili rekti ve rete testise farklanirlar.
Seminifer tiibiiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan mezensimden
ayrilirlar (Moore ve Ark. 2016; Sadler TW 2016).

Sekizinci haftadan itibaren Leydig hiicreleri, androjenik hormonlar olan
testosteron ve aldesteron salgilamaya baslarlar, bu hormonlar mezonefrik duktuslarm
ve dig genitallerin maskulin olarak farklanmasini indiiklerler (Sekil 16).

Testosteron tiretimini insan koryonik gonodotropin (hCG) hormonu stimiile eder,
hormonun miktar: 8-12 haftalik periyodda en yiiksek degerine ulagmistir. Testosterona
ilave olarak fotal testisler glikoprotein bir hormon olan antimiillerian hormon (AMH)
veya Miillerian Inhibitér Faktér (MIF) adi verilen bir hormonu da salgilamaktadir.
Antimiillerian hormon, Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanir, hormonun salgilanmas:
puberteye kadar devam eder, daha sonra ise seviyesi azalir. AMH, paramezonefrik

duktuslarin gelisimini baskilar (Moore ve Ark. 2016; Sadler TW 2016) (Sekil 17).
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Sekil 17: Testis Gelisimi. Seminifer Kordonlarin, Seminifer Tiibiillere, Tiibiili

Rekti Ve Rete Testise Farklanmasi (Moore ve ark. 2016).

Seminifer tiibiiller, puberteye kadar solid halde kalirlar, puberteden itibaren liimen
gelisir. Seminifer tiibiil duvarinda iki tip hiicre bulunur.

Sertoli hiicreleri: Destek hiicreleri olan bu hiicreler, testisin yiizey epitelinden
gelisirler. Spermatogonia: Primordial sperm hiicreleri olan bu hiicreler, primordial
germ hiicrelerinden farklanirlar.

Fétal testisde, Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerde ¢ogunlugu olusturur. Daha
sonraki gelisme sirasinda, testisin ylizey epiteli diizlesir ve yetiskin testisin dis
yilizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, efferent duktuslar1 olusturan 15-20 adet
mezonefrik tiibiil ile devam eder. Bu duktuslar, duktus epididimisi olusturan
mezonefrik duktus ile baglanirlar (Moore ve Ark. 2016; Sadler TW 2016).

4.5.2.Testis Histolojisi

Testis, epididimis ve duktus deferensin baglangi¢c kismi tunika vajinalis denilen
mezotelyum déseli boslugu i¢ine alan deriyle kapl bir cep olan skrotal kese i¢cinde yer
alir. Bu sekilde yerlesim testislerin normal spermatogenez i¢in gerekli viicut 1s1s1 olan
34°C ila 35°C arasinda olmalarini saglar. Testisler, tunika albuginea ad1 verilen kalin
bag dokusu kapsiilii ile sarilmigtir. Tunika albuginea testisin arka yiiziinde kalinlagarak
mediastinum testis adi1 verilen yapiy1 olusturur. Buradan bezin i¢ine giren fibroz
uzantilar bezi testikiiler lobiiller denilen yaklagik 250 adet piramidal b6lmeye ayirir.

Bu uzantilar tam degildir ve bélmeler ¢ogunlukla birbiri ile iliski i¢indedir. Her
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bolmede gevsek bag dokusu ile sarili 1-4 seminifer ttibiil bulunur. Bu bag dokusu bol
miktarda kan ve lenf damart, sinirler ve interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) igerir.
Seminifer tiibiiller erkek {iireme hiicreleri olan spermatozoonlari iretir. Leydig
hiicreleri ise testikiiler androjenleri salgilar. Testiste yaklasik 250-1000 seminifer tiibiil
bulunur. Her bir seminifer tiibiil yaklasik 150-250 um capinda ve 30-70 cm
uzunluktadir. Bir testisteki tiibiillerin toplam uzunlugu 250 metredir. Tibiiller
kivrimhidir ve baslangicta kor ugludur (Ross ve Pawlina 2014, Kierszenbaum 2016).

Her bir tiibiil sonlanirken lumeni daralir ve diiz tiibiiller ya da tiibiili rekti adiyla
bilinen kisa segmentler halinde devam eder. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiillerin rete
testis denilen, epitel ile doseli kanallarin olusturdugu bir labirente baglanmasini saglar
(Ross ve Pawlina 2014; Kierszenbaum 2016).

Mediastinumun bag dokusunda bulunan rete testis, 10-20 duktuli efferentes ile
epididimisin bas kismin1 baglamistir (Ross ve Pawlina 2014; Kierszenbaum 2016)
(Sekil 18).

ejakulator
kanal
bulbodiretral e uFr , kavernosum
bez @ |/

bulbospongiyoz
kas

spermatik
kordon

Sekil 18: Erkek Genital Sistem (Sadler TW 2016)

Seminifer tiibiiller bir fibroz bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve
karmasik bir germinal ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer ttibiilii saran tunika
propria birkag fibroblast katmanindan olusmustur.

Bazal laminaya yapisik olarak bulunan en icteki katman diiz kas ozellikleri
gosteren yassilasmis myoid hiicrelerden olusur. Epitel iki tip hiicreden meydana

gelmektedir: Sertoli ya da destek hiicreleri ile spermatogenik seriyi olusturan hiicreler.
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Spermatogenik seri hiicreleri bazal lamina ve tiibiil liimeni arasini dolduracak 4-8
tabaka halinde diizenlenmistir. Bu hiicreler birka¢ béliinmeden sonra farklilasir ve
spermatozoonlart olustururlar. Bu erkek germ hiicrelerinin siirekli farklilagma
stirecindeki ¢esitli evrelerde bulunabilirler. Baslangictan bitise kadar spermatogenez
olarak adlandirilan bu olay {i¢ evreye ayrilabilir; spermatositogenez olarak adlandirilan
evrede spermatogonyumlarmn  boliinmeleri sonucunda olusan hiicrelerden
spermatositler meydana gelir.

Spermatositlerin ardi ardina iki béliinme gegirerek kromozom sayilarinin ve DNA
miktarinin egit olarak her hiicrede yariya diisiiriilmesi sonucu spermatidlerin olustugu
evre mayoz adim alir. Spermiyogenez ise spermatidlerin zenli bir hiicre farklilagsma
stireci gecgirerek spermatozoonlari olusturdugu sathadir (Ross ve Pawlina 2014; Victor

P ve ark. 2013) (Sekil 18).

Sekil 19: Testisin Yapisi (Ross ve Pawlina 2014)

Spermatogenez, spermatozoon iiretim siirecidir. Siireg ilkel dnciil bir germ hiicresi
olan spermatogonyum ile baglar. Spermatogonyum, yaklasik 12 pm ¢apinda, bazal
laminanin hemen {iistinde yer alan kiiciik bir hiicredir. Ergenlik c¢aginda
spermatogonyum hiicreleri mitoz béliinme ile gogalmaya baslar. Olusan yeni hiicreler
iki yoldan birini izlerler. A tipi spermatogonyumlar olarak adlandirilan kok hiicreler
olarak boliinmeyi stirdiirebilir ya da devam eden mitotik boliinmeler sonucu
farklilasarak B tipi spermatogonyumlart olustururlar. Insanda morfolojik olarak
ayrilabilen 3 tip spermatogonyum vardir: koyu renkli boyanan koyu tip A
spermatogonyum, soluk renkli boyanan ag¢ik tip A spermatogonyum ve tip B
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spermatogonyum. Tip A spermatogonyum spermatogenik serinin kok hiicreleridir

(Ross ve Pawlina 2014; Victor P ve ark. 2013).

Tip B spermatogonyum ise primer spermatositlere farklilasan 6nciil hiicrelerdir.
Spermatogonyumlarin boliinmesi sirasinda ortaya ¢ikan hiicreler tamamen ayrilmaz
ve sitoplazmik kopriilerle birbirlerine bagh kalirlar. Hiicreler arasindaki kopriiler, tek
bir spermatogonyumdan olusan her primer ve sekonder spermatositle spermatid
arasindaki iletisimi saglar. Hiicreden hiicreye bilgi aktarimina izin vermesi sebebiyle
bu kopriiler spermatogenezdeki olaylar zincirinin koordinasyonunda &nemli bir rol
oynarlar. Spermatogenez siireci tamamlandiginda sitoplazma ve sitoplazmik
kopriilerin artik cisimcikler olarak dokiilmesi ile spermatidler arasinda bir ayrilma
olur. Insanda spermatogonyum safhasi ile spermatozoon olusumu arasindaki siirec
yaklasik 64 giindiir. Bu siire¢ dalgalanmalar seklinde olusur, her seminifer tiibiilde
ayni anda gerc¢eklesmez. Bu durum her bolgesinde spermatogenezin farkli bir
sathasinin izlendigi seminifer tiibiillerin diizensiz goriintimiint agiklar. Ayni zamanda
neden seminifer tiibiillerin bazi bdlgelerinde spermatozoonlarin bulundugu halde diger
bolgelerde sadece spermatidlerin bulundugunu da agiklamaktadir (Ross ve Pawlina
2014; Victor P ve ark. 2013).

Seminifer epitelyum siklusu germinal epitelyumda belli bir hiicre evresinin ardisik
iki goriiniimii arasinda olusan matiirasyon degisiklikleri dizisini ifade eder. Insanda
her bir siklus yaklagik 161 giin siirer ve spermatogenez 4 siklustan sonra biter (Ross
ve Pawlina 2014; Victor P ve ark. 2013) (Sekil 20, Sekil 21 ve Sekil 22).

Sekil 20: Testis (Victor P ve ark 2013).
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- 7 Spermatias

TipAkoyu  hicresl  spermatogonyum
Tip B acik
spermatogonyum spermatogonylim

Sekil 22: Seminifer Tiibiilin Bir Parcasi. Seminifer Epitel Iki Tip Hiicreden
Olusmustur: Spermatogenik Seri Hiicreleri ve Sertoli Hiicreleri (Ross ve Pawlina

2014).

Sertoli hiicreleri spermatogenik serideki hiicreleri kismi olarak saran uzamig
piramidal hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin tabanlar1 bazal laminaya tutunur, apikal
uglari ise siklikla seminifer tiibiiliin liimenine uzanir. Isik mikroskobunda, Sertoli
hiicresinin smnirlar1 belirsiz olarak goriiliir, ¢iinkii bunlarin spermatogenik seri
hiicrelerini ¢evreleyen ¢ok sayida lateral uzantilar1 vardir. Elektron mikroskobu ile
yapilan calismalarda hiicrelerin bol miktarda diiz endoplazmik retikulum, bir miktar
kaba endoplazmik retikulum, iyi gelismis golgi kompleksi ve ¢ok sayida mitokondri

ile lizozom igerdigi gosterilmistir. Siklikla tiggen bigiminde olan uzamis ¢ekirdekte
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¢ok sayida kivrilmalar, belirgin bir nukleolus ve az miktarda heterokromatin goriiliir
(Ross ve Pawlina 2014).

Seminifer tiibiillerde yan yana duran Sertoli hiicreleri birbirlerine
spermatogonyumlar seviyesinde siki baglantilarla baglanmiglardir. Bu baglantilar
seminifer epiteli bazal ve adluminal kompartman olmak iizere iki bélmeye ayirr.
Spermatogonyumlar, i¢ine kanda bulunan materyallerin serbestge girebildigi bazal
kompartmanda yerlesirler. Spermatogenez sirasinda spermatogonyum serisi, bu
baglantilardan bir yolunu bulup gecerek adluminal kompartmana ¢ikar. Burada
spermatogenezin daha ileri safhalari, kandan gelen iiriinlerden bir kan-testis bariyeri
ile korunurlar. Bu bariyer Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar ile olusturulur.
Spermatositler ve spermatidler, Sertoli hiicrelerinin apikal ve lateral kenarlarindaki

derin girintilerde yerlesmiglerdir (Ross ve Pawlina 2014) (Sekil 22 ve Sekil 23).

1 Sariol el
Tt

Sekil 23: Sertoli Hiicreleri (Sadler 2016).

Leydig hiicreleri biiyiik eozinifilik hiicreler olup lipid icermektedirler. Siklikla
Reinke kristalleri bulunmaktadir. Histolojik kesitlere bakildiginda Reinke kristalleri
reaktif olup boyutlar1 3x10 um’dir. Leydig hiicrelerinin hem aktiviteleri hem de
miktarlari hormonal uyarimlara baghdir. Insanda hamilelik sirasinda {iretilen plasental
gonadotropik hormon maternal kandan fetusa gecer ve androjenik hormonlari iireten
bol miktardaki fetal testikiiler interstisyel hiicreleri uyarir. Hormonlarin bulunmasi
embriyonik farklilagsmada erkek genital organlarinin gelismesi igin gereklidir.
Embriyonik interstisyel hiicreler hamileligin 18. haftasina kadar tamamen farklilagmig
olarak kalirlar; bundan sonra testosteron sentezinde goriilen bir azalma ile birlikte
gerilerler. Daha sonra gebelik boyunca ve hipofizden sonra salinan Liiteinizan Hormon

(LH) uyarmmu altinda testosteron sentezini yeniden yapmaya bagsladiklari puberte
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oncesi déneme kadar dinlenmede kalirlar (Ross ve Pawlina 2014; Victor P ve Ark

2013).

4.6.INFERTILITE

Diinya Saghk Orgiitii (WHO) infertiliteyi; bir ¢iftin bir yil boyunca diizenli
korunmasiz cinsel iliskiye girdigi halde gebe kalamama durumu olarak
tanimlamaktadir. Ureme cagindaki ciftlerin %10-15"inde infertilite goriilmektedir.
Ciftlerde kadin kaynakl infertilite %40-50’sinde mevcutken erkek kaynakli infertilite
durumu %30-40"1nda goriilmektedir. Bu ciftlerin glintimiizdeki mevcut standart tanisal
testler ile agiklanamayan infertilite oram1 yaklasik olarak %10-15"dir (Sadler 2016).
Daha Once hi¢ gebelik yasanmamissa primer infertilite, en az bir kere gebelik
olusmugsa sekonder infertilite olarak smiflanir. Infertilite siklign ve nedenleri
popiilasyonlara gore degiskenlik gosterir. Fekundabilite, belli bir zaman periyodunda,
bir populasyondaki gebelik oranlar1 olarak tamimlanir. Fekundite ise tek menstriiel
siklusta canli dogum elde edilebilme yetenegi olarak tamimlanir. Normalde her
ovulatuvar siklusta %25 gebelik sans1 vardir. Bu oran 3 ayda %57 ye, 6 ayda %72’ye,
12 ayda %85’e ve 24 ayda %93 e yiikselir. Yine saglikli ¢iftlerde gebeligin olusmadig:
siklus sayis1 ne kadar artar ise fekundabilite oranlari da ters orantili olarak azalir. Otuz
bir yas iistiinde, yas artimi ile fekundabilite oranlar1 azalir (Sadler TW 2016).

Ciftlerin %85°1 ilk bir y1l i¢inde gebe kalabildikleri igin bu siire zarfinda detayl
bir inceleme yapmak yalanci pozitif test sonuglar ile yararsiz tedavi uygulamalarinin
artmasina yol acacagi ve spontan gebelik sansini kagirabilecegi i¢in gereksizdir (Sadler
TW 2016).

Infertilitenin nedenlerine bakildiginda en fazla ovulatuvar bozukluk, tubal,
servikal ve uterin faktorler, erkek infertilite ve nedeni agiklanamayan infertilitedir.
Uterin patoloji bu nedenler icerisinde en az rastlanandir. Yasa bagli olarak bu
nedenlerin goriilme sikligi degismektedir. Yapilan galigmalar da en sik ovulasyon
bozuklugu gen¢ kadinlarda goriiliirken, tubal ve servikal faktorler geng ve yashlarda
esit siklikta goriilmektedir. Yash iftlerde ise erkek faktérii ve agiklanamayan

infertilite goriilme olasilig1 yiiksektir (Sadler TW 2016) (Tablo 1).
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Tablo 1: Kadin ve Erkek Bireylerde Gériilen Infertilite Nedenleri (Sadler TW 2016).

Kadm Bireylerde Gériilen Infertilite Erkek Bireylerde Goriilen

Nedenleri Infertilite Nedenleri

Vulva ve Vajene Ait Faktorler Genital Organ Anomalileri

Tubal Faktorler Sperm Anomalileri ve Fonksiyon
Bozukluklar1

Servikal Faktorler Diger Faktorler

Uterin Faktorler

Ovulatuar Faktorler

Diger Faktorler

4.6.1.A¢iklanamayan Infertilite

Aciklanamayan infertilite, 1 y1l korunmasiz, diizenli cinsel iligki sonras1 gebelik
elde edemeyen ciftlerde yapilan temel degerlendirmede (sperm analizi, ovulasyon
testleri, kavite ve tubalarda patoloji olmadigin1 gosteren histerosalpingografi (HSG))
herhangi bir patolojiye rastlanmamasi olarak tanimlanmaktadir (Sadler TW 2016).

Ultrasonografi (USG) degerlendirmesinin temel degerlendirmeye eklenmesi ile
aciklanamayan infertilteye sahip ciftlerin bir kisminda myoma uteri, endometrioma ve
azalmis over rezervine ait bulgular tespit edilebilmektedir. Tiim temel infertilite
testlerinin sonucunda, c¢iftlerin yaklasgik olarak %15’inde neden ortaya
konamamaktadir (Sadler TW 2016).

Aciklanamayan infertilitenin olasi1 nedenleri sdyle siralanabilir:

1) Antagonist servikal sekresyonlar

2) Erken embriyonel implantasyonda defektif endometrial reseptivite

3) Anormal tubal siliyal aktivite

4) Defektif ovum pick- up mekanizmasi

5) Liiteinize unriiptiire folikiil sendromu

6) Ek hormonal anomaliler (6rnek: luteal faz defekti)

7) Bozulmus oosit ve/veya sperm fertilizasyon kapasitesi

8) Minimal veya orta diizeyde endometriozis

9) Immiinolojik faktorler
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10) Bozulmus peritoneal makrofaj aktivitesi
11) Bozulmus peritoneal s1v1 antioksidan fonksiyonu (Sadler TW 2016).

4.7.SIKLIK GMP AMP SENTAZ (CGAS) / INTERFERON GENLERININ
UYARICISI (STING) YOLAGI

cGAS - STING yolag, sitozolik DNA'mn varligini saptamak ve buna bagli olarak
yaslanma veya savunma mekanizmalarinin aktiflesmesine yol acabilen enflamatuar
genlerin ekspresyonunu tetiklemek igin islev yapan dogal immiin sistemin bir
bilesenidir (Yang ve ark. 2017). DNA normalde hiicrenin ¢ekirdeginde bulunur.
DNA'nin sitozole lokalizasyonu, tiimérogenez veya viral enfeksiyon ile iliskilidir
(Watson ve ark. 2015).

cGAS- STING yolagy, sitozolik DNA'y1 tespit etmek ve bir immiin yanit1 uyarmak
icin etki eder. DNA ile baglanma iizerine protein siklik GMP-AMP Sentaz (cGAS),
GTP ve ATP'yi siklik GMP-AMP (cGAMP) olusturmak iizere tetikler. Daha sonra
cGAMP, transkripsiyon faktorii Interferon Regiilator Faktor 3 (IRF3)iin TANK
baglayici kinaz 1 (TBK1) yoluyla fosforilasyonunu / aktivasyonunu tetikleyen
endoplazmik retikulumda yer alan interferon genlerinin uyaricisina (STING) dogrudan

baglanir (Gentili ve ark. 2019) (Sekil 24).
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Sekil 24: cGAS-cGAMP-STING Yolu, DNA Hasarindan Sonra Sitoplazmik
DNA'y1 Algilar ve Tip I I[FN'leri ve Diger Sitokinleri Aktive Eder (Cai ve ark. 2014).

Normal hiicrelerde DNA, ¢ekirdek veya mitokondride bulunmaktadir. Sitozolde
DNA'nin varhigi hiicresel hasar veya enfeksiyonun gostergesidir ve immiin yanitla
iligkili genlerin aktivasyonuna yol agar. Bununla birlikte, bu enflamatuar programlar,
kendi niikleik asitlerine anormal tepkileri o©nlemek i¢in siki bir sekilde
diizenlenmelidir. Gergekten de RNA igin sitozolik reseptor olan RIG-I (retinoik asit
uyarilabilir gen 1), viral RNA'ya 6zgii 5’-trifosfat ile etkilesime girerek kendi
RNA’sim1 kendinden olmayandan ayirir (Loo ve Gale 2011, Wu ve Chen 2014, Abe
ve ark. 2017).

DNA sitoplazmada fizyolojik olarak bulunmadigi i¢in, STING (interferon
genlerinin uyaricisi) ile cGAS (siklik GMP-AMP sentaz)’in aracilik ettigi sitozolik
DNA’nin algilanmasi, kendinden ve kendinden olmayan DNA arasindaki fark: ayirt
etmez (Nagata ve ark. 2010, Abe ve ark. 2017). Bununla birlikte, fertilizasyon
sirasinda sperm kaynakli DNA, oosit sitoplazmasinda bulunabilir ve niikleik asit

algilayici cevaba neden olabilir (Abe ve ark. 2019).
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4.8. CALISMADA KULLANILAN ANTIKORLAR

2.8.1. Siklik Gmp-Amp Ssentaz (Cgas)

Siklik GMP-AMP Sentaz (CGAS) 522 amino asitten olusan bir protein olup
niikleotidiltransferaz ailesinin bir iiyesidir. Molekiiler agirligi 59kDA’dir. Monositik
hiicre hatt1 THP1 ekprese edilmektedir ve Man-21 ailesi sinifindadir. ATP ve GTP'den
siklik GMP-AMP'nin (cGAMP) olusumunu katalize eder. Anahtar bir sitozolik DNA
sensorii olarak hareket eden antiviral aktiviteye sahiptir, sitoplazmada ¢ift sarmalli
DNA (dsDNA) mevcudiyeti, bagigiklik yanitini tetikleyen bir tehlike sinyalidir.
Sitozolik DNA'y1 dogrudan baglar, STING'e baglanan ve aktive eden, tip I-interferon
tiretimini tetikleyen ikinci bir mesajct olan c¢GAMP'in aktivasyonuna ve

sentezlenmesine yol agar (Anping ve Ark. 2019) (Sekil 25).

Sekil 25. cGAS Ug Boyutlu Dizilimi (Li ve Ark. 2019).

4.8.2. Interferon Genlerinin Uyaricisi (STING)

STING, dogal immiinitenin 6nemli bir bileseni olarak goérev yapan 378 amino
asite sahip bir proteindir. TMEM173 geni tarafindan kodlanir. Timus, dalak ve
plasenta gibi organlarda yiiksek ekspresyona sahiptir (Gao ve ark. 2013). Bu
sinyalleme proteini, tip I interferonun (IFN-alfa ve IFN-beta) ekspresyonunu
indiiklemek ve ekspresyonun ardindan gii¢lii bir antiviral durum sergilemek i¢in hem
NF-kB hem de IRF3 transkripsiyon yolaklarmi aktive edebilmektedir. STING ilk énce
ana histouyumluluk kompleksi IT (MHC II) sinif molekiillerle etkilesime giren bir
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protein olarak tanimlanmistir. Genel olarak endoplazmik retikulum membrani, hiicre

zari ve mitokondri dis zarinda bulunmaktadir (Kumar ve Ark. 2019) (Sekil 26).

Sekil 26: STING Ug Boyutlu Dizilimi (Li ve Ark. 2019).

4.8.3. Niikleotit Baglayici Oligomerizasyon Domain, Losin

BakimmdnZengin Tekrar ve Pyrin Domain iceren Protein 14 (NLRP14)

Niikleotit baglayici oligomerizasyon domain, 16sin bakimindan zengin tekrar ve
pyrin domain igeren protein 14 (NLRP14) Nod benzeri reseptér (NLR) protein
ailesinin bir iiyesidir (Tian ve ark. 2009). Son arastirmalar, NLRP genlerinin hem
memeli dogal immiin sisteminde hem de tireme sisteminde 6nemli roller oynadigini
gostermistir. NLR protein ailesi, farkli N-terminal etki alanlarina bagli olarak birkag
alt aileye ayrilir. NLRP alt ailesi (NALP ailesi olarak da bilinir), bir PYRIN alaniyla
karakterize edilen yeni tanimlanmis bir NLR grubudur. NLRP14, bir C-terminal 16sin
bakimindan zengin tekrar (LRR) bdlgesine, bir N-terminal Pyrin alanina (PYD) ve
ardindan bir NACHT alanmna ve bir NACHT ile iligkili alana sahiptir. {lk olarak, NLRP
proteinlerinin iglevine iligkin aragtirmalar, inflammazom olusumu ve dogal bagisiklik
sistemindeki kaspazlarin aktivasyonu yoluyla apoptotik ve enflamatuar sinyal
yollarindaki rollerine odaklanmigtir. Bircok arastirma, bazit NLRP genlerinin memeli
{iremesinde rol oynadigini ortaya koymustur (Tian ve ark. 2009). Farede fertilize
olmus oositde in vitro knockdown deneyleri fare germ-hiicresine 6zgii NLRP14
transkriptlerinin azalmasinin, embriyolarin bir hiicreli ve sekiz hiicreli asamalari
arasinda gelisimin durmasina yol ag¢tigini ortaya koymustur (Hamatani ve ark. 2004,
Horikawa ve ark. 2005, Tian ve ark. 2009).

Abe ve arkadaglart NLRP14'iin ektopik ifadesinin, sitozolik niikleik asit algilayan
yolaklarda sinyal kaybiyla sonuglandigim1 ve NLRP14'lin niikleik asit algilama yolu

ile fiziksel olarak etkilesime girdigini ve ubikinasyon ve degradasyon icin TBK1'
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(TANK baglayici kinaz 1) hedefledigini gostermislerdir. Bununla birlikte NLRP14
islevinin kayb1 ve niikleik asitlere agir1 duyarlilik ile sonuglanan erkek sterilitesi ile

iliskili bir insan nonsense germline varyanti belirlemiglerdir (Abe ve ark. 2019) (Sekil

27)

Sekil 27. NLRP14 U¢ Boyutlu Dizilimi (Eibl ve Ark. 2014).

4.8.4. Interferon Regiilator Faktor (IRF3)

interferon regiilator faktorler (IRF'ler), immiin hiicre gelisimi ve farklilagma ve
patojenlere verilen tepkilerin diizenlenmesi de dahil olmak tizere immiin yanitin birgok
basamaginda 6nemli rol oynayan bir transkripsiyon faktérleri ailesidir. IRF3, viral
RNA ve DNA'yi tespit eden patojen tanima reseptdrlerinin uyarisi ile tip I
interferonlarin tiretimi i¢in kritiktir. IRF3 sitoplazmada latent formda bulunur. TBK1
veya IKKze ile fosforilasyonun ardindan, IRF3 bir homodimer olusturur, ardindan
¢ekirdege transloke olur. IRF3, 50 -150 amino asitlik sentetik peptitden olugsmaktadir.
IRF triptofan pentad igerir, DNA baglama alanini tekrar eder. Interferon ile uyarilmig
tepki eleman1 (ISRE) destekleyici aktivasyonuna aracilik eder. Antiviral aktivite i¢in
molekiiler bir anahtar olarak islev goriir. Bir viral enfeksiyon sirasinda olusturulan
dsRNA, C-terminal serin / treonin kiimesi tizerinde IRF3 fosforilasyonuna yol agar.
Bu, ISRE'nin kontrolii altinda genlerin transkripsiyonunu aktive eden bir kompleks
olan dsRNA-aktive edilmis faktor 1'i (DRAF1) olusturmak icin dimerlesmesine,
niikleer lokalizasyonuna ve CREB baglayici proteinle (CREBBP) birlesmesine yol
acan bir konformasyonel degisikligi tetikler. Kompleks, sirastyla [FN-alfa ve IFN-beta
promoterleri tizerindeki IE ve PRDIII boélgelerine baglanir. IRF-3 herhangi bir
transkripsiyon aktivasyon alanina sahip degildir (Jefferies ve Ark. 2019) (Sekil 28).
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Sekil 28: IRF3 U¢ Boyutlu Dizilimi (Panne D. ve Ark. 2006).

4.8.5. Interferon (IFN)

Tip II sitokin reseptor ailesine aittir. 2 fibronektin tip III alan igerir. Ayn1 zamanda
tip II veya immiin interferon olarak da bilinen interferon-gama (IFN-gama), ¢ok ¢esitli
immiinoregiilasyon aktiviteleri uygular ve prototip proinflamatuar sitokin olarak kabul
edilir. Olgun insan [FN-gama, 20-25 kDa degiskenlikli glikosile edilmis alt birimlerin
kovalent olmayan bir sekilde bagli homodimerleri olarak bulunur. IFN-gama
dimerleri, daha sonra iki alfa ve iki beta alt birimin fonksiyonel reseptor kompleksini
olusturmak iizere IFN-gama RII (beta alt birimleri) ile etkilesime giren IFN-gama
RI'ye (alfa alt birimleri) baglanir. IFN-gama RII'nin dahil edilmesi, ligand icin
baglanma afinitesini ve sinyal iletiminin verimini arttirir. IFN-gama, inflamasyon
kosullar1 altinda, 6zellikle T hiicreleri ve NK hiicreleri tarafindan, gesitli immiin
hiicreler tarafindan firetilir. Thl hiicrelerinin gelisimini ve aktivasyonunu,
kemoatraksiyonunu ve monositlerin ve makrofajlarin aktivasyonunu, antijen sunum
molekiillerinin regiilasyonunu ve B hiicrelerinde immiinoglobulin sinif gegisini tesvik
ederek konak savunmasinda kilit bir rol oynar. Ayni zamanda antiviral, antiproliferatif
ve apoptotik etkiler sergiler. Ek olarak, IFN-gama, diizenleyici T hiicrelerinin
gelisimini tesvik ederek ve Thl17 hiicre farklilagsmasimi inhibe ederek bir anti-
enflamatuar araci olarak iglev goriir. IFN-gammanin pleiotropik etkileri,
aterosklerozun ¢oklu ydnlerinin gelisimine katkida bulunur (Tao ve Ark. 2016). (Sekil
29).
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Sekil 29: IFN Ug Boyutlu Dizilimi (Hamming ve Ark. 2009).
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5.GEREC VE YONTEM

(alismamiz, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar
Arastirmalant Etik Kurulu’nun 29.12.2017 tarihli 62249 Karar numarali onayi ile
yapimistir. Calismamizda histokimyasal, immiinohistokimyasal inceleme i¢in gerekli
malzemelerin alinmas1 Manisa Celal Bayar Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Birimi tarafindan 2018-045 numarali proje ile desteklenmistir.

5.1.DENEY MODELININ OLUSTURULMASI

Caligmamiz, Manisa Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlan Arastirma ve
Uygulama Merkezi’nde yapilmis olup; toplam 45 adet 35 tanesi 3-4 haftalik disi, 10
tanesi 3-4 haftalik erkek Balb/C fareler kullanilmistir. Fareler 3 giin boyunca
(adaptasyon i¢in) herhangi bir saglik problemi belirtisine kars1 bekletilmistir. Calisma
boyunca hayvanlar stabil kosullar altinda (22°C sicaklik ve %30-70 nem, aydinlik
karanlik dongiisii 12/12 saat) tutulmustur. Kuru pellet yem ve g¢esme suyu ile
beslenmeleri saglanmustir.

Adaptasyon siirecinden sonra fareler gruplara ayrilmigtir. Toplamda ii¢ grup
olusturulmustur. Erkek farelerden 5 adeti ciftlestirme i¢in kullanilmigtir.

1. Grup 1: Kontrol grubu (Sadece over ve testis dokular1 alinmistir [n:10; 5 adet
disi, 5 adet erkek])

2. Grup 2: Fertilizasyon grubu (Ciftlestirildikten sonra embriyonik 1. giinde
sakrifiye edilen [n:15])

3. Grup 3: Implantasyon grubu (Ciftlestirildikten sonra embriyonik 4.5 giinde
sakrifiye edilen [n:15]).

5.2.VAGINAL YAYMA VE BOYAMA PROTOKOLU

Disi farelerin vaginasindan papiks ile smear (vaginal sivi) alinarak, her bir

hayvandan alinan 6rnek hayvan numarasina gére etiketlenmis ve numaralandirilmis
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lama yayma yontemi ile preparatlar yapilmigtir. Preparatlar %70’lik alkol
(1.00983.2511, Merck Darmstadt, Almanya) ile 1 dakika tespit edilip ardindan 30
saniye suda yikanmistir. Sonra &nce 30 saniye hematoksilende (01562E, Surgipath,
Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire) sonrasinda yine su ile yikandiktan sonra 30
saniye eozinde (01602E, Surgipath, Bretton, Peter Borough, Cambridgeshire)
tutulduktan sonra son kez su ile yikanarak boya uzaklastirilmigtir ve mikroskopta
incelenmigtir. Mikroskopta pembe renkli ¢ekirdeksiz hiicrelerin goriilmesi farenin
dstrusda oldugunu ve ciftlesmeye hazir oldugunu gosterir. Hiicrelerin durumuna gére
ostrus evreleri degerlendirilerek Gstrus evresindeki digi farelere siiperovulasyon

protokolii uygulanmustir.

5.3.FAREDE OSTRUS SIKLUSU

Insanda gézlenen ortalama 28 giinliik strus siklusunun aksine farelerde ostrus
siklusu 4-5 giinde tamamlanmaktadir ve 4 faza ayrilmaktadir; prodstrus (P), dstrus (O),
metdstrus (M) ve didstrus (D). Proostrus fazi 12 saat, 6strus fazi 12-24 saat, metostrus
faz1 6-8 saat ve didstrus faz1 52-60 saat stirmektedir.

Prodstrus fazinda ve ostrus fazinin baslarinda ovaryumda folikiil gelisimi
izlenirken, 6strus fazinin ortalarinda ovulasyon gergeklesir, metdstrus fazinda korpus
luteum olusur, didstrus fazi ise dinlenme fazidir. Ostrus siklusu boyunca cinsiyet
hormonlarinda meydana gelen siklik degisiklikler vajinal epitelde de histolojik
degisikliklere neden olmaktadir. Vaginal smearda ii¢ tip hiicre goriilmektedir;
niikleuslu epitel hiicreleri, kornifiye epitel hiicreleri ve 15kositler (Coban 2016). Bu ii¢
hiicrenin smeardaki yogunluguna gore oOstrus siklusu fazlarmin belirlenmesi

saglanmustir.
5.4.SUPEROVULASYON PROTOKOLU
Disi fareler, intraperitoneal olarak 5 TU PMSG (F40021-2UG, Sigma, USA)

enjeksiyonu ve 48 saat sonra intraperitoneal olarak 5 IU hCG (C1063-1VL, Sigma,
USA) enjeksiyonu ile siiperoviile edildi.
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5.5.DENEYIN SONLANDIRILMASI iLE DOKU ORNEKLERININ
ALINMASI

Fareler, genel anestezi i¢in intraperitoneal olarak 10 mg/kg ksilazin ve 75 mg/kg
ketamin uygulamasindan sonra servikal dislokasyon yontemi ile sakrifiye edilerek

over ve testis doku 6rnekleri alinmistir.

5.6. EMBRIYOLARIN TOPLANMASI

Ikinci gruptaki 15 adet disi fare, siiperoviilasyon sonras: bir gece erkek farelerle
aym kafes igerisinde (her kafeste 1 disi—1 erkek fare olacak sekilde) tutuldular ve
boylece hCG (C1063-1VL, sigma, USA) enjeksiyonundan yaklasik 24 saat sonra
vajinal tikag kontrolii yapildi. Sonug pozitif (+) olan fareler aymi giin sakrifiye edilerek
oviduktlar1 M2 medyumu (M7167, Sigma, USA) icerisine alindi.

Stereo mikroskop (Olympus, SZX2) altinda M2 medyumuna alinan oviduktun
penset ile sabitlenmesi saglanarak, ampulla bolgesi 27-gauge enjektor ignesi ile
zedelendi ve embriyolarin ovidukt igerisinden disariya ¢ikmalar saglandi. Medyuma
yayilan yeni fertilize proniiklear asamadaki embriyolar paraformaldehit (PFA)
icerisinde 30 dakika boyunca fiksasyona birakildilar. Ardindan ti¢ adet fosfat tampon
soliisyonu (PBS) (P4417-100TAB, Sigma, USA) damlasindan gegirilerek yikandilar.
Embriyolarin medyumlarin birinden digerine aktarilma islemleri ucu inceltilmis cam
pastor pipetleri ve agiz pipeti kullanilarak gergeklestirildi. Ardindan stereo mikroskop
altinda kisa siirede fotograflari ¢ekilen embriyolar, +4° C’de olan buzdolabina
kaldirilarak muhafaza edilmistir.

Ucgiincii grupta yer alan 15 disi fare, ikinci gruptaki yéntemde uygulandg: gibi
siiperoviilasyon sonrasi bir gece erkek farelerle ayni kafes igerisinde (her kafeste 1
disi—1 erkek fare olacak sekilde) tutuldular ve béylece hCG (C1063-1VL, Sigma,
USA) enjeksiyonundan yaklagik 24 saat sonra vajinal tikag¢ kontrolii yapildi. Sonug
pozitif (+) olan fareler 4,5. giinde implantasyon bélgesi tayini i¢in Chiago Blue
boyamasi yapildi. Farelere %1 Chiago Blue boyasi kuyruk veninden enjekte edilip 3
dk bekletilmistir (Resim1). Ardindan farenin uterusu alinip implante olan bdlgeler
%10’luk formalin soliisyonu igerisinde 48 saat tespit edilmistir. Tespit edilen dokular

parafin takip islemi yapilip, parafin bloklara gomiilmiistiir (Resim 1).
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Resim 1. Fertilizasyondan sonra 4.5 giinde uterusda implantasyon bolgeleri.

5.7.HISTOPATOLOJIK DEGERLENDIRME

5.7.1.Dokularin Takibi, Parafin Gomme Ve Kesit Alma

Histopatolojik degerlendirme i¢in; farelerin sakrifiye edilmesinin ardindan over
ve testis dokular1 hizli bir sekilde alinarak %10’luk formalin soliisyonu (2014P6,
Tiirkiye) igerisinde 48 saat tespit iglemi yapilmistir. Tespit isleminden sonra doku
orneklerine rutin takip protokolii uygulanmistir. Doku 6rnekleri, her bir doku bir bohga
olacak sekilde etiketlenip, bir gece akarsuyun igerisinde tespit soliisyonunun
uzaklastirilmasi saglanmistir.

Doku drnekleri derecesi giderek artan etil alkol (1.00983.2511, Merck, Almanya)
serileri ile (%60-70-80-90-96) dehidratasyonlar1 yapilmistir, ardindan iki degisim
ksilen ile seffaflastirmalar1 saglanip, parafine emdirme asamasindan sonra parafine
gomiilmiistiir (Tablo 2).

Elde edilen parafin bloklardan rotary mikrotomla (RM2245, Leica Microsystems,
Almanya) polilizin ile kaph lamlara 5 pm kalinliginda alinan kesitlere histokimyasal
olarak hematoksilen ve eozin (Tablo 3) ile immunohistokimyasal olarak cGAS,
STING, NLRPI14, IRF3 ve IFN primer antikorlari kullanilarak avidin-biotin-

peroksidaz indirek immunohistokimyasal yontemi uygulanmaistir.
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Tablo 2. Parafin Takip Protokolii

ISLEM KULLANILAN MADDE SURE
Tespit %10°luk Formalin 48 saat
Dehidratasyon %60 Alkol % saat
%70 Alkol % saat
%80 Alkol % saat
%90 Alkol % saat
%100Alkol 1 saat
%100Alkol 1 saat
Seffaflastirma Alkol-Ksilen % saat
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Infiltrasyon Ksilen—Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Parafin 1 saat
Gomme Parafin

5.7.2.Hematoksilen ve Eozin Boyamasi

Rotary mikrotom (RM 2135, Leica, Houston) aracilig ile alinan 5 pm’ lik parafin
kesitler deparafinizasyon islemi i¢in 1 gece 60° C’ lik etiivde birakildiktan sonra, 30’ar
dakika iki degisim ksilene tabi tutuldu. Ardindan rehidratasyon islemi i¢in %95’den
%60’a azalan alkol serilerinden gecirilen kesitler 5 dakika akar su altinda yikandi.
Hematoksilen (01562E, Surgipath, Cambridgeshire) ile 3 dk. boyandiktan sonra,
boyanin fazlasmin dokudan uzaklastirilmas: icin 5 dk. akar suda yikandi.
Diferansiyasyon i¢in asit alkole batirilip ¢ikarilan kesitler 5 dk. akar su altinda yikandi.
Daha sonra kesitler 2 dk. eozin (01602E, Surgipath, Cambridgeshire) boyas: ile
boyandi. Ayni sekilde 5 dk. akar su altinda yikama yapildiktan sonra sirasiyla %80 ve
%95°lik alkol serilerinden gecirilip havada kurutulan kesitler seffaflagtirma amaciyla
30’ar dakika iki degisim ksilende tutulduktan sonra entellan (UN 1866, Merck,
Germany) ile kapatildi (Tablo 3).
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Tablo 3. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

ISLEM KULLANILAN MADDE SURE
Deparafinizasyon 56 °C Etiivde 1 Gece
Ksilen 1 Saat
Rehidratasyon %96 Alkol 2 Dakika
%80 Alkol 2 Dakika
%70 Alkol 2 Dakika
%60 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 %80 Alkol 1 Dakika
%96 Alkol 1 Dakika
Seffaflastirma Ksilen 1 Saat
Kapama Entellan

5.7.3.Indirekt Immiinohistokimyasal Boyama

Immunohistokimyasal boyama i¢in kesitler 60° C’de 1 gece etiivde (FN400, Niive,
ANKARA) bekletildi ve ardindan 30’ar dakika 2 degisim ksilen ile deparafinizasyon
islemi yapildi. Kesitler rehidratasyon islemi i¢in artan derecelerde (%96 Alkol, %80
Alkol, %70 Alkol, %60) alkol (1.00983.2511, Merck, Almanya) igerisinde 2 ser
dakika bekletildi ve ardindan distile su igerisinde 10 dakika tutuldu. Kesit etrafi
immunohistokimya kalemi (Z377821-1EA, Sigma, USA) ile ¢izildikten sonra 3 defa
tampon soliisyonu ile (PBS) ile 5 dakika yikand: ve 10 dakika %0,5’lik tripsin
(TSS155 ScyTek Lab, USA) soliisyonunda 37°C bekletildi. Ardindan tekrar 3 defa
PBS ile 5’er dakika yikandi. Kesitlere Hidrojen Peroksit (%3 oranda) (1.08597. 2500,
MERCK, Almanya) ilave edildi ve 5 dakika inkiibasyondan sonra PBS ile yikand.
Kesitlere sekonder kit igerisindeki blok soliisyonu (SHP125, ScyTek Lab., USA) ile 1
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saat inkiibe edilen 6rnekler yikama yapilmadan Anti-cGAS, Anti-STING, Anti-
NLRP14, Anti-IRF3 ve Anti-IFN primer antikorlar: ile 1 gece +4° C’de bekletildi
(Tablo 5).

Negatif kontrol boyamasi i¢in 6rneklere primer antikor ilavesi yapilmadi. Ertesi
giin PBS ile yikanan 6rneklere anti-rabbit/Mouse biyotinlenmis sekonder antikor
(SHP125, ScyTek Lab., USA) ve streptavidin-HRP (SHP125, ScyTek Lab., USA)
ilaveleri yapildi. Her bir sekonder antikor 30’ar dk tutuldu ve arada PBS ile yikama
yapildi. DAB (3, 3'-diaminobenzidine) ile boyanan kesitler 3 defa PBS ve 3 defa distile
su ile yikandiktan sonra artalan boyamasi i¢in Mayer’s hematoksilen (HMM999,
ScyTek Lab USA) ile 1 dakika bekletildi. Tiim &rnekler, yikama isleminin ardindan
%80 alkol ve %96 alkolde 1’er dakika bekletildikten sonra ksilende 30 dakika tutuldu
ve entellan (107961.0500, MERCK, Almanya) ile kapatildi (Tablo 4).
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Tablo 4. Indirekt Immiinohistokimya Prosediirii

Islem Kullamlan Madde Siire
Deparafinizasyon 60° C Etiivde 1 gece
Ksilen 1 saat
Ksilen 1 saat
Rehidratasyon %96’°hk Etil Alkol 2 dakika
%80’lik Etil Alkol 2 dakika
% 70’lik Etil Alkol 2 dakika
%60°lik Etil Alkol 2 dakika
Yikama Distile su 10 dakika
Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS) 3x5 dakika
Permeablizasyon  %0.5°lik Tripsin Soliisyonu 37°Cde 10
dakika
Yikama Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS) 3x5 dakika
Endojen %3’liik Hidrojen 5 dakika
Peroksidaz Peroksit(H20;)
Inhibasyonu
Yikama Fosfat Tampon Soliisyonu 3x5 dakika
(PBS)
Bloklama Soliisyonu 1 saat
Inkiibasyon Primer Antikor 18 saat +4°C’de
Yikama Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS) 3x5 dakika
Sekonder Antikor (Biotinle 30 dakika
isaretlenmis hidrojen peroksidaz)
Yikama Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS) 3x5 dakika
Immiinreaktivite Diaminobenzidine (DAB) 5 dakika
Artalan boyama  Mayer’s hematoksilen
Dehidratasyon %80’lik Etil Alkol 1 dakika
%96’Iik Etil Alkol 1 dakika
Seffaflastirma Ksilen 1 saat
Kapama Entellan




Tablo 5. Immunohistokimya i¢in kullamilan primer antikorlar

Primer Antikor Kat No /Marka/Ulke Diliisyon

Anti-CGAS orb2965, Biorbyt, United States 17200
(Mouse Monoclonal)

Anti-STING 19851, AP/proteintech-1, United 17200
(Mouse Monoclonal) Kingdom

Anti-NLRP14 5¢-398068, Santa Cruz ,USA 1/50
(Mouse Monoclonal)

Anti-IRF3 sc-33641, Santa Cruz, USA /100
(Mouse Monoclonal)

Anti-IFN STJ93645, SYJOHN, USA 17200
(Mouse Monoclonal)

5.7.4.Immiinfloresan Boyama

Toplanan bir giinliik embriyolar BSA’l1 PBS (Bovine Serum Albumins- Fosfat
Tampon Soliisyonu (ALB001.25, Bioshop, USA) igerisinde 2 kez 30 dk siire ile
yikandi. Ardindan %2’lik Pronaz (10165921, Sigma-Aldrich Almanya) igerisinde
zona pellusidanin ayrilmasi inverted mikroskopda (Olympus, SZX2) incelendi (Resim
2). Triton X100 (9002-93-1, Sigma-Aldrich, Almanya) i¢erisinde 15 dakika bekletildi.
BSA’l1 PBS ile 3’er defa 10 dk yikama iglemi yapildi. Bloking soliisyonu igerisinde 1
gece +4°C’de bekletildi. Ertesi giin Anti-cGAS, Anti-STING, Anti-NLRP14, Anti-
IRF3 ve Anti-IFN primer antikorlari ilave edilerek 36 saat +4°C’de bekletildi (Tablo
6). BSA’l1 PBS ile 3’er defa 10 dk yikama islemi yapildi. Karanlik ortamda 1/200
oraninda hazirlanan sekonder antikor (sc-516140, Santa Cruz, USA) icerisinde 1 gece
+4°C’de bekletildi. Yine karanlik ortamda BSA’l1 PBS ile 3’er defa 10 dk yikama
islemi yapildi. 1/10 oraninda hazirlanmis olan DAPI (4',6-Diamidine-2'-phenylindole
dihydrochloride) (sc-3598, Sigma-Aldrich Almanya) soliisyonu igerisinde 45 dakika
cekirdek boyamasi yapildi. BSA’l1 PBS ile 3’er defa 10 dk yikama islemi yapildi.
Floresan atagmanl Inverted mikroskop Olympus, SZX2 ile embriyolarin fotograflar

cekildi.

45



by - T

Resim 2: Iki Hiicreli Embriyolar, Pronase Uygulamasi Oncesi (A) ve
Sonrasindaki (B) Goriintiisii (Olgek: 100 pm).

Tablo 6: Immunflorasan I¢in Kullanilan Primer Antikorlar

Primer Antikor Kat No /Marka/Ulke Diliisyon
Anti-CGAS orb2965, Biorbyt, United 1/25
(Mouse Monoclonal) States

Anti-STING 19851, AP/proteintech -1, 125
(Mouse Monoclonal) United Kingdom

Anti-NLRP14 5¢c-398068, Santa Cruz 1/25
(Mouse Monoclonal) ,USA

Anti-IRF3 sc-33641, Santa Cruz, USA 1725
(Mouse Monoclonal)

Anti-IFN STJ93645, SYJOHN, USA 125
(Mouse Monoclonal)

5.8. IMMUNOFLORESAN GORUNTULERIN IMAGE J ANALIZi

Immunofloresan boyamalar1 yapilan oositlerin gruplar arasindaki yogunluk
farkinin kantitatif olarak &lgiilmesi i¢in Image J (1.501, National Institutes of Health,
USA) goriintii analiz yontemi kullanildi. Analiz i¢in her grupdan X20 biiyiikliikteki 10
embriyonun tiff formatindaki goriintiileri kullamildi. Géoriintiller Image J
programininda Type sekmesi i¢indeki Threshold kismi segildi. Threshold, her bir
embriyonun en iyi tanimlayan bir seviye i¢in manuel olarak ayarlandi. Oval veye

Freehand simgesi kullanarak taslak ¢izildi. Seviye belirlendikten sonra, siyah beyaz
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bir goriintii olusturmak i¢in Apply’a tiklandi ve bunu takiben Analyze sekmesi altinda
Measure (Cmd +M) kismina tiklanarak embriyolarin yogunluklar: 6l¢iildii.

Ol¢tim sonunda ¢ikan degerlerin Diizelmis Total Hiicre Floresan Degeri (CTCF)
degeri hesapland: (Rinaldi ve ark.2018; Potapova ve ark. 2011). Hesaplama igin;
‘Corrected Integrated Density (CTCF) = Integrated Density (Area of selected cell x
Mean fluorescence of background readings)’ formiilii kullanildi (Potapova ve ark.

2011).

47



6.BULGULAR

6.1. KONTROL GRUBU HISTOKIMYA BULGULARI

6.1.1.Vaginal Yayma Bulgular

Farelerden elde edilen vaginal yayma preparatlarinin hematoksilen ve eozin ile
boyanarak incelenmesi sonucunda keratinlesmenin olmadig1 intermedier hiicrelerin
predominant ve parabazal hiicrelerin nadir oldugu ve lokositlerin gozlenmedigi
ornekler Prodstrus grubu (Resim A), keratinlesme ile grup olusturan siiperfisyal
hiicrelerin hakim oldugu 6rnekler Ostrus grubu (Resim B), az sayida keratinlesmenin
oldugu stiperfisyal hiicreler ile 1okositin fazla oldugu 6rnekler Metdstrus grubu
(Resim C), az sayida parabazal ve intermediyer hiicreler ile ¢ok sayida lékositin

oldugu 6rnekler Digstrus grubu (Resim D) olarak tanimlandi (Resim 3).
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Resim 3. Prodstrus(A), Ostrus (B), Metostrus (C) ve Didstrus (D) evrelerine ait
vaginal yayma orneklerinin HE boyamalari, Koyu Mavi Ok: Intermediyer Hiicre,
Yesil Ok: Siiperfisyal hiicre, Siyah Ok: Siiperfisyal hiicre, Turuncu Ok: Parabazal
hiicre, Ac¢ik Mavi Ok: Lokosit, Sart Ok: Parabazal hiicre gostermektedir
(Olgek:20pum).

6.1.2.Kontrol Grubu He Bulgulan

6.1.2.1.Proostrus grubu ovaryum érneklerinin HE bulgular:

Bu gruba ait farelerden elde edilen ovaryum kesitlerinin, H&E ile boyanarak
degerlendirilmesinde, dista tek sirali kiibik germinal epitel, altinda siki bag dokusu
yapisinda tunika albuginea izlendi. Ovaryumun korteksinde primordiyal, primer,
sekonder, Graaf follikiilleri ve icte gevsek bag dokusu yapisinda medulla normal
histolojik yapida goézlendi. Oosit etrafinda zona pellusida, graniiloza hiicrelerinin
aralarinda antrumun gelismesi ile sekonder ve Graaf follikiillerinin olustugu,
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follikiillerin bag dokusuna komsu kisminda siki bag dokusu yapisinda teka eksterna

ve i¢ kisminda kan damarlarindan zengin teka interna yapisi gozlendi (Resim 4A).

6.1.2.2.0strus grubu ovaryum érneklerinin he bulgulari

Bu gruba ait farelerden elde edilen ovaryum kesitlerinin, H&E ile boyanarak
degerlendirilmesinde, prodstrus doneminde tanimlanan bulgulara ek olarak,
ovulasyonun gerceklesmesine baghi olarak Graaf follikiilleri ve korpus luteum
yapilarinda artis izlendi. Biiyiiyen oositin etrafinda zona pellusida yapisi, graniiloza
hiicrelerinin oositi ¢evrelemesiyle olusan korona radiyata hiicreleri, graniiloza
hiicreleri ile devam eden kumulus ooforus yapisi ve gelismekte olan biiyiik bir antrum
izlendi. Teka internanin genis kan damarlari igerdigi ve teka eksternanin siki, fibréz

bag dokusu yapisinda oldugu izlendi (Resim 4B).

6.1.2.3.Metostrus grubu ovaryum oérneklerinin he bulgular:

Bu gruba ait farelerden elde edilen ovaryum Kkesitlerinin, H&E ile boyanarak
degerlendirilmesinde, ovaryum 6rneklerinde korpus luteum yapilarinda belirgin artig
ile birlikte gelismekte olan primer ve sekonder follikiil yapilar1 ve az sayida Graaf

follikiilii izlendi (Resim 4C).

6.1.2.4. Diéstrus grubu ovaryum orneklerinin he bulgular1 /histokimyasal

degerlendirilmesi

Bu gruba ait farelerden elde edilen ovaryum kesitlerinin, H&E ile boyanarak
degerlendirilmesinde, ovaryum 6rneklerinde korpus luteumlarin geriledigi ve primer
ve sekonder follikiil yapilarinda artis izlendi. Gelismekte olan primer ve sekonder

follikiiller ve Graaf follikiilleri izlendi (Resim 4D).
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Resim 4. Prodstrus (A), Ostrus (B), Metostrus (C) ve Didstrus (D) evrelerine ait

ovaryum dokularmin HE boyamalar1 (Olgek:100pum).

6.1.2.5.Testis 6rneklerinin he bulgular:

Testis kesitlerinin HE boyamasi degerlendirildiginde dista siki bag dokusundan
olusmus tunika albuginea izlendi. Seminifer tiibiillerde sertoli hiicreleri,
spermatogonyumlar, primer spermatositler ve spermatidlerin bulundugu gozlendi.
Seminifer tiibiiller arasinda interstisyel bag dokuda Leydig hiicreleri, kan damarlar1 ve
gevsek bag dokusu saptandi (Resim 5A, 5B, C).
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Resim 5. Testis (A, B, C) Orneklerinin HE Boyamas1 (Olgek: A:100um, B:50 um,
C: 20 pm).

6.2. KONTROL GRUBU iIMMUNOHISTOKIMYA BULGULARI

6.2.1. Kontrol Grubu Ovaryum Dokularmin Cgas Immunoreaktivite

Bulgular:

cGAS immunoreaktivitesi prodstrus evresinde primordiyal, primer ve sekonder
folikiillerde bulunan oositlerde orta/siddetli (++/+++) olarak, graaf folikiiliinde ise
siddetli (+++) olarak gozlendi. Primer folikiilde granuloza hiicrelerinde zayif/orta
(+/++) iken sekonder ve graaf folikiillerinde ise siddetli (+++) cGAS
immunoreaktivitesi izlendi. Stromal hiicreler primordiyal folikiilde zayif (+) cGAS
immunoreaktivitesi gosterirken primer folikiilde zayif/orta (+/++), sekonder folikiilde
teka internada orta/siddetli (++/+++), teka eksternada zayifforta (+/++), graaf
folikiilinde teka internada orta (++), teka eksternada zayif/orta (+/++) cGAS
immunoreaktivitesi saptandi. Graaf folikiiliinde kumulus ooforus ve korona radiata
hiicrelerinde cGAS immunoreaktivitesi siddetli (+++) olarak izlendi (Resim 6A).
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Ostrus evresinde cGAS immunoreaktivitesi primordiyal folikiiliin oositinde orta
(++), primer, sekonder ve graaf folikiiliin oositinde siddetli (+++) pozitif oldugu
izlendi. Zona pellusida da cGAS immunoreaktivitesi primordiyal folikiilde zayif (+),
primer ve sekonder folikiilde siddetli (+++), graaf folikiiliinde ise orta (++) diizeyde
saptandi. Granuloza hiicrelerinin ¢cGAS immunoreaktivitesi primordiyal ve primer
folikiilde zayif/orta (+/++), sekonder ve graaf folikiinde ise orta (++) diizeyde
g6zlendi. Stromal hiicreler primordiyal ve primer folikiilde zayif (+), sekonder
folikiilde teka folikiili zayif/orta (+/++), graaf folikiiliinde ise orta (++) diizeyde
saptand1. Ostrus evresinde Graaf folikiilinde kumulus ooforus ve korona radiata
hiicrelerinde cGAS immunoreaktivitesi zayif/orta (+/++) olarak izlendi (Resim 6B).

Metostrus evresinde ¢cGAS immunoreaktivitesi primordiyal folikiiliin oositinde
siddetli (+++), primer, sekonder ve graaf folikiiliin oositinde zayif (+) pozitif oldugu
izlendi. Zona pellusida da ¢cGAS immunoreaktivitesi primordiyal ve primer folikiilde
orta (++), sekonder ve graaf folikiiliinde ise zayif (+) diizeyde saptandi. Granuloza
hiicrelerinin ¢GAS immunoreaktivitesi primordiyal, primer ve sekonder folikiilde
zayif (+) olarak izlenirken graaf folikiinde immunoreaktivite saptanmadi.

Stromal hiicreler primordiyal, primer ve sekonder folikiilde zayif (+) cGAS
immunoreaktivitesi gosterirken, graaf folikiiliinde ise immunoreaktivite saptanmadi.
Metostrus evresinde Graaf folikiilinde kumulus ooforus ve korona radiata
hiicrelerinde cGAS immunoreaktivitesi zayif (+) olarak izlendi (Resim 6C).

Didstrus evresinde ¢GAS immunoreaktivitesi primordiyal ve graaf folikiiliin
oositinde saptanmaz iken, primer ve sekonder folikiiliin oositinde zayif (+) pozitif
oldugu izlendi. Zona pellusida da cGAS immunoreaktivitesi primordiyal ve graaf
folikiilinde saptanmaz iken, primer ve sekonder folikiilde ise zayif (+) diizeyde
saptandi. Granuloza ve stromal hiicrelerde ¢cGAS immunoreaktivitesi saptanmadi.
Didstrus evresinde Graaf folikiiliinde kumulus ooforus ve korona radiata hiicrelerinde

c¢GAS immunoreaktivitesi saptanmadi (Resim 6D).

53



Resim 6. Proostrus (A), Ostrus (B), Metostrus (C) ve Divstrus (D) evrelerine ait
ovaryum doku érneklerinin cGAS immunohistokimyasal analiz gériintiileri (Olgek: A-
D: 20pm, kiigiik resimler: 100 pm).
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6.2.2.Kontrol Grubu Ovaryum Dokularmm STING Immunoreaktivite

Bulgular:

STING immunoreaktivitesi prodstrus evresinde primordiyal ve primer folikiilde
saptanmaz iken, sekonder ve graaf folikiillerinde bulunan oositlerde zayif (+) olarak
gozlendi. Zona pellusida da STING immunoreaktivitesi sekonder ve graaf folikiiliinde
zayif (+) diizeyde saptandi. Sekonder folikiilde granuloza hiicrelerinde STING
immunoreaktivitesi zayif (+) iken graaf folikiiliinde ise zayif/orta (+/++) diizeyinde
izlendi. Stromal hiicrelerin tiim folikiillerde STING immunoreaktiviteleri negatifdi.
Graaf folikiiliinde kumulus ooforus ve korona radiata hiicrelerinde STING
immunoreaktivitesi zayif (+) olarak izlendi (Resim 7A).

Ostrus evresinde STING immunoreaktivitesi primordiyal folikiilde saptanmaz
iken, primer folikiilde oositte zayif/orta (+/++), sekonder ve graaf folikiillerinde
bulunan oositlerde orta (++) diizeyde g6zlendi (Resim 7B).

Metdstrus evresinde STING immunoreaktivitesi, primordiyal folikiilde saptanmaz
iken, primer, sekonder ve graaf folikiiliinde oositte zayif (+) diizeyde izlendi. Zona
pellusida da STING immunoraktivitesi sadece primer folikiilde zayif (+) diizeyde
izlendi. Graaf folikiiliinde bulunan granuloza hiicrelerinde zayif (+) diizeyde STING
immunoreaktivitesi gézlendi. Graaf folikiiliinde kumulus ooforus ve korona radiata
hiicrelerinde STING immunoreaktivitesi zayif (+) olarak izlendi (Resim 7C).

Diostrus evresinde STING immunoreaktivitesi, primordiyal folikiilde saptanmaz
iken, primer ve graaf folikiiliinde oositte zayif (+), sekonder folikiilde oositde orta (++)
diizeyde izlendi. Zona pellusida da STING immunoraktivitesi sekonder folikiilde
siddetli (+++), graaf folikiiliinde zayif (+) diizeyde izlendi. Graaf folikiiliinde bulunan
granuloza hiicrelerinde, teka folikiili hiicrelerinde ve kumulus ooforus ile korona
radiata hiicrelerinde zayif (+) diizeyde STING immunoreaktivitesi gdzlendi (Resim

7D).
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Resim 7. Proostrus (A), Ostrus (B), Metostrus (C) ve Dibstrus (D) Evrelerine Ait
Ovaryum Doku Orneklerinin STING Immunohistokimyasal Analiz Gériintiileri
(Olgek: A-D: 20um, Kiigiik Resimler: 100 pm).
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6.2.3.Kontrol Grubu Ovaryum Dokularimin NLRP14 immunoreaktivite
Bulgular:

NLRP14 immunoreaktivitesi prodstrus evresinde primordiyal ve primer folikiilde
saptanmaz iken, sekonder folikiilde oositde negatif, zona pellusida ve granuloza
hiicrelerinde zayif (+) diizeyde izlendi. Graaf folikiilinde bulunan oosit, zona
pellusida, granuloza hiicrelerinde ve kumulus ooforus ile korona radiatada zayif (+)
diizeyde gozlendi (Resim 8A).

Ostrus evresinde NLRP14 immunoreaktivitesi primordiyal, primer ve graaf
folikiillerinde saptanmaz iken sekonder folikiilde oosit ve zona pellusidada zayif (+)
diizeyde izlendi (Resim 8B).

Metdstrus evresinde NLRP 14 immunoreaktivitesi primordiyal folikiilde izlenmez
iken, primer folikiilde sadece zona pellusidada zayif (+) diizeyde saptandi. Sekonder
folikiilde zona pellusidada siddetli (+++) ve granuloza hiicrelerinde orta (++) diizeyde
gozlendi. Graaf folikiiliinde oositte, teka hiicrelerinde ve kumulus ooforus ile korona
radiatada zay1f (+), zona pellusida ve granuloza hiicrelerinde orta (++) diizeyde izlendi
(Resim 8C).

NLRP14 immunoreaktivitesi didstrus evresinde primordiyal folikiilde
gozlenmez iken primer folikiilde zona pellusida da zayif/orta (+/++), granuloza
hiicrelerinde zayif (+) diizeyde saptandi. Sekonder folikiilde oositte ve granuloza
hiicrelerinde zayif (+), zona pellusida da orta (++) diizeyde izlendi. Graaf folikiiliinde
oositte saptanmaz iken zona pellusida, granuloza hiicrelerinde ve kumulus ooforus ile

korona radiatada NLRP14 immunoreaktivitesi zayif (+) diizeyde gozlendi (Resim 8D).
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Resim 8. Prodstrus (A), Ostrus (B), Metostrus (C) ve Didstrus (D) evrelerine ait
ovaryum doku Srneklerinin NLRP14 immunohistokimyasal analiz gériintiileri (Olgek:
A-D: 20um, kiigiik resimler: 100 pm).

60



19

BILIZ)SHD

- + 5 = = , = e BRI
LUBEM |

. + - = = & 2 . L3 BN N
Bepery

+ % - ap: BUOI0Y]
SNI0JOQO

4 + - + snpnumny

wnnu
++ ++ - - = + " k v

LRIONH
- + - - - o - - - - - - - - = [ewoay
LIRRIMH
+ ++ g + + ++ = + ¥ - - - - = s - BZOJpUEBLD)
EpIsn[pd
+ ++ = + ++ ++ i + +++ + = s s A A - EU0y

1180,
= + - + + = + - - - = m 5 o - = 100

SDIMSQIP  spImsoeIdW  SIUMSQ  spumsgold  SnIMSQIp  samsoeldw  spumse  spamsgoxd  spImsQIp  snamsowow snImse  snamsoord  SDIMSQIP  SIIMSQEIOW  SmISO  smmsoord

myIo ] yeedn 1[0 J9pU0YS [nyIjo g JouILig IjIjo [eAiprowig prdapN

ue[dnuog Zijeuy
[eseAwnjoisTiounuwy 1Y N UNULRPRUIQ) NO(] WNATEAQ) Y SULIS[AIAT ((]) shnsoi oA (D) snnsoel (g) snsQ (V) snnsoid :6 o[qel,



6.2.4.Kontrol Grubu Ovaryum Dokularinin IRF3 immunoreaktivite Bulgular:

IRF3 immunreaktivitesi prodstrus evresinde primordiyal ve primer folikiillerde
immunoreaktivite izlenmedi. Sekonder ve graaf folikiillerde bulunan oositlerde
immunoreaktivite gézlenmez iken zona pellusidada sekonder follikiilde zayif (+) ve
graaf follikiiliinde ise siddetli (+++) IRF3 immunoreaktivitesi saptandi. Graniiloza
hiicrelerinde sekonder ve graaf folikiillerinde zayif (+) diizeyde izlendi. Stromal
hiicreler sadece graaf folikilinde zayif (+) diizeyde IRF3 immunoreaktivitesi
gozlendi. Kumulus ooforus ve korona radiata, graaf folikiiliinde zayif (+) diizeyde
saptandi (Resim 9A).

IRF3 immunoreaktivitesi dstrus evresinde primordiyal, primer, sekonder ve graaf
folikiillerinde saptanmadi (Resim 9B).

Metostrus evresinde primordiyal folikiilde IRF3 immunoreaktivitesi gézlenmedi.
Oositlerde, primer ve sekonder follikiillerde IRF3 immunreaktivitesi izlenmez iken,
graaf folikiilinde ise orta (++) diizeyde immunoreaktivite izlenmistir. Zona
pellusidada primer, sekonder ve graaf folikiillerinde siddetli (+++) IRF3
immunoreaktivitesi gozlendi. Graniiloza hiicrelerinde primer folikiilde zayif (+),
sekonder ve graaf folikiillerinde ise orta (++) diizeyde immunoreaktivite saptandi.
Stromal hiicrelerde primer folikiillerde immunoreaktivite izlenmez iken, sekonder ve
graaf folikiillerinde zayif (+) diizeyde gézlendi. Korona radiata ve kumulus ooforusda
graaf folikiiliinde orta (++) diizeyde IRF3 immunoreaktivitesi saptandi (Resim 9C).

Didstrus evresinde IRF3 immunoreaktivitesi primordiyal folikiilde gézlenmedi.
Primer ve sekonder folikiillerde bulunan oositlerde zayif (+) diizeyde izlenir iken graaf
folikiiliinde immunoreaktivite saptanmadi. Zona pellusidada primer, sekonder ve graaf
folikiillerinde IRF3 immunoreaktivitesi orta (++) diizeyde gozlendi. Graniiloza
hiicrelerinde primer folikiilde immunoreaktivite goézlenmez iken, sekonder
folikiillerde zayif (+), graaf folikiiliinde ise orta (++) diizeyde izlendi. Stromal
hiicrelerde graaf folikiilinde zayif (+) diizeyde IRF3 immunoreaktivitesi saptandu.
Graaf folikiiliinde kumulus ooforus ve korona radiatada IRF3 immunoreaktivitesi

zayif (+) diizeyde izlendi (Resim 9D).
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Resim 9. Proostrus (A), Ostrus (B), Metostrus (C) ve Didstrus (D) evrelerine ait
ovaryum doku drneklerinin IRF3 immunohistokimyasal analiz goriintiileri (Olgek: A-
D: 20pum, kii¢lik resimler: 100 pm).
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6.2.5.Kontrol Grubu Ovaryum Dokularmm IFN Immunoreaktivite
Bulgulan
Prodstrus evresinde IFN immunoreaktivitesi primordiyal, primer ve sekonder
folikiillerde izlenmedi. Graaf folikiiliinde zona pellusidada, granuloza ve stromal
hiicrelerde, kumulus ooforus ve korona radiatada zayif (+) diizeyde IFN
immunoreaktivitesi gozlendi (Resim 10A).

Ostrus evresinde IFN immunoreaktivitesi primordiyal, primer ve sekonder
folikiillerde izlenmedi. Graaf folikiiliinde ise sadece oositde zayif (+) diizeyde IFN
immunoreaktivitesi gozlendi (Resim 10B).

Metdstrus evresinde IFN immunoreaktivitesi primordiyal folikiilde saptanmadi.
Primer, sekonder ve graaf folikiillerinde oositde zayif (+) diizeyde immunoreaktivite
gozlendi. Zona pellusidada primer folikiilde orta (++), sekonder ve graaf folikiiliinde
siddetli (+++) immunoreaktivite izlendi. Graniiloza hiicrelerinde primer folikiilde
zayif (+), sekonder ve graaf folikiillerinde orta (++) diizeyde immunoreaktivite
gdzlendi. Teka hiicrelerinde sekonder ve graaf folikiillerinde zayif (+) diizeyde IFN
immunoreaktivitesi saptandi. Kumulus ooforus ve korona radiata hiicrelerinde, graaf
folikiiliinde orta (++) diizeyde IFN immunoreaktivitesi izlendi (Resim 10C).

Diostrus evresinde IFN immunoreaktivitesi primordiyal folikiilde saptanmadi.
Primer, sekonder ve graaf folikiillerinde oositde IFN immunoreaktivitesi zayif (+)
diizeyde izlendi. Zona pellusidada, primer folikiilde orta (++), sekonder ve graaf
folikiillerinde siddetli (+++) immunoreaktivite gdzlendi. Graniiloza hiicrelerinde,
primer, sekonder ve graaf folikiillerinde zayif (+) diizeyde IFN immunoreaktivitesi
izlendi. Teka hiicrelerinde primer ve sekonder folikiillerinde zayif (+) diizeyde IFN
immunoreaktivitesi saptandi. Korona radiata ve kumulus ooforus hiicrelerinde, graaf

folikiillerinde zayif (+) diizeyde IFN immunoreaktivitesi gézlendi (Resim 10D).
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Resim 10. Proostrus (A), Ostrus (B), Metostrus (C) ve Didstrus (D) evrelerine ait
ovaryum doku 6rneklerinin IFN immunohistokimyasal analiz gériintiileri (Olgek: A-
D: 20pm, kiiciik resimler: 100 pm).
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6.2.6.Testis Orneklerinin immunoreaktivite Bulgular

c¢GAS immunoreaktivitesi spermatogonyum, primer spermatosit, spermatid ve
sertoli hiicrelerinde orta (++), leydig hiicrelerinde ise siddetli (+++) diizeyde izlendi
(Resim 11A) .

STING immunoreaktivitesi spermatogonyumda zayif (+), primer spermatosit,
spermatid ve sertoli hiicrelerinde zayif/orta (+/++), leydig hiicrelerinde ise siddetli
(+++) diizeyde izlendi (Resim 11B).

IRF3 immunoreaktivitesi spermatogonyumda, primer spermatosit, spermatid ve
sertoli hiicrelerinde izlenmez iken, leydig hiicrelerinde ise zayif/orta (+/++) diizeyde
izlendi (Resim 11C).

IFN immunoreaktivitesi spermatogonyumda, primer spermatosit, spermatid ve
sertoli hiicrelerinde izlenmez iken, leydig hiicrelerinde ise siddetli (+++) diizeyde
izlendi (Resim 11D).

NLRP14 immunoreaktivitesi spermatogonyumda, primer spermatosit, spermatid
ve sertoli hiicrelerinde izlenmez iken, leydig hiicrelerinde ise zayif/orta (+/++)
diizeyde izlendi (Resim 11E).

Primer antikor uygulanmayan negatif kontrolde immunreaktivite izlenmemistir

(Resim 11F).
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% .:T:i
Resim 11: Testis doku drneklerinin cGAS (A), Sting (B), IRF3 (C), IFN (D),

NLRP14 (E) ve Negatif Kontrol (F) grubunun immunohistokimyasal analiz
goriintiileri (Olgek: A-F: 20um, kiigiik resimler: 100 pm) (Tablo 12).
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Tablo 12. Testis doku o&rneklerinin ¢GAS, Sting, IRF3, IFN ve NLRP14

Immunohistokimya immunreaktivite sonuglar1.

TESTIS cGAS STING IRF3 IFN  NLRP14
Spermatogonyum ++ + = + 5
Primer

Spermatosit i +/++ = + .
Sertoli ++ +++ - + -
Spermatid ++ +++ > + =
Leyding o -+ +/++ +++ +/++

6.3.IMMUNFLORESAN BULGULARI

6.3.1. Bir Giinliik Embriyolarin Immunofloresan Bulgular

Fertilizasyon sonrasi birinci giinde elde edilen iki hiicreli embriyolarda ¢cGAS
immunofloresan yogunlugu siddetli (+++), STING, IRF3, IFN immunofloresan

yogunlugu orta (++) ve NLRP14’lin immunofloresan yogunlugu zayif (+) diizeyde
izlendi (Resim 12 ve 13) (Tablo 13).
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Resim 12. Bir giinliikk embriyolarin 1s1k mikroskobu (A, B, C, D, E, F), Faz Kontrast
(CGAS(A1), STING (B1), IRF3 (C1), IFN (D1) ve NLRP14 (E1)), DAPI (A2, B2,
C2, D2, E2 ve F1) ve merge (A3, B3, C3, D3, E3) goriintiilert. (Olgek: A-F1: 20um).
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Tablo 13: Bir giinlik embriyoda c¢GAS, STING, IRF3, IFN ve NLRPI4

immunohistokimya immunreaktivite sonuglari.

1 giinliik embriyo

cGAS +++
STING s
IRF3 +/++
IFN ++
NLRP14 +

1. Giin Embriyo

3500000
3000000

2500000

2000000
1500000
1000000
500000
0

cGAS STING IRF3 IFN NLRP14

W IntDen MmMCTCF

Grafik 1: Birinci giin embriyolara ait cGAS, STING, IRF3, IFN ve NLRP14

antikorlarmin immunflorasan yogunlugu.
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Tablo 14: 1. giin Embriyolarin Cgas, STING, IRF3, IFN ve NLRP14 Antikorlarmnn

CTCF ve Intden Degerleri.
IntDen CTCF
cGAS 3072022,7 3003230
STING 2118589,3 2046506
IRF3 1463630,3 1394110
IFN 2057920 1990144
NLRP14 1281172,3 1232985
Ortalama 1998667 1933395

6.4. 4,5 Giinliik Embriyolarin Histokimya Ve immunohistokimya Bulgular:
6.4.1. 4,5 Giinliik Embriyolarin Histokimyasal Degerlendirilmesi
Uterin liimende blastokist benzeri yapiya sahip hiicre toplulugu goézlendi.

Blastokist benzeri yapida i¢ hiicre kitlesi ve trofoektoderm ayirt edilmekteydi (Resim
13).

Resim 13. 4,5 giinliik embriyolarin HE boyamasi. Mavi Ok (l¢ hiicre kitlesi),
Siyah Ok (trofoektoderm) (Olgek: A:200um, B: 100pum).
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6.4.2. 4,5 giinliik embriyolarin immunohistokimyasal degerlendirilmesi

Uterin liimende goriilen blastokistte cGAS immunoreaktivitesi orta (++) diizeyde
izlendi. STING immunoreaktivitesi zayifforta (+/++) diizeyde saptandi. IRF3
immunoreaktivitesi zayif (+), IFN immunoreaktivitesi zayif (+) gozlendi. NLRP14
immunoreaktivite izlenmedi (Resim 14) (Tablo 14).

Resim 14. 4.5 giinliik embriyolarin cGAS(A), Sting (B), IRF3 (C), IFN (D),
NLRP14 (E) ve Kontrol (F) grubunun immunohistokimyasal analiz goruintiileri,
Siyah Ok (4.5 giin embriyo) (Olgek: A-F: 20um, kiigiik resimler: 100 pm).
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Tablo. 15. 4.5 Giinlik Embriyolarin Cgas, STING, IRF3, IFN ve NLRP14

Immunohistokimya Immunreaktivite Sonuclar.

4.5 giinliik embriyo
cGAS F
STING +++
IRF3 +
IFN +

NLRP14 -
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7. TARTISMA

Organizmalarin, insanlardan bakterilere kadar kendini kendinden olmayandan
ayrma ve yabanci ajanlara uygun tepkiler vermek igin gesitli yontemleri
bulunmaktadir. Neredeyse tiim ¢ok hiicreli organizmalarin (siingerlerden boceklere,
bitkilere ve omurgalilara kadar) sahip oldugu dogal bagisiklik sistemi sekerler, lipitler,
polimerler ve niikleik asitler gibi molekiiler paternleri tamima yetenegine sahip olan
reseptorler ile uygun cevaplar olustururlar (Kumar ve ark. 2011).

Dogal ve kazamlmig bagigiklik sisteminin patojenleri belirlemesinde en 6nemli
mekanizma mikrobiyal niikleik asitlerin taninmasidir (Wu ve Chen 2014) (Abe ve ark.
2013).

Son on yilda niikleik asitlerin taminmasinda rol oynayan Toll benzeri reseptér
yolagl, RIG-I benzeri reseptér yolagi ve STING sinyal yolagni igeren sorumlu
hiicresel reseptérler belirlenmistir (Barber 2017), (Kawai ve Akira 2011) (Gao ve ark.
2013). Sitozolik DNA’y1 taniyarak inflamatuar siiregleri aktive eden siklik GMP AMP
sentaz (¢cGAS)/ interferon genlerinin uyaricist (STING) yolagidir. Hiicrenin genel
olarak sitoplazmasinda DNA bulunmamaktadir. Sitoplazmada DNA’nin bulunmasi
hiicrenin DNA viriis veya bakteri tarafindan isgal edildigini ya da mitokondriden
DNA’nm sizdigim gostermektedir. Sitoplazmik DNA selliiler sentaz cGAS’e baglanir
ve c¢GAS ikinci reseptor olarak STING’e baglanan siklik diniikleotidlerin (siklik
GMP-AMP: cGAMP 2'3") sentezini katalize eder (Barber 2017).

Endoplazmik retikulumda bulunan STING aktive olduktan sonra, periniikleer
golgiye transloke olarak Tank baglama kinaz 1 (TBK1) tarafindan fosforile edilir ve
STING, Interferon diizenleyici faktor 3 (IRF-3) ile etkilesime girer (Liu ve ark.
2015).Yine TBK 1'in aracilik ettigi ve endolizozomal kompartmanda gerceklesen IRF-
3'iin fosforilasyonu, gen ekspresyonunu diizenlemek i¢in, STING’den IRF-3
ayrilmasi, kendi kendine dimerizasyonu ve gekirdege IRF-3 translokasyonu ile
sonuclanir. IRF-3'e ek olarak, Niikleer Faktor Kappa B (NF-xB) de STING sinyal
kaskadi icinde anahtar bir molekiildiir (Gulen ve ark. 2017).
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Bu transkripsiyon faktorleri daha sonra dogal immiin gen transkripsiyonunu
baglatmak igin ¢ekirdege translokasyon yapar (Barber 2017). Bu olaylar adaptif
immun cevaplann kolaylagtiracak olan sitokinlerin ve tip 1 interferonlarin
salgilanmasina yol acar. Bu sistem genel olarak infeksiy6z ajanlara kars1 korumayi
saglamakla birlikte kendi niikleik asitlerinin asir1 taninmasina bagh olarak gelisen
otoimmiin hastaliklarin olusumundan da sorumludur (Barber 2017).

Bununla birlikte, fertilizasyon sirasinda, oosit igine giren spermin DNA’s1 niikleik
asit algilayici bir tepkiye neden olarak cGAS/STING yolagim aktive edebilir.

Fertilizasyonda cGAS/STING yolagimin baskilanmasi beklenmektedir. Eger bu
yolak baskilanmazsa inflamatuar siiregler aktive olarak fertilizasyon basarisizligina
veya da erken embriyonik gelisimde bozukluga yol agabilir.

Bu calismada ¢cGAS/STING yolaginin embriyolojik gelisim siirecindeki yerinin
belirlenmesi, fertilizasyona ve embriyolojik gelisime etkisinin arastirilmasi
amaclanmistir.

Bu amag ile ilk 6nce cGAS/STING yolagina ait molekiillerin normal ovaryum ve
testis dokularindaki ekspresyonlar1 belirlendi. Disi Balb/C cinsi farelerde vaginal
yayma yapilarak Ostrus sikluslari saptandi. Evrelere gére ovaryum doku ornekleri
alind1 ve indirekt immunohistokimya yotemi ile ¢cGAS, STING, IRF3, IFN ve
NLRP14 primer antikorlarinin immunoreaktivite diizeyleri belirlendi.

Prodstrus ve Ostrus evrelerinde c¢GAS immunoreaktivitesi tiim folikiillerde
bulunan oositlerde orta/siddetli immunoreaktivite gosterirken, granuloza ve stromal
hiicrelerde prodstrus evresinde Ostrus evresine gore daha fazla olmakla beraber
ozellikle sekonder ve graaf folikiiliinde diger folikiillere gére artmis immunoreaktivite
gozlendi. Metdstrus ve didstrus evrelerinde tiim parametrelerde c¢GAS
immunoreaktivitesi ya negatif ya da zayif diizeyde izlendi.

STING immunoreaktivitesi Ostrus evresinde sekonder ve graaf folikiillerinde
diger folikiillere gore oosit ve zona pellusidada daha yiiksekti. Fakat immunoreaktivite
diizeyi cGAS’e gore daha diisiiktii.

Fertilizasyondan sonra embriyonik birinci giinde elde edilen embriyolarda cGAS
immunofloresan yogunlugu en fazla iken STING’in immunofloresan yogunlugu orta
diizeyde saptandi. Embriyonik 4.,5. giinde uterus liimeninde bulunan blastokistte cGAS
immunoreaktivitesi orta, STING immunoreaktvitesi zayif/orta diizeyde izlendi.

Bu bulgular ile cGAS ekspresyonunun esas olarak ovaryum dokusunda graaf

folikiiliinde 6strus evresinde artmis olmasi ovulasyonun etkisi ile ilgili oldugunu ve bu
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etkinin fertilizasyon ile sperm DNA’sinin oosit igine girerek embriyonik 1 ve 4.5.

giinlerde niikleik asit algilayici yolag: aktive ettigini diistindiirdii.

IRF3 immunoreaktivitesi graaf folikiiliinde prodstrus evresinde zona pellusidada
siddetli pozitif iken Ostrus evresinde tiim ovaryum dokusunda IRF3
immunoreaktivitesi negatifdi. Bununla beraber 6zellikle metdstrus evresinde graaf
folikiiliinde oosit, zona pellusida, granuloza ve kumulus ooforus hiicrelerinde
orta/siddetli immunoreaktivite izlendi. Bunu takip eden evre didstrusda metdstrusa
gore azalan IRF3 immunoreaktivitesi gézlendi.

IFN immunoreaktivitesi, graaf folikiiliinde prodstrus ve &strus evrelerinde zayif
fakat metdstrus ve didstrus evrelerinde primordiyal hari¢ tiim folikiillerde bulunan
oositde zayif, zona pellusidada ise siddetli diizeyde saptandi. Yine graaf folikiiliinde
granuloza ve kumulus ooforus hiicrelerinde orta diizeyde IFN immunoreaktivitesi
gozlendi. Metostrus evresinde IRF3 ve IFN immunoreaktivitelerinin yiiksek olmasi
fakat cGAS ve STING’in buna eslik etmemesi IRF3’ii etkileyerek aktiflestiren bir
baska molekiil olabilecegini diisiindiirdii. Bununla birlikte ovulasyonun kendisi
inflamatuar siireci igermektedir. Folikiiller yiiksek derecede vaskiilarize olur
(hiperemik), biiyiik miktarlarda prostaglandinler (PG'ler) (esas olarak PGE2) iiretir ve
doku inflamasyonu ve yara onarimi bélgelerinde olusturulana benzer bir hyaluronan
zengin matrisi sentezler. Bu olaylar folikiilde LH’ i indiikledigi epidermal biiyiime
faktorii benzeri genleri, matriks ile ilgili genleri, transkripsiyon genlerini ve proteaz
genlerinin ekspresyonunu saglar. Bununla birlikte, son ¢alismalar, ovulayonun
enflamatuar bir reaksiyon olarak goriilmesinin ¢ok kisitlayici oldugunu ve dogal
immiin bagigikhik yanit sistemini kapsayacak sekilde genisletilmesi gerektigini
gostermektedir (Richards ve ark. 2008), (Shimada ve ark. 2006) .

Ekstrselliiler matriks komponenti olan hyaluronik asitin etkisi ile TLR'lerin
(TLR2 ve TLR4) ekspresyonu ve indiiksiyonunun, iligkili adaptor faktérlerin ve sinyal
kaskadlarinin, ovulasyon ile iligkili enflamatuar ve immiin islemlere katkida bulunan
granuloza ve kumulus hiicrelerinde spesifik genlerin ekspresyonunu etkiledigi
saptanmigtir. TLR2 ve TLR4’iin ya direkt olarak ya da MYDS88 iizerinden IRF3’ii
aktive ettigi ve inflamasyon ve dogal immiin hiicreler ile ilgili genlerin ekspresyonunu

indiikledigi gosterilmistir (Richards ve ark. 2008),(Shimada ve ark. 2006) .
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Bu c¢alismada metdstrusda IRF3 ve IFN immunoreaktivitesinin yiiksekliginin
hyaluronik asitin aktive ettigi TLR2 veya 4’ilin ya direkt olarak ya da MYDS88
tizerinden oldugu distiniildi.

Abe ve arkadaslan yaptiklari ¢aligmada, fertilizasyondan sonra azalan germline
spesifik transkriptleri arastirmistir. Bunun i¢in aday olarak ILlbeta ve IL8
olusumundan sorumlu NOD benzeri reseptorleri iceren inflamazom ailesi iiyesi
NLRPI14’i tanimlamiglardir (Latz ve ark. 2013) (Abe ve Shapira 2019). 293T
hiicrelerinde NLRP14'lin asir1 ekspresyonunun, STING ve RIG-I sinyalini igeren
cesitli dogal immiin sinyal yollarini inhibe ettigini saptamislardir. Tersine, NLRP14
ekspresyonunun baskilanmasinin, ¢ift sarmalli (ds) DNA gibi agonistlere cevap olarak
niikleik asit algilama yollarin arttirdigini bulmuslardir (Abe ve ark. 2013).

NLRP14 muhtemelen transkripsiyon faktoérii IRF3 igin anahtar bir kinaz olan
TBK1 ile etkilesime girmektedir (Khan ve ark. 2018). Abe ve arkadaslar1 NLRP14'{iin
hem STING hem de MAVS ile iligkili oldugunu ve downstream sinyal iletimini
onledigini gostermiglerdir. Buna karsilik, bu adaptér molekiiller, uygun kosullar
altinda (6rnegin oositlerin fertilizasyonundan sonra) kalici immiinosiipresyonun
onlenmesinde ve dogustan gelen immiin yanitlarin uygun sekilde uyarilmasinin
onlenmesinde kritik olabilecek bir geri besleme déngiisii olan NLRP14'iin proteazomal
degradasyonunu indiikler.

Bu calismada, NLRP14 immunoreaktivitesi sekonder ve graaf folikiiliinde
prodstrus ve ostrus evrelerinde zayif diizeyde ozellikle metdstrus olmak iizere
diostrusda da diger evrelere gore artmis olarak saptandi. Fertilizasyondan sonra
embriyonik birinci giinde elde edilen embriyolarda IRF3’iin immunofloresan
yogunlugu zayif/orta ve IFN’un immunofloresan yogunlugu orta diizeyde NLRP14’iin
immunofloresan yogunlugu zayif olarak saptandi. Embriyonik 4,5. giinde blastokistte
IRF3 ve IFN immunoreaktivitesi zayif diizeyde iken NLRP14 immunoreaktivitesi
saptanmadi.

Yan ve arkadasglar1 preimplantasyon embriyolarda RNA sekansi yaptiklari
calismada NLRP14 mRNA’simn oositte eksprese oldugunu ancak fertilizasyondan
sonra bu ekspresyonun giderek azaldigim gostermislerdir (Yan ve ark. 2013).Bu
calismada da ovaryum dokusunda NLRP14 immunoreaktivitesi saptanir iken
fertilizasyondan sonra embriyonik 1. ve 4,5. giinde NLRP14 immunoreaktivite
yogunlugunun azalmis oldugu goézlendi. Bu bulgular literatiirle uyumlu olarak

fertilizasyon ile oosit sitoplazmasina giren sperm DNA’sinin niikleik asit algilayici
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sistem olan cGAS/STING yolaginin aktivasyonunu dolayisi ile interferon ve
sitokinlerin sentezi ile inflamatuar yamitin baglamamasi i¢in NLRP14%iin etkili
oldugunu ve fertilizasyondan sonra azaldigim gostermektedir. Ayrica IRF3 ve IFN
ekspresyonlarinin diismesi NLRP14’iin etkisine bagli oldugunu diisiindiirmiistiir.

Abe ve arkadaslar yine yaptiklar ¢calismada NLRP14’iin K108X alelinin ektopik
ckspresyonunun, TBK1 aracili sinyalin baskilanmasinin azalmasina neden oldugunu
bulmuglardir. Bu alel insan popiilasyonunda ortalama%1,7, Dogu Asya ve kiigiik
Amerikan popiilasyonlarinda kiiciik bir allel frekansina sahiptir (Consortium 2015),
bu genin 10.000 kisiden 3'linde gériilen homozigotlugu ile infertilitenin iliskili
olabilecegi diistiniilmiistiir. Kadin infertilitesine iliskin NLRP14 mutasyonlar
literatiirde bulunmamakta ve daha fazla aragtirma yapilmasi gerekmektedir.

Satie ve arkadaslar1 (Satie ve ark. 2011), fazla tip I IFN sinyalinin farelerde
seminifer tiibiilleri bozdugunu, germ hiicrelerinin kaybina ve infertiliteye yol agtigim
bildirmigtir (Satie ve ark. 2011). Ek olarak, intraperitoneal IFN-a enjeksiyonu,
kemirgenlerde spermatogenezde bozulmaya neden olmakta (Ulusoy ve ark. 2004) ve
infertil erkeklerde semende, yiiksek seviyelerde IFN-a, saptanmistir (Fujisawa ve ark.
1998).

Testis dokusunun immunohistokimyasal sonuglar1 kargilastirildiginda cGAS ve
STING immunoreaktivitelerinin germinal epitel ve leydig hiicrelerinde orta/siddetli
diizeyde oldugu IRF3 ve NLRP14 immunoreaktivitelerinin germinal epitelde
bulunmamasina ragmen leydig hiicrelerinde zayif/orta diizeyde oldugu saptandi. IFN
immunoreaktivitesi germinal epitelde zayif diizeyde leydig hiicrelerinde ise siddetli
diizeyde izlendi. Bu bulgular testisde niikleik asit algilama sensorii olan cGAS/STING
yolaginin aktif oldugunu NLRP14’tin varliginin da normal dokuda bu yolag:
baskilamak i¢in oldugunu diisiindiirdii.

Literatiir ile birlikte bu ¢alismadaki bulgular, bazi NLRP14 mutasyonlarimnin,
testiste uygun olmayan dogal immiin yanitlarla spermatogenez bozukluguna neden
olabilecegi fikrini desteklemektedir.

NLRP14'iin in vivo fonksiyonu arastirilmaya devam etsede, NLRP14'ii fare
oositlerine hedefleyen siRNA'nin mikroenjeksiyonu, basarisiz fertilizasyon ve erken
embriyo gelisimi ile sonuglandigini gosteren ¢alismalar bulunmaktadir (Hamatani ve
ark. 2004). Aynica, NLRP14 transkript seviyelerinin yagla birlikte azaldig1 ve
fertilitenin de diistiigti goriilmusttir (Hamatani ve ark. 2004). Bu bulgular yabanc1 ve

endojen ligandlara kargi dogal bagisiklik tepkilerini kontrol etmenin &nemini
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vurgulamakta ve bu iglemlerin siki bir sekilde diizenlenmesinin germline'de uygun
immiinolojik homeostaz siirdiirmek i¢in kritik 6neme sahip oldugunu gostermektedir.
NLRP14, niikleik asitlere uygun olmayan sitozolik tepkilere kars: koruma saglar ve

boyle bir fonksiyonun kazanilmasi, iiremenin 6n sart1 olabilir (Green ve ark. 2011).
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8. SONUC VE ONERILER

Infertilite giiniimiizde 6nemli bir toplumsal saglik sorununu olusturmaktadir.
Infertilite sebeplerine yonelik birgok ¢alisma yapilmakta, fakat hala agiklanamayan
infertilite olgulan ile karsilasilmaktadir. Fertilizasyon esnasinda oosit igine giren
spermin DNA’sinin yabanci olarak algilanip algilanmamas: fertilizasyonun bagarisini
belirlemektedir. Sitozolik DNA’y1 taniyarak inflamatuar siirecleri aktive eden siklik
GMP AMP sentaz (¢cGAS)/ interferon genlerinin uyaricisi (STING) yolagidir.

Bu ¢alismada, normal ovaryum ve testis dokularinda, embriyonik 1 ve 4.5.
giinlerdeki cGAS/STING yolagna ait molekiillerin ve bu yolagin negatif diizenleyicisi
olan NLRP14’{in immunoreaktivite diizeyleri saptanmuigtir.

Bu calismada 6zellikle NLRP14’iin fertilizasyon ve erken embriyo gelisiminde
niikleik asit algilayici yolagin suprese edilmesinde 6nemli oldugu ve agiklanamayan

infertilite olgularinda g6z oniine alinmas1 gerektigi 6ne ¢ikmaktadir.
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alimir.

2-Sayfa sayisi 400'den az olan tezler igin tez savunmasindan énce ve basaril olmasi durumunda diizeltmelerden sonra olmak iizere 2 kez
TCOR alinir.(400 sayfadan fazla olan tezler 400 ve katlan seklinde bdliinerek Turnitin veri tabanina yiklenmesi gerekmektedir, Bu gibi
durumlarda benzerlik oraninin hesaplanmasina iliskin detayli forma, kiitiiphane web sayfasinda bulunan Turnitin kullanim kilavuzlarinin
altindan erisilebilir.)

3-TCOR, tezin yalnizca Kapak Sayfasi, Giris, Ana Béliimler ve Sonug bélimlerinden olusan kisminin tek bir dosya olarak intihal tespit
programina yiklenmesi ile alinir.

Programa yiikleme yapilirken Dosya Basligi (document title) olarak tez bashgnin tamamy, Yazar Adi (author’s first name) olarak égrencinin
ady, Yazar Soyadi (author’s last name) olarak &grencinin soyad bilgisi yazilir.

4- TURNITIN Intihal tespit programina yiiklenen dosyanin siireglenmesinde, ilgili programdaki filtreleme secenekleri asagidaki sekilde
ayarlanir: - Kaynakga haric, - Alintilar harig, - 5 kelimeden daha az ortiisme iceren metin kisimlari haric (Limit match size to 5 words)
S-Istege badl ayarlar kismindan; “Odevleri suraya génder?” secenedi mutlaka DEPO YOK seklinde isaretlenmesi gerekmektedir; aksi
durumda ayni tezin ikinci kez yiiklenmesi durumunda benzerlik %100 gikacaktir ve depodan tezi silmek ¢ok uzun sirec gerektirecektir.

6- Raporlama islemi tamamlandiktan sonra, kaydedilmis olan ekranin gériintiisiinii sag ust kosesinde vyiizdelik sayi olarak belirtilen
“benzerlik oran.,” raporlamaya tabi tutulmus olan dosyanin “toplam sayfa sayisi” ve raporlama isleminin yapildigr “tarih” bilgisi, “Yiiksek
Lisans/Doktora Tez Calismasi Orjinallik Raporu” formuna islenir,

/- Benzerlik oraninda tiim sorumiuluk 6grenciye aittir,

8-Tez savunma sinawvi sonrasinda basanli bulunan Ggrenci, tez savunma sinawi tarihi sonrasinda tezde yapilmis muhtemel degisiklikleri
iceren dosya kullanilarak alinmis ikinci bir intihal raporundaki bilgiler kullanilarak hazirlanmis ve tez damismani tarafindan onaylanarak
imzalanmis ikinci bir “Yiiksek Lisans/Doktora Tez Calismasi Orjinallik Raporu’nu Enstitiiye teslim etmekle yiikimlidiir,

S-Turnitin Hakkinda Bilgiler: http://kutuphane.cbu.edu.tr/turnitin.9370.tr.htm!



11. OZGECMIS

Adi Soyadi : Giilsah ALBAYRAK

Dogum Yeri, Tarihi : Karsiyaka / [ZMIR, 08 / 02 / 1992

Yabane Dili : Ingilizce

Adres : Bahgelievler Mah. 1834 Sok. Kardelen Apt. No:34 daire: 3 Karsiyaka
AZMIR

Tel : 0090 507 748 90 54

E-posta : gulsahalbayrak@outlook.com

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)

Lisans : Pamukkale Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Ingilizce Biyoloji 2010-
2015

Yiiksek Lisans : Manisa Celal Bayar Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii
Histoloji ve Embriyoloji AD 2016-2019

Projeler

Malign Melanom Fare Modelinde Anti Pd-1 Monoklonal Antikoru ve C Novyi-
Nt Intramural Uygulamasinin Etkinliginin Degerlendirilmesi (2017,2019),
TUBITAK Bursiyer.

Siklik GMP AMP Sentaz -Interferon genlerinin uyaricisi yolagmin embriyolojik
gelisim siirecindeki yeri (2018, 2019), BAP.

Odiiller

25.Bilim ve Bahar Senligi “Saglik Bilimlerinde Proje ¢’ Yarismas1 (MCBU-2017
— Ikincilik Odiilii) Rubus caesius Kokiinin Meme Kanseri Hiicre Hatlarma
Etkisinin Arastirilmasi, Mayis 2017, Manisa, Tiirkiye

Uluslararasi Bilimsel Toplantilarda Sunulan Ve Bildiri Kitabinda Basilan
Bildiriler

II.Uluslararasi Lisansiistii Egitim Kongresi Talidomid’in 4T1 Meme Kanser
Hiicre Hattinda ~ VEGF, Fibronektin ve E-cadherin Dagilimi Uzerine Etkisi
(MCBU-2016, Sozlii Bildiri), Mayis 2017, Manisa, Tiirkiye

International Symposim on Medicinal, Aromatic And Diye Plant, The Effect of
Rubus Caesius As a Medicinal Plant on the Apoptotic Pathway of Breast Cancer
Cell Line, In6nii Universitesi-Sozlii Bildiri, Eyliil 2017, Malatya, Tiirkiye
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2nd International Conference on Natural Products For Cancer Prevention and
Therapy, Antiproliferative and Apoptotic Effect Of The Medicinal Plants on
Breast Cancer Cell Line (Erciyes Universitesi-2017, Poster), Kasim 2017,
Kayseri, Tiirkiye

2nd International Conference on Natural Products For Cancer Prevention and
Therapy, Anticancer Effects Of Oleocanthal and Pinus Pinaster on Breast Cancer
Cell Culture (Erciyes Universitesi-2017, Poster), Kasim 2017, Kayseri, Tiirkiye
24.Ulusal Biyoloji Kongresi (MCBU-2018, Sozli Bildiri) Melanin Pigmentli
Dokularda Demelanizasyon Yontemi, Eyliil 2018, Manisa, TURKIYE

2nd International Cell Death Research Congress, Cyclophosphamide inhibits
PI3K/Akt/mTOR signaling pathway in mice kidneys (HOAD-2018, Poster),
Kasim 2018, Izmir, Tiirkiye

91



	tez ilk sayfa
	img-821183054
	Boş Sayfa

