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ONSOz

infertilite glinimiizin en blylk saglik sorunlarindan bir tanesidir.
infertilite tanisinda pek ¢ok brans multidisipliner ¢alisarak tani ve tedavi
yontemleri kullanmaktadir. Ancak yine ginimuzun en buyuk problemlerinden
olan kanser ve otoimmun hastaliklar ile bunlarin tedavilerinde kullanilan
ilaclarin yan etkileri ne yazik ki tam olarak asilamamaktadir. Pek ¢ok tedavi
secenegi olsa da buyuk saglik problemleriyle savasan hastalar igin bir de
infertilite problemleri ve gelecek kaygisi eklenmesi oldukga dikkat ¢ceken bir
klinik tablodur.

Abaloparatid (ABL) parathormonun reseptor analogudur. Parathormon
gibi pek ¢ok metabolik olayda gorev yapar. Parathormon reseptoru Uzerinden
hicresel yolaklara etki eder. Bu da bize infertilite sebeplerinden biri olan
siklofosfamid (SF) kullaniminda abaloparatidin koruyucu roll olabilecegini
dusundurmustur. Parathormon ve turevlerinin infertilite ve hicresel sag kalim
etkileri bizi bu arayisa itmigtir.

Bu calismada siklofosfamid ile induklenmis erkek infertilitesi
hastaliginin hayvan modelinde abaloparatid uygulamasinin gesitli hicresel
yolaklar Uzerinden tedavi edici etkisinin incelenmesi amaglanmistir. Bu
amagla, hayvanlardan alinan testis dokularinda CREB, PCNA, HSPA4 ve
RECS8 gibi molleklllerin duzeyi tespit edimistir. Bu ¢alismada sonug olarak
abaloparatid isimli preperatin antineoplastik ila¢ uygulamalari iligkili erkek
infertilitesi hastaligi tedavisinde etkili olabilecegi gorulmustur. Beklentimiz yeni
calismalarla abaloparatidin bu patofizyolojik surecgte profilaktik kullanimi,
hastalik sonrasi kullanimi ve doz segimleri ile klinik pratikte ise yarayabilecek

verilerin elde edilmesidir.
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_ 1. GIRIS

Infertilite, bir ciftin 12 aylik korunmasiz cinsel iligkisinden sonra
hamileligin gergeklesmemesi olarak tanimlanmakta, erkege ve kadina bagli
nedenlere bagh olarak ortaya gikmaktadir (1). Dinya Saglik Orgiti Dinya
capinda ciftlerin %9’ unun dogurganlik sorunlariyla mucadele ettigini ve erkek
faktorinin bunun %50’ sine katkida bulundugunu tahmin etmektedir.
infertileye neden olan erkek faktériiniin pek gok nedeni bulunmaktadir (2).

Son 15-20 yilda ureme gagindaki erkeklerde bazi yaygin kanserlerin
tedavisindeki garpici basari, ileri donemlerde testisler gibi normal dokulara
verilen zarar nedeniyle endigenin artmasina yol acmistir. Kemoterapi ve
radyasyon tedavisi, tek baslarina veya kombinasyon halinde yaygin olarak
kullaniimasi, germ hlcresi tukenmesine ve sperm sayisinin azalmasina bagli
infertiliteye neden olmaktadir. Bu amag i¢in testis hasarinin patofizyolojisini ve
klinik ekspresyonunu anlamak énemlidir. ilag tiirii (6zellikle alkilleyici ajanlar),
tedavi suresi, tedavi yogunlugu ve ilag kombinasyonu testis hasarinin
kapsamini ve suresini belilemede 6nemli degiskenlerdir (3).

Siklofosfamid  yaygin  olarak  kullanilan  antineoplastik  ve
immunosupresif ilaglardan biridir. Siklofosfamid, diger antineoplastik ajanlarla
birlikte meme, lenfoid ve pediatrik maligniteler dahil olmak Uzere cesitli
kanserlerin tedavisinde kullaniimaktadir. Siklofosfamidin toksik etkileri
arasinda kemik iligi baskilanmasi, kardiyak toksisite, hemorajik sistit
gozlenmektedir (4). Siklofosfamid tedavisi uygulanan erkeklerde gozlenen
onemli bir yan etkilerden birisi spermatogonyal hucre harabiyetine bagh
infertilitenin ortaya gikmasidir (5).

Son yillarda yapilan galismalarda siklofosfamidin testis Uzerine toksik
etkileri incelenmis ve cesitli ilagc tedavileri ile gonadal toksitite dnlenmeye
cahisilmaktadir. PTH1R'nin, hem epididim ve hemde testiste eksprese edildigi
Kabakulak virusu veya Lipopolisakkarit kaynakli enflamatuar yanitlari
hafiflettigi ve hem fare modelinde hem de insan Orneklerinde sperm
fonksiyonlarini 6nemli dlgude iyilestirdigi ileri sirulmektedir (6-8).

Abaloparatid, osteoporoz tedavisi igin geligtirilen insan paratiroid
hormon-iligkili proteinin (PTHrP) (1-34) arastirma analogudur. Abaloparatidin
amino asit dizisi, ilk 20 amino asitteki PTHrP ile aynidir, kalan amino asitlerin

yarisindan fazlasi farkhdir. Hayvanlarda ve insanlarda yapilan bazi galismalar



abaloparatidin, teriparatide kiyasla kemik emilimi Uzerinde azaltilmis etkileri
olan guglu bir anabolik aktivite sundugunu bildirmistir (6-9).

Abaloparatidin proteinkinaz A ve cAMP response element-binding
protein (CREB) aktivitesine neden oldugu bildirilmis olmasina ragmen testis
uzerine etkileri tam olarak bilinmemektedir (10). Memelilerde spermin normal
uretimi icin FSH' nin Sertoli hucrelerine (SH) baglanmasi gerekir. cCAMP yanit
elementi baglayici protein yani CREB, FSH' nin gen ifadesinde neden oldugu
degisikliklerin baglica aracisidir (11). CREB’ in testis Uzerine etkileri tam olarak
bilinmemektedir. Glioma hucre proliferasyonda CREB’ in rol oynadigi ve
Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) Uzerinden etki yaptigi ileri
surtlmektedir (12).

PCNA nukleik asit metabolizmasinda onemli roller oynadigi, DNA
replikasyonu sagladigi ve DNA eksizyon onariminda yer aldigi bilinmektedir.
PCNA speromatogonyal kok hucreler igin bir proliferasyon markeri olarak
kabul edilmektedir. PCNA ekspresyonu, hucrede G1/S fazinda artmakta ve
G2/M fazinda azalmaktadir (13). Daha once yapilan ¢alismada siklofosfamid
uygulamasi sonrasinda PCNA ekspresyonun germ hucrelerinde azaldigi,
sinaptik asit uygulamasin ise PCNA ekspresyonun arttigi ve spermatogonyum
sayisinin normale yaklastigi gosterilmistir (14,15).

Mayoz bolinmenin spesifik markeri ve kromozomal adhesive protein
kompleksi olan REC8 mayoz homolog kromozomlarin eglesmesi ve
ayrilmasini saglamaktadir. REC8 mayoz bolunme sirasinda homolog
kromozomlarin eslestiriimesi ve rekombinasyonu sirasinda kromozomal
mimariyi module etmedeki iglevi agisindan analiz edilmistir (16). Bu calismada
RECS8 ekpresyonu, abaloparatidin spematogenezis Uzerine koruyucu etkisini
mayoz boluinme saghgi Uzerinden belirlemek amaciyla kullanilacaktir.

Isi soku proteinleri (HSP'ler) iceren kompleksler, yeni sentezlenmis
proteinlerin katlanmasini ve birlegtiriimesini ve sitozol, endoplazmik retikulum
ve mitokondri gibi farkli htcresel bdlmelerde saperonlarin ana bilesenlerini
temsil eder. Yetigkin farede HSPA4 mRNA ¢ogu dokuda saptanir ve en yuksek
ifade testis, yumurtallk ve dalakta bulunur. HSPA4 eksikliginde
spermatogenezde ve sperm motilitesininde bozulmaya neden oldugu,
spermatogenezi mayotik profaz asamasinda durdurudugu, testiste birgok

spermatosit pakiten asamasinda dejenere oldugu ve seminifer tubullerin



cogunda yuvarlak ve uzun spermatidler olmadigi bildirilmistir. HSPA4 sperm
kalitesi ile ilisikli protein olarak tanimlanmaktadir. Bu c¢alismada sperm
kalitesinin degerlendirilmesi i¢in kullaniimigtir (17,18).



2. GENEL BILGILER
2.1. Erkek Ureme Sistemi
Erkek Ureme sistemi testisler, bir kanal (duktal) sistemi ve cinsel

aksesuar organlardan olusur. Cinsiyet aksesuar organlari (6rnegin seminal
vezikuller, prostat ve bulbouretral bezler) tarafindan olusturulan sivilarla
birlikte testisler tarafindan sperm Uretimi, spermatozoalarin hayatta kalmasini
destekleyen ve canli spermin kadin ureme sistemine iletiimesi igin Ureme
kanallarindan (6rnegin epididim, vas deferens, ejakulasyon kanali ve Uretra)
hareket edebilecekleri bir ortam saglayan bir salgi Gretir (19).

Testisler hem endokrin hem de ekzokrin iglevi olan erkek cinsiyet
bezleridir. Testisler skrotumda bulunan ve skrotal septumla ayrilmis oval sekilli
ureme yapilandir. Testislerin sekli fasulye seklindedir ve 3 cm x 5 cm
uzunlugunda ve 2 cm ile 3 cm genigligindedir. Skrotumdan palpe edildiginde,
testisler purlizsuz ve yumusaktir. Spermatik kordon, testislerin Gst kismini
askiya alir. Alt ugta, testisler gubernakulumun bir pargasi olan skrotal ligament
ile skrotuma baglanir. Genellikle sol testis, sag testisten biraz daha asagida
yer alir.

Cift kath tunika vajinalis, epididim ve spermatik kordonun baglandigi
arka ve ust sinirlar harig testisleri sarar. Tunika vajinalisin i¢ veya viseral
tabakasi, epididim, testisler ve vas deferense yakindir. Testislerin arka lateral
yuzeyinde, testisler ile epididim govdesi arasinda epididim sinUsu olarak
bilinen kuguk bir bogluk bulunur. Tunika vajinalisin derinlerinde, testisleri
kaplayan dayaniklh bir lifli ortU olan tunika albuginea bulunur.

Epididim olduk¢a kivrimli ve sikica sikistiriimig, kiiguk, kavisli, uzun bir
yapidir. DUz bir ¢izgi halinde agildiginda, uzunlugunun yaklagik 6 metre oldugu
tahmin edilmektedir. Epididim, testisin arka sinirinda bulunur ve bas (kaput),
govde (korpora) ve kuyruk (kauda) olmak uzere uU¢ bolumden olusur.
Epididimin basi, testislerin Ust kutbunda yer alir ve testis kanallarindan gelen
seminal siviyi alir. Daha sonra spermin epididimin distal kismina gegmesine
izin verir. Uzunlugu nedeniyle, epididim kanallari spermin depolanmasi ve

olgunlagsmasi igin genis bir alana sahiptir (20).



2.1.1. Spermatogenez
Spermatogenez, ilkel germ hucrelerini dollenme yetenegdine sahip olgun

spermatozoaya donusturen karmasik ve titizlikle dizenlenmisg bir stregtir (21).
Siganlarda 2 adet testis kabaca 3 gramdir. Ve 45 gunden itibaren
yetigkinlik boyunca ortalama gunde 50-400 milyon sperm uretilebilir. Bu da

gOstermektedir ki spermatogenez oldukga karmasik ve verimli bir yolaktir (22).

2.2. infertilite
2.2.1. Tanim
infertilite, bir ciftin 12 aylik korunmasiz cinsel iliski denemelerinden

sonra hamile kalamamasidir. Erkek faktorlerinin infertilite vakalarinin %30-
50'sinde etkili oldugu tahmin edilmektedir. infertilite veya disiik dogurganlik,
digerlerinin yani sira testis fonksiyon bozuklugu, endokrinopatiler, yagsam tarzi
faktorleri (tutin ve obezite gibi), konjenital anatomik faktorler, gonadotoksik
maruziyetler ve yaslanmadan kaynaklanabilir (23).

Erkek infertilitesinin ¢cogu nedeni tedavi edilebilir ve birgok tedavinin
amaci dogal olarak gebe kalma yetenegini geri kazanmaktir. Spermatogenez
sureci insan Uremesi i¢in gereklidir (24).

2.2.2. insidans
infertilitenin diinya capinda 186 milyon insani etkiledigi tahmin

edilmektedir. Erkek infertilitesi, tum kiresel c¢ocuksuzluk vakalarinin
yarisindan fazlasina katkida bulunur (25).
Tum ciftlerin ise %15'ini etkiler (26).

2.2.3. Erkekte infertilite Patolojisi
infertilite nedenleri kadinlarda veya erkeklerde, hatta bazen her ikisinde

de bulunabilir. Kadin Greme fonksiyonu, Ureme organlarinin normal islevini
(genital etiyoloji), hastaliklari (ekstragenital etiyoloji) etkileyen dogustan gelen
veya edinilmig durumlar veya psikolojik faktorler nedeniyle bozulabilir. Erkek
infertilitesi igin Ug olasi neden kategorisi vardir, yani obstriktif olmayan etiyoloji
(sorunun sperm uretimi oldugu), obstruktif etiyoloji (sorunun spermin genital

sistemden tasinmasi oldugu), koital infertilite ise ereksiyonu ve bogalmayi



engelleyen bozukluklardan kaynaklanir. Vakalarin %10-15'inde infetilite
etiyolojisi idiyopatik olarak tepit edilmektedir (27).

Her iki cinsiyetin dogurganhgini etkileyen faktorler hipogonadotrofik
hipogonadizm, hiperprolaktinemi, siliyer fonksiyon bozukluklari, kistik fibroz,
enfeksiyonlar, sistemik hastaliklar ve yasam tarzi ile ilgili faktorler ve
hastaliklardir. Erken yumurtalik yetmezIligi, polikistik over sendromu,
endometriozis, rahim fibroidleri ve endometrial polipler kadin infertilitesinde rol
oynayabilir. Erkek infertilitesi testis ve testis sonrasi eksikliklerden
kaynaklanabilir. Yillar boyunca gozlenen sperm azalmasi, endokrin sistemi
bozucu kimyasallar ilgili olabilecek diger faktorlerdir.

-Testis eksikligi (Testicular deficiency)

Testis disfonksiyonu, bozulmus spermatogenezin en sik gorulen
nedenidir. Testis disfonksiyonu ayrica dogustan, edinsel veya idiyopatik testis
yetmezligi olarak alt bolumlere ayrilabilir.

Edinsel testis yetmezligi travma, testis torsiyonu, orsit, eksojen faktorler
(6rnegin ilaglar), endojen faktorler (6rnegdin, sistemik hastaliklar, varikosel)
veya testis vaskuler anatomisine zarar verebilecek ameliyattan
kaynaklanabilir.

-Testis sonrasi bozukluk

Testis sonrasi bozukluk, bosalma disfonksiyonu veya sperm iletiminin
tikanmasindan kaynaklanir. Obstriksiyon epididim, vas deferens veya

bulunabilir ve edinsel veya konjenital olabilir (28).

2.3. Siklofosfamid
Siklofosfamid, nitrojen mustard sinifina ait bir alkilleyici ajan olarak

siniflandinlir. Bu ilag dogrudan aktif formda olmayan bir 6n ilagtir ve terapotik
etkilerini gosterebilmesi icin metabolik aktivasyona ihtiya¢ duyar (29).

Bu aktivasyon sureci esas olarak karacigerde gercgeklesir ve sitokrom
P450 enzim sistemi, 6zellikle CYP2B6, bu donugumde anahtar rol oynar.

Metabolik aktivasyon sonucunda siklofosfamid, 4-hidroksisiklofosfamid
ve aldofosfamid gibi aktif metabolitlere donusur. Bu ara metabolitler daha
sonra, ilacin baslica sitotoksik ajani olan fosforamid hardalina ve toksik yan
etkilerinden, 6zellikle hemorajik sistitten buylk 6lgide sorumlu olan akroleine

ayrisir (30).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/testis-torsion
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/orchitis
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vascular-anatomy
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/epididymis

Siklofosfamidin aktif metaboliti olan fosforamid hardali, antineoplastik
etkisini DNA' yi1 alkilleme yoluyla gosterir. Bu sureg, DNA'daki guanin
bazlarinin N7 pozisyonuna alkil gruplarinin eklenmesini igerir, bu da DNA
sarmallari arasinda ¢apraz baglarin olusumuna yol agar (31). Bu DNA ¢apraz
baglari, DNA replikasyonu ve transkripsiyonu gibi hucresel suregleri kritik
sekilde bozar ve sonug¢ olarak hizla bodlinen hilcrelerde apoptozu
(programlanmis hucre 6lumu) tetikler (30).

Siklofosfamid, hicre dongusunun belirli bir fazina 6zgu degildir, yani
hdcrelerin bolinme dongusunun herhangi bir asamasinda etki edebilir.

Bu temel etki ~mekanizmasi, siklofosfamidin  kemik iligi
(miyelosupresyona yol acan), sa¢ folikulleri (alopesiye neden olan) ve
testislerdeki surekli bolinen germ hucreleri gibi diger hizla ¢cogalan normal
dokular Uzerindeki onemli toksisitesini agiklar. Hucre dongusu fazina 6zgu
olmamasi, spermatogenez gibi surekli hucre bolinmesi ve farklilagsmasi iceren
suregler Uzerindeki genis sitotoksik etkisini daha da artinr. Bu durum,
kemoterapinin dogasinda bulunan bir zorlugu ortaya koyar: segcici toksisiteyi
saglarken, saglikl, proliferatif dokulara verilen ikincil hasari en aza indirme
ihtiyact bulunmaktadir.

Siklofosfamid, onkolojide ¢esitli malign lenfomalarin  (Ann Arbor
evreleme sistemine gore evre lll ve IV Hodgkin, Non-Hodgkin, lenfositik, kiguk
lenfositik, Burkitt), multipl miyelom, meme kanseri, yaygin noéroblastomlar,
retinoblastoma, yumurtallk adenokarsinomlari ve mikozis fungoides
tedavisinde yaygin olarak kullanilir. (Tablo 1)

Antineoplastik uygulamalarinin yani sira, siklofosfamid, sistemik lupus
eritematozus (SLE), vaskulit, miyozit, sistemik skleroz, Sjogren sendromu ve
nadiren romatoid artrit gibi siddetli otoimmun hastaliklar (Tablo 1) igin kritik bir
immunosupresif ajandir. Ayrica, transplantasyon dncesinde transplant reddini
ve  graft-versus-host = komplikasyonlarini  6nlemek  amaciyla  bir
immunosupresan olarak da regete edilir (31).



Tablo 1: Siklofosfamidin Temel Ozellikleri

Ozellik/Kullanim Aciklama
Alani
Kimyasal Sinif Nitrojen Mustard Alkilleyici Ajan
Etki Mekanizmasi On ilag olarak karacigerde metabolik aktivasyon;

aktif metabolitler (fosforamid hardali) DNA'y1 capraz
baglar (guanin N7 pozisyonunda), replikasyon ve
transkripsiyonu inhibe eder, apoptozu indukler. Hucre
dongusu fazina 6zgu degildir.

Baslica Kanser Lenfomalar (Hodgkin, Non-Hodgkin), Multipl

Endikasyonlari Miyelom, Meme Kanseri, Yumurtalik Kanseri,

Noroblastomlar, Retinoblastoma, Mikozis Fungoides,
Ewing Sarkomu.

Otoimmun Hastalik Sistemik Lupus Eritematozus (SLE), Vaskdlit,
Endikasyonlari |Miyozit, Sistemik Skleroz, Sjogren Sendromu, (nadiren)
Romatoid Artrit, Nefrotik Sendrom (31)

2.3.1. Siklofosfamide Bagl Erkek infertilitesi
Siklofosfamidin erkek Ureme sistemi Uzerindeki toksik etkileri, karmasik

patofizyolojik mekanizmalar araciligiyla ortaya ¢ikar ve infertiliteye yol acan
cesitli klinik belirtilerle kendini gosterir.

2.3.1.1. Dogrudan Testis Toksisitesi
Siklofosfamid, erkek gonadal dokularinda germ hucrelerine dogrudan

hasar vererek sperm sayisinda onemli bir azalmaya neden olur. Sitotoksik
etkileri, germ hucrelerinin (spermatogonia ve spermatositler) proliferasyonunu
engellemeyi ve germ hucre apoptozunu belirgin sekilde artirmayi icerir. Bu
durum, PCNA ve PLZF ekspresyonunda azalma ile Bax ve TUNEL-pozitif
hicrelerde artisla kanitlanmistir (32). Diferansiye spermatogonia (A1-A4 ve B
spermatogonia) ve erken preleptoten hucreler, SF'ye kargi en hassas testis
hdcreleri olarak tanimlanmigtir (33). Yuksek kumulatif SF dozlar (orn. 10



g/m2'yi asan) spermatogenezin derinlemesine bozulmasina ve siddetli germ
hdcre kaybina (tablo 2) yol acgabilir (32).

Bu ilacin aktif olarak bolunen, diferansiye germ hucrelerine segici
toksisitesi, kok spermatogonya populasyonunun bir kismini korurken,
spermatogenik duraklamanin ve ardindan oligospermi veya azosperminin
karakteristik paternini agiklar. Bu hucrelerin surekli mitotik aktivitesi, onlari
hizla bolunen hicrelerde apoptozu indukleyen bir alkilleyici ajan igin baglica
hedefler haline getirir (30). Hucresel hassasiyetin bu nuansli anlayisgi,
infertilitenin siddetini ve potansiyel geri donugumlulagunu tahmin etmek igin
kritik oneme sahiptir.

Germ hdcrelerinin 6tesinde, SF testisteki somatik hucrelere, 6zellikle
Leydig hucrelerine ve Sertoli hicrelerine de zarar verir. Testosteron
uretiminden sorumlu olan Leydig hucrelerindeki hasar, dogrudan testosteron
seviyelerinin dugmesine katkida bulunur. SF ayrica, gelismekte olan germ
hacrelerini bagisiklik sisteminden koruyan kritik bir immunolojik bariyer olan
kan-testis bariyerinin batunlugini de bozabilir (32).

Somatik destek hucrelerine verilen hasar, baslangigtaki sitotoksik
hasardan germ hucreleri sag kalsa veya iyilesmeye baslasa bile, saglikli
spermatogenez igin gerekli olan temel mikrogevrenin ciddi sekilde bozuldugu
anlamina gelir. Kan-testis bariyerinin bozulmasi 6zellikle dnemlidir. Cunku
daha oOnce izole edilmig germ hucre antijenlerini bagisiklik sistemine maruz
birakarak sperme kargi otoimmun yanitlari baslatabilir veya siddetlendirebilir.
Bu durum, SF'nin etkisinin dogrudan germ hucre 6ldirmenin 6tesine gecgerek

tum testis ekosisteminin sistemik bir bozulmasina yol actigini gostermektedir.

2.3.1.2. Hormonal Aks Disregiilasyonu
SF, erkek gonadal fonksiyonlarini dizenleyen hipotalamik-hipofiz-

gonadal (HHG) aksinin hassas dengesini bozar. Bu bozulma, gonadotropin
salgilatici hormon (GnRH), folikul uyarici hormon (FSH) ve luteinize edici
hormon (LH) uretim ve salgilanmasinda degisiklikler olarak kendini gosterir ve
sonug olarak testosteron seviyelerinde azalmaya ve spermatogenezin
bozulmasina yol agar. SF ayrica, testosteron sentezinin azalmasina daha fazla
katkida bulunan 3-hidroksisteroid dehidrogenaz ve 17-hidroksisteroid

dehidrogenaz gibi testikuler steroidojenik enzimlerin aktivitesini de azaltir.



Bu hormonal dengesizlik sadece testis hasarinin bir belirtisi olmakla
kalmaz, ayni zamanda bozulmus spermatogenezi aktif olarak siddetlendirir ve
katkida bulunur (32). Ornegin, kadinlarda kemoterapiye bagh folikil
tukenmesi, FSH'de artisa yol acar, bu da daha fazla folikil yikimini
hizlandirabilir (34). Bu mekanizma yumurtalik fonksiyonu igin tanimlanmis olsa
da hormonal geri bildirimin hasari pekistirme prensibi benzerdir. Leydig
hdcrelerine dogrudan verilen hasar, germ hucre gelisimi i¢in kritik bir hormon
olan testosteronu azaltir. Bu durum, HHG aksinin daha genis c¢apli
bozulmasiyla birlestiginde, saglikli spermatogenez icin gerekli olan hassas
hormonal sinyalleri degistirir. Boylece, dogrudan hicresel hasar ve sistemik
hormonal disregulasyonun karsilikli olarak erkek fertilitesinin bozulmasini
pekistirdigi bir "kisir dongu" olusur ve bu da iyilesmeyi daha zorlu hale getirir.

Tablo 2: Siklofosfamid Testis Toksisitesi

Mekanizma Aciklama

Hedef Germ  Hucreleri  (spermatogonia, spermatositler,
Hiicreler/Yapilar |spermatitler), Sertoli Hucreleri, Leydig Hucreleri, Kan-Testis
Bariyeri, HPG Aksi (32)

Spermatogenez Germ hicre proliferasyonunun inhibisyonu, artmis germ
Uzerindeki Etki |hiicre apoptozu, olgunlagsma duraklamasi (6rn. pakiten
spermatositler), sperm sayisinda azalma
(oligospermi/azospermi), bozulmus sperm motilitesi/morfolojisi,
spermde DNA hasari (29)

Hormonal Etkiler Testosteron seviyelerinde azalma, LH/FSH
salgilanmasinda degisiklik, testikller steroidojenik enzim

aktivitesinde azalma (32)

Temel Molekiiler DNA alkilasyonu ve c¢apraz baglanmasi, apoptoz

Mekanizmalar |indiksiyonu, oksidatif stres, HPG aksinin bozulmasi (30)

Risk Faktorleri Kimdlatif doz (>10 g/m2), tedavi slresi (>90 gun), ileri

(Doz/Siire/Yas) |yas, pubertal sonrasi durum (29)

2.3.2. Siklofosfamid Tedavisi Alan Erkek Hastalar icin Fertilite
Koruma Stratejileri
Siklofosfamid tedavisi goren erkek hastalar icin fertilite koruma,

tedavinin potansiyel infertilite etkilerini azaltmak amaciyla kritik 5neme sahiptir.
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Bu baglamda, sperm kriyoprezervasyonu en yerlesik ve etkili yontem olarak

one gikarken, GnRH analoglari gibi yardimci stratejiler de arastiriimaktadir.

2.3.2.1. Sperm Kriyoprezervasyonu (Sperm Bankaciligi)
Sperm kriyoprezervasyonu, erkek hastalar i¢in kadinlara sunulan

segeneklere kiyasla en yerlesik, genellikle daha kolay ve daha uygun maliyetli
fertilite koruma yontemidir. Tedavinin DNA hasarina yol acgan etkilerini
onlemek amaciyla, herhangi bir kemoterapi veya pelvik radyoterapi
baslamadan once sperm bankaciliginin yapilmasi zorunludur. Kriyoprezerve
edilmig sperm daha sonra ¢oOzulerek intrauterin inseminasyon (IUl) veya in
vitro fertilizasyon (IVF) gibi yardimci treme teknolojilerinde kullanilabilir.

Kanser tanisi alan geng erkeklerde, hastalik, yakin zamanda uygulanan
anestezi veya stres nedeniyle sperm kalitesi (0rn. duguk sayi veya motilite)
duguk olsa bile, intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSl) ile IVF, az sayida
canli spermle bile yuksek gebelik sansi sunabilir (35). Siklofosfamid tedauvisi
sonrasli erkek sterilitesi riskinin yuksek ve siklikla tedaviden sonra yillarca
devam edebilmesi, proaktif sperm kriyoprezervasyonuna olan kritik ihtiyaci
guclendirmektedir (36).

Bu durum, erken ve proaktif muadahalenin ve kapsamli hasta
danigmanliginin kritik 6nemini vurgulamaktadir. "Tedavi 6ncesi" zamanlama
hayati 6neme sahiptir, bu da fertilite koruma tartismalarinin, tedavi
planlamasinin ayrilmaz bir pargasi olmasi gerektigini, sonradan akla gelen bir
dusunce olmamasi gerektigini gosterir. Dusuk kaliteli 6rneklerle bile yuksek
etkinlik, bu secenegin, baslangigtaki semen parametrelerinden bagimsiz
olarak, neredeyse tum uygun erkek hastalara sunulmasi igin guglu bir gerekge

saglar.

2.3.2.2. GnRH Analoglari
Gonadotropin salgilatici  hormon agonistleri (GnRHa), O6ncelikle

siklofosfamid tedavisi goren kadin hastalarda fertilite koruma igin yardimci bir
strateji olarak arastiriimistir. Kadinlardaki onerilen mekanizma, kemoterapi
sirasinda hizlanmis folikul tukenmesini Onleyebilecek FSH seviyelerini
azaltmayi ve ilaca maruziyeti sinirlamak igin yumurtalik kan akigini potansiyel

olarak azaltmay: igerir. Sistemik lupus eritematozus (SLE) hastasi kadinlarda
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SF alan bazi calismalar, es zamanli GnRHa'nin yumurtalik fonksiyonunu
koruma ve gebelik sansini artirma konusunda olumlu bir etki gosterdigini
belirtmigtir, ancak veriler sinirli ve geligkilidir. Erkek fare modellerinde,
agonistik bir GnRH analogunun siklofosfamid kaynakli gonadal hasara karsi
bir miktar koruma sagladigi gézlemlenmistir (34). Ancak, saglanan aragtirma
materyalleri, erkeklerde GnRH analoglarinin fertilite koruma etkinligine dair

kapsamli insan klinik verileri sunmamaktadir.

2.3.2.3. Hasta Danismanligi ve Multidisipliner Bakimin Onemi
Hekimlerin, siklofosfamidin fertilite Uzerindeki potansiyel olumsuz

etkilerini proaktif olarak tartismasi ve azaltmasi, 6nerilen doz limitlerine uymasi
ve mevcut fertilite koruma stratejilerini sunmasi kritik oneme sahiptir. Sperm
bankaciligi gibi etkili ydntemlerin mevcut olmasina ragmen, sperm bankalarina
ve fertilite uzmanlarina yonlendirme ve erisimde onemli engeller devam
etmektedir (37).

Fertilite korumasinin uygulanmasi, bilimsel mekanizmalar ve mevcut
tekniklerin o6tesinde onemli sistemik zorluklarla karsilagsmaktadir. Bu,
iyilestirilmis hasta danigmanhgi, fertilite uzmanlarina erken ve rutin
yonlendirme ve tum uygun erkek hastalarin bu kritik hizmetlere zamaninda ve
esit erisimini saglamak i¢in onkologlar/romatologlar ve ureme tibbi uzmanlari

arasinda multidisipliner ig birliginin artirilmasini gerektirir.

2.4. Abaloparatid

2.4.1. Abaloparatid'in Sentetik Bir PTHrP Analogu Olarak Genel
Bakisi

Abaloparatid, insan paratiroid hormonu ile iligkili proteinin (PTHrP) 34

amino asitlik sentetik bir peptit analogudur (PTHrP analogu). Abaloparatidin
kemik buyumesini ve kemik yogunlugunu korumasini tesvik ettigi bilinmektedir
(38).

Abaloparatidin dogrudan bir PTH analogu yerine bir PTHrP analogu
olarak tasarlanmasi, molekuler duzeyde 6nemli bir tercih yansitmaktadir. Bu
secim, ilacin anabolik etkilerini optimize ederken, surekli PTH reseptor
aktivasyonuyla iligkili olabilecek istenmeyen katabolik veya hiperkalsemik
etkileri en aza indirme potansiyeli tagimaktadir. Abaloparatid'in benzersiz
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reseptor baglanma profili, teriparatid gibi diger PTH analoglarina kiyasla,
PTH1 reseptorunin (PTH1R) dinlenme/G-protein kenetli konformasyonuna
daha yuUksek bir afinite gostermesiyle aciklanmaktadir (30).

Bu baglanma 06zelligi, kemik anabolizmasina yonelik daha rafine bir
yaklasimi isaret etmektedir, zira kemik olusum yollarini tercihli olarak aktive
ederken, diger PTH analoglarinda gorulen gegici hiperkalsemi ve artan kemik
rezorpsiyonunu hafifletme potansiyeli sunar (39).

2.4.2. Etki Mekanizmasi

2.4.2.1. PTH1R (G-protein Kenetli Reseptér) ile Detayli Etkilesim
Abaloparatid, deri alti enjeksiyon yoluyla uygulandiginda, osteoblastlar

ve kemik stromal hucrelerinde eksprese edilen paratiroid hormon 1 (PTH1)
reseptorini (PTH1R) hedefler, ona baglanir ve aktive eder.

PTH1R, G-protein kenetli bir reseptér (GPCR) olup, bu reseptorin
aktivasyonu hucre iginde bir dizi sinyal yolunu baslatir (38).

‘ell membrane
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B-arrestins

Gene transcription
Runy2, RANKL, SOST,
OPG, CREM, ATF-4

Sekil 1: PTH ile PKA ve CREB lliskisi (40)
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2.4.2.2. Hiicre igi Sinyal Yollari: cAMP ve PKA Aktivasyonu
Abaloparatid'in PTH1R'ye baglanmasi, hicre i¢i sinyal yollarinin bir

kaskadini baslatir (30).

Ozellikle, siklik AMP (cAMP) sinyal yolunu (Sekil 2) aktive eder, bu da
osteoblastlar icindeki cAMP seviyelerinde bir artiga yol acar (38).

Artan cAMP seviyeleri ise protein kinaz A'y1 (PKA) aktive eder. PKA'nin
aktivasyonu, osteoblast farklilagsmasi ve aktivitesi igin kritik olan cesitli

transkripsiyon faktorlerinin ve proteinlerin fosforilasyonuna neden olur (30).

Osteoblastdifferentiation and bone formation

'@ cAMP / O OEQQ

GeneTranscription

P YY Y

Osteoclastdifferentiation and bone resorption

Sekil 2: PTH1R ile Osteoklast ve Osteoblast (41)

Bu detayli yol (PTH1R>cAMP>PKA>transkripsiyon faktorlerinin
fosforilasyonu), abaloparatid'in anabolik etkisi i¢cin agik bir molekuler yol
haritasi sunar. Bu, bir GPCR sinyalizasyonunun temel bir prensibidir ve
buradaki uygulamasi, kemik olusumundaki asagi yonlu hiucresel degisiklikleri
aciklamaktadir. Sinyalizasyonun bu katmanli yapisi, reseptdorden gelen
sinyalin nasil yukseltildigini ve kemik olusumunu tegvik eden hlcresel yanitlara
nasil donusturulduguniu gostermektedir.

PTH1R, Gs proteini araciligiyla cAMP/PKA yolunu aktive ederek kemik
olusumunu tegvik eden osteoblastlarin sayisini ve aktivitesini artirir. Ancak,
ayni zamanda Gq proteinini aktive ederek hucre ici kalsiyum seviyelerini de
etkileyebilir. Bu makale, PTH1R'nin kemik hucreleri Gzerindeki yapici
(anabolik) veya yikici (katabolik) etkilerinin, aktive olan sinyal yollarinin
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dinamik dengesine bagh oldugunu ve bu durumun transkripsiyon faktorleri gibi

molekuler dizeydeki etkilesimlerle belirlendigini gostermektedir (41).

2.4.3. Terapotik Uygulamalar ve Klinik Etkinlik
Onayl Endikasyonlar:

-Postmenopozal Osteoporoz,

-Yuksek Kirik Riski Tagsiyan Erkek Osteoporozu

ABL, postmenopozal kadinlarda yuksek kirik riski tagiyan osteoporozun
(osteoporotik kirik oykusu veya coklu kirik risk faktorleri olan veya diger
mevcut osteoporoz tedavilerine yanit vermeyen/tolerans gostermeyen
hastalar olarak tanimlanir) tedavisi icin FDA onaylidir. Ayrica, yuksek kirik riski
tasiyan (osteoporotik kirik 6ykusu, ¢oklu risk faktorleri veya diger tedavilere
yanit vermeyen/tolerans gostermeyen hastalar) erkeklerde kemik
yogunlugunu artirmak igin de onaylanmisgtir (42).

2.4.4. Endikasyon Disi ve Gelismekte Olan Kullanimlarin Kesfi
Abaloparatid, metabolik sendromlu hastalarda semptomatik

psodoartroz igin endikasyon disi kullaniimaktadir. Ayrica, epididimit ve orsit
tedavisinde de kullanilabilir. Abaloparatid, ovariektomi, orsiektomi ve uzun
sureli glukokortikoid kullanimindan kaynaklanan kemik kaybini 6nlerken, kirik
iyilesmesine de yardimci olmaktadir. Glukokortikoid kaynakli osteoporoz igin,
Amerikan Romatoloji Koleji, ¢ok yuksek kirik riski tagiyan hastalarda
PTH/PTHrP analoglarini (abaloparatid gibi) anti-rezorptif ilaglara gore
onceliklendirmeyi kosullu olarak 6nermektedir. Endikasyon digi ve gelismekte
olan kullanimlarin ¢esitliligi, PTH1R agonizminin birincil osteoporozun
Otesindeki daha genis potansiyeline isaret etmektedir. Psddoartroz veya
glukokortikoid kaynakl kemik kaybi gibi durumlardaki uygulamasi, kemik
olusumunun tehlikeye girdigi ¢esitli klinik senaryolarda kemik anabolik ajani

olarak ¢ok yonlulugunu vurgulamaktadir (42).

2.4.5. Onerilen Dozaj ve Uygulama Yolu
Onerilen dozaj, glinde bir kez 80 mcg deri alti enjeksiyon seklinde

uygulanmasidir (43).
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Genellikle her gln ayni saatte uygulanmasi tavsiye edilir. Enjeksiyon,
gobek deligi cevresindeki 2 inglik alandan kaginilarak alt karin bolgesine
yapilmali ve enjeksiyon bolgeleri her gun degistirilmelidir (44).

Tedavinin  maksimum Onerilen suresi 24 aydir. Gunluk deri alti
uygulama ve sure sinirlamasi, Ozellikle hayvan calismalarinda belirlenen
osteosarkom riski g6z onune alindiginda, etkinligi optimize etmek ve guvenligi
yonetmek igin kritik 6neme sahiptir (45).

Bu durum, hasta uyumu ve dikkatli klinik denetimin 6nemini
vurgulamaktadir. Terapotik pencere, kesin dozaj ve sureye baghdir, bu da

dikkatli hasta egitimi ve uyumunu gerektirmektedir.

2.4.6. Yan Etkiler
Sik gorulen yan etkiler arasinda enjeksiyon bolgesi reaksiyonlari

(eritem, sislik, agri, morarma), bulanti, bag donmesi, bas agrisi, ¢arpinti,
ortostatik hipotansiyon, yorgunluk, Ust karin agrisi, ishal, karin giskinligi ve
kemik agrisi yer almaktadir (45).

Yan etkileri ortostatik hipotansiyon, hiperkalsemi, bulanti, kusma,
kabizlik, uyusukluk, kas gugsuzliugudur.

Ozellikle hiperkalemi ve dolayli etkileri kontrol edilmelidir (46).

2.4.7. Ciddi Uyarilar ve Kontrendikasyonlar

2.4.7.1. Osteosarkom Riski
Abaloparatid, erkek ve disi siganlarda insan maruziyetinin 4-28 kati

sistemik maruziyetlerde osteosarkom (malign kemik tumori) insidansinda
doza bagiml bir artisa neden olmustur (47). insanlarda bu riskin net bir kaniti
olmamasina ragmen, bu potansiyel dikkatli olmayi gerektirmekte ve tedavi
suresini 24 ay ile sinirlamaktadir (45).

Paget kemik hastaligi, aciklanamayan alkalen fosfataz yukselmeleri,
acik epifizler, kemik metastazlari veya iskelet maligniteleri, osteosarkoma
yatkinlik yaratan kalitsal bozukluklar veya daha once kemige dis i1sin veya
implant radyasyonu almig hastalarda kontrendikedir (43).

Hayvan verilerine dayansa da insanlarda net bir korelasyon
olmamasina ragmen osteosarkom klinik uygulamayi derinden etkilemekte ve

siki tedavi suresi sinirlamalar ile kontrendikasyonlari zorunlu kilmaktadir.
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Osteosarkomun ciddiyeti, insan riski teorik olsa bile, son derece korumaci bir

receteleme modelini zorunlu kilmaktadir.

2.4.7.2. Hiperkalsemi
Abaloparatid hiperkalsemiye (ylUksek kan kalsiyumu) neden olabilir.

Onceden var olan hiperkalsemi veya altta yatan hiperkalsemik bozukluklari
(6rn. primer hiperparatiroidizm) olan hastalarda, hiperkalsemiyi siddetlendirme
olasihgi nedeniyle onerilmemektedir. Kalsiyum seviyelerinin dizenli olarak
izlenmesi tavsiye edilir. Hiperkalsemi riski, ilacin PTH1R agonizmi ile dogrudan
baglantilidir. Onceden var olan hiperkalsemik durumlar igin dikkatli tarama gok
onemlidir, zira ilacin mekanizmasi bunlari siddetlendirebilir ve terapotik bir
etkiyi zararli bir etkiye donusturebilir. Bu, ilacin kalsiyum homeostazisi
uzerindeki etkisine bagl olarak ongorulebilir bir yan etkidir (45,46).

2.4.7.3. Hiperkalsiiiri ve Urolitiyazis
ilag hiperkalsilriye (yliksek idrar kalsiyumu) neden olabilir (47).

Aktif veya Urolitiyazis oykusu olan hastalarda urolitiyazisi siddetlendirip
siddetlendirmedigi bilinmemektedir; supheleniliyorsa idrar kalsiyum atiliminin
Olgulmesi dusunulmelidir. Kalsiyum metabolizmasindaki dedgisikliklerin bir
asagl yonlu etkisi olan hiperkalsiuri potansiyeli, bobrek tasi riski igin dikkatli
olmayi gerektirmektedir. Bu durum, guvenlik degerlendirmelerini kan
kimyasinin otesine, bobrek sagliginin kontrolinu de gerektirmektedir. Artan
kan kalsiyumu (hiperkalsemi), idrarda artan kalsiyum atilimina (hiperkalsiuri)
yol agabilir, bu da bobrek tagi olusumu (Urolitiyazis) riskini artirir. Bu, ilacin
kalsiyum iglenmesi Uzerindeki sistemik etkisini ve urolitiyazis ile dogrudan
nedensel baglanti tam olarak kurulmamis olsa bile, bobrek risk faktorlerinin
kapsamli bir sekilde degerlendirilmesi ihtiyacini vurgulamaktadir (46).

2.4.8. Ozel Popiilasyonlar ve Hususlar
Abaloparatid gebelik veya emzirme doneminde Oneriimemektedir.

Sadece menopozu gecmis ve hamile kalamayan veya emziremeyen kadinlar

tarafindan kullaniimahdir (44).
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2.4.9. Gelecek Yonelimler
Hayvan galigmalarinda osteosarkom riski gosterilmis olmasina ragmen,

insanlarda net bir kanit bulunmamasi, bu riskin gergek dunya kosullarinda
kesin olarak degerlendiriimesi i¢cin uzun vadeli takiplerin devam etmesini
gerektirmektedir (45).

Ayrica, epididimit ve orgit gibi endikasyon disi kullanimlarinin
arkasindaki kesin mekanizmalarin aydinlatiimasi, etkilerinin  kemik
anabolizmasinin Otesine gecip gecmedigini anlamak igin daha fazla
arastirmayi gerektirebilir (42).

2.5. CREB
2.5.1. CREB Yaygin Bir Transkripsiyon Faktorudiir
Yaygin olarak bulunan bir nukleer transkripsiyon faktori olan CREB

(cAMP responsive element-binding protein) karmasik ve ¢ok yonlu dizenlenir.
Hucresel yanitlarin dizenlenmesinde merkezi bir rolu bulunur. CREB, strese
neden olan faktorler, hormonlar, nérotransmiterler ve buyume faktorleri gibi
cesitli dig etkenlerle aktive olabilir veya bu etkenlerden bagimsiz olarak surekli
aktif kalabilir. CREB'in asagidaki gibi ¢esitli biyolojik sureglerdeki iglevlerde rol
oynar;

a. Hucre buyumesi, farklilagsmasi, ¢ogalmasi, sagkalimi ve apoptoz
(programlanmis hucre 6lumu)

b. Ogrenme, hafiza, stres tepkisi ve bagimlilik gibi nérolojik islevier

c. Bagisiklik duzenlemesi ve metabolik yollar (48)

CREB, en iyi anlasilan fosforilasyona bagl transkripsiyon faktorlerinden
biridir. cAMP bagimli protein kinaz A, protein kinaz C, hucre disgi ortamdan
veya hucre i¢i kalsiyum depolarindan kalsiyum akislarina yanit veren
kalmodulin kinazlar ve pp90 ribozomal S6 kinaz (pp90 RSK; RSK2 olarak da
bilinir) dahil olmak Uzere birkag farkh serin-treonin kinazin CREB'nin
transkripsiyon aktive etme bolgesinde, serin 133'te fosforilasyonunu
destekledigi gosterilmistir.

CREB'nin serin 133'U fosforile edildikten sonra, CREB, CREB'e duyarli
genlerin transkripsiyonunu baslatmak igin koaktivator proteini, CREB baglayici
protein (CBP) veya p300 ile etkilegsime girer. CBP, diger bircok transkripsiyon
faktord igin bir kofaktordlr ve kromatini histon asetilasyonu yoluyla module
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ederek ve RNA polimerizasyonu igin gerekli olan faktorleri ise alarak
transkripsiyonu uyarmaya yardimci olur.
CREB'nin hucre proliferasyonu, hayatta kalma, farklilagsma, adaptif

yanitlar, glikoz homeostazi, spermatogenez, sirkadiyen ritimler ve hafiza ile

iligkili sinaptik plastisite dahil olmak Uzere gesitli hucresel sureglerde rol

oynadigi gosterilmistir.
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Sekil 3: CREB ve Anti-inflamasyon (49)

Ayrica CREB IL-10 (izerinden antiinflamatuvar ézellik de gosterir. (Sekil
3) Bu da hayatta kalmayi arttiran fonksiyonlarindan biri olarak saptanmistir
(49).

2.5.2. Hucresel Yolaklara Etkisi
CREB, cAMP/PKA vyoluyla Ser133 Uzerinden fosforillenerek hedef

genlerin transkripsiyonunu baglatir (50)
CREB, PI3K/Akt yolaklari tzerinden Akt tarafindan fosforillenerek Bcl-2
gibi hucre yasamini destekleyen genlerin ekspresyonunu artirir (51).
Endoplazmik retikulum stresinde, CREB aktivitesi artar ve ATM, ATR,
RAD51 gibi DNA hasar yanit genlerinin ekspresyonunu duzenler (Bolland et
al., 2021).
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ERK ve p38 MAPK sinyal yollari CREB’i aktive ederek spermatogenez
sirasinda testis gelisimine katki saglar (53).

CREB, hucresel stres ve DNA hasari durumlarinda DNA hasar yanit
yollarini destekleyerek hucre proliferasyonu ve hayatta kalma suireclerinde
gorev alir (52).

2.5.3. Erkek Ureme Sistemi ile iligkisi

CREB ve CREM, FSH/LH hormonlarinin dalgalanmalari sirasinda
spermatogenez evrelerinde dinamik ekspresyon gosteren transkripsiyon
faktorleridir (54).

CREB, alternatif ekzon kullanimina bagli olarak gesitli izoformlar Uretir
ve bu izoformlar erken spermatogenezden post-meiotic olgun spermatidlere
kadar gen ekspresyonunu duzenler (50).

CFTR eksikligi olan farelerde testis agirligi ve sperm sayisi azalmistir;
bu durum CREB ekspresyonunun dugmesiyle iligkilidir (55).

Testislerdeki hormonal sinyalleri gen ifadesine donustiren ve
spermatogenezde kritik rol oynayan CREB ve CREM transkripsiyon
faktorlerinin oldukga 6nemli oldugu bilinmektedir.

Daha oOnceki calismalarda sperm sagligi icin gerekli selenyumun
eksikligi veya fazla olmasi durumunda CREB ve CREM'in mRNA ve protein
ekspresyonunda onemli bir azalma oldugunu gostermistir. Bu durum, serum
testosteron, LH ve FSH seviyelerindeki dususlerle ve testis dokusunda olusan
yapisal bozukluklarla iligkilendirilmigtir.

Spermatogenezin gelisimsel olarak duzenlenmis bir program oldugunu
ve bu surecin, hucre sagkalimi ile apoptozu kontrol eden ¢esitli sinyal yollarini
module eden karmasik bir hormonal devre tarafindan yonetildigini ortaya
koymaktadir. CREB ve CREM gibi 6nemli transkripsiyon faktorlerinin
fonksiyonunu bozulmasi durumunda ise spermatogenezi olumsuz etkiledigi
sonucuna variimistir (50).

Baska bir arastirma makalesi, Kistik Fibrozis Transmembran iletkenlik
Duzenleyicisi (CFTR) adh bir proteinin CREB aktivasyonunu nasil etkiledigini
ve bunun spermatogenez uzerindeki sonuglarini incelemigtir. CFTR
proteinindeki genetik mutasyonlar, kistik fibrozis hastaligina yol agar ve bu
hastalarin buylk gogunlugunda infertilite goralur.
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CFTR'deki bir kusurun, testislerdeki destekleyici hucreler olan Sertoli
hicrelerinde cAMP-CREB sinyal yolunu bozdugunu gostermektedir. Bu
bozulma, folikul uyarici hormon (FSH) gibi hormonal sinyallerin CREB'i aktive
etmesini engeller. Sonug¢ olarak, CREB aktivasyonunun azalmasi, germ
hdcrelerinin geligimini olumsuz etkiler.

Fareler Uzerinde yapilan deneylerde, CREB ekspresyonu azaldiginda
testis agirhgnin ve sperm sayisinin 6nemli Olgide dustugu, bunun da
azospermi ile sonuglandigi gozlemlenmistir. Bu bulgular, CFTR'ye bagh CREB
aktivasyonunun spermatogenez ic¢in hayati onem tasidigini ve bu sinyal
yolundaki aksakliklarin erkek infertiliteye yol acan temel nedenlerden biri
olabilecegini ortaya koymaktadir (55).

cAMP sinyal yolunun sperm hareketliligi icin vazgecilmez oldugunu
belirtmektedir. cAMP 'nin aktivasyonu, Protein Kinaz A (PKA) adi verilen bir
enzimi harekete gegirir. (Sekil 4) PKA ise, daha sonra CREB dahil olmak Uzere
birgcok hedef proteini fosforile ederek aktive eder. Spermde bu sinyal yolunun
temel bilesenlerinin (adenilil siklaz veya PKA gibi) ortadan kaldiriimasinin,
sperm hareketliliginde bozulmaya ve dolayisiyla infertiliteye yol actigini
gostermektedir. Bu, CREB'in yer aldigi cAMP sinyal yolunun, sperm
hareketliligini duUzenleyen ana mekanizmalardan biri oldugunu guglu bir sekilde
desteklemektedir (56).
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Sekil 4: PTH ve CREB ile Antiapoptoz Etki (57)
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2.6. PCNA
2.6.1. Molekiiler Yapi ve islevi
Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), okaryotik hicrelerde DNA

replikasyonu ve onariminda kritik bir rol oynayan temel bir proteindir. Yapisal
olarak PCNA cift sarmalli DNA'yl saran halka seklinde bir homotrimer
olusturur. Bu benzersiz halka yapisi, PCNA'nin DNA molekuld boyunca
serbestce kaymasini saglar. Bu kayma yetenegi, DNA polimerazlarina yuksek
prosesivite kazandirmasinin mekanik temelini olusturur; yani, polimerazlarin
DNA kalibindan ayrilmadan binlerce nukleotidi sentezlemesine olanak tanir.
Bu iglev, genomun verimli ve dogru bir sekilde kopyalanmasi igin hayati Gneme
sahiptir.

PCNA halkas! yaklasik 30 A genisligindedir ve hem 6n hem de arka
yuzlere sahiptir. Ayrica, farkh protein ortaklarini ayni anda baglamak igin kritik

olan Ug 6zdes hidrofobik cebe sahiptir (58).

2.6.2. DNA Replikasyonu, Onarimi, Rekombinasyonundaki Rolu
PCNA 'nin S-fazinda DNA replikasyonundaki iyi bilinen rolinun

otesinde, DNA metabolizmasinda "kuresel bir merkez" olarak iglev gorur.
(Sekil 5) Bu, DNA ile iligkili cesitli sureclerde yer alan genis bir protein agiyla
etkilesim kurdugu anlamina gelir. PCNA, DNA onarimi ve rekombinasyonu igin
cok sayida enzimi toplayan mobil bir platform gorevi gorur (58,59).

UV isinlarinin neden oldugu DNA hasarindan sonra PCNA 'nin hasarli
bdlgelerde daha uzun sure kaldigini ve bu durumun, onarimin gerceklesmesi
igin gerekli oldugunu gostermektedir. PCNA'nin hasarli bolgelere ilk aliminin,
nukleotit kesip gikarma onarimi (NER) yoluna baglh oldugu belirtiimektedir. Bu,
PCNA 'nin DNA hasarini tespit etme ve ilgili onarim mekanizmalarini gagirma
sureclerinde 6nemli bir rol oynadigini gostermektedir (60).

2.6.3. PCNA'nin Erkek Ureme Sistemindeki ve
Spermatogenezdeki Rolii

2.6.3.1. Geligsim Sirasinda Spermatogonia ve Sertoli Hiicrelerinde
PCNA Ekspresyon Kaliplari
Spermatogenez, progenitor erkek germ hucrelerinin  haploid

spermatozoaya farklilastigi son derece karmasik ve siki bir sekilde
duzenlenen bir geligsim programidir (61).
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PCNA, testikuler gelisim boyunca dinamik ekspresyon kaliplari sergiler.
Pre-pubertal donemde (6rnegin siganlarda dogum sonrasi 9. gunde) mitotik
olarak ¢ogalan spermatogonia (Spga) ve Sertoli hicrelerinde yuksek duzeyde
eksprese edilir. Bu durum, germ hucre populasyonunun olugsumu igin gerekli
olan énemli hicresel proliferasyona isaret etmektedir.

Germ hucre populasyonu farkhlasmis spermatositlere dogru kaydikca
ve Sertoli hucreleri olgunlastikca, PCNA boyanmasi daha sonraki gelisim
evrelerinde (0rnegin 22. gunde) azalir. Bu durum, mitoz sikliginin dismesiyle
tutarhdir (62).

PCNA ekspresyonunun hassas zamansal duzenlemesi, germ hucre
gelisimindeki temel, asamaya 0zgu rolunt vurgular. Erken proliferasyon
sirasinda yuksek seviyeler ve farklilasma ilerledikge azalma, PCNA'nin
spermatogenezdeki ¢gok yonli 6nemini daha da vurgular.

Bu, PCNA'nin iglevindeki herhangi bir bozulmanin ister dogrudan
inhibisyon ister otoimmun saldiri yoluyla olsun, spermatogenezi birden fazla
kritik noktada bozabilecegi ve erkek infertilitesine yol agabilecegi anlamina
gelir. Bu dinamik ekspresyon kalibi, PCNA'nin sadece genel bir hucre
bolinmesi belirteci olmadigini, ayni zamanda spermatogenez boyunca

hassas bir sekilde duzenlenmis bir rol oynadigini ortaya koymaktadir.

2.6.3.2. Germ Hiicresi Proliferasyonu, Farklilasmasi ve Mayoz
Rekombinasyonundaki Katilimi
PCNA, mitotik olarak ¢ogalan spermatogoniada tespit edilir ve bu

hdcrelerin gogalmasindaki rolunu yansitir. Mitozun otesinde, PCNA ayni
zamanda mayoz profazinin sonraki asamalarinda, 6zellikle zigoten ve pakiten
spermatositlerde de gobzlenir. Bu asamalarda, hucreler mayoz
rekombinasyonuna ugrar ve PCNA'nin varligi, bu karmagik sure¢ sirasinda
DNA eksizyon onariminda kritik bir islevi oldugunu disundurmektedir, bu da
genetik dogrulugu saglar (63).

PCNA'nin merkezi oldugu DNA onarim mekanizmalarindaki kusurlarin,
spermatogenez durmasina ve anormal rekombinasyona

neden oldugu, nihayetinde erkek infertilitesine yol actigi bilinmektedir (64).
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PCNA'nin mayoz profazi sirasinda "DNA eksizyon onarimindaki"
rolunun agikca belirtiimesi, germ hatti hucrelerinde genetik butunluge katkisini
vurgular (63).

Onarim mekanizmalarindaki kusurlarin spermatogenez durmasina ve
anormal rekombinasyona yol agarak nihayetinde erkek infertilitesine neden
oldugu" g6z 6nune alindiginda, PCNA 'nin dogru islevi, saglkli, genetik olarak
saglam sperm uretimiyle dogrudan baglantilidir. Bu, PCNA 'nin molekuler roli
ile erkek fertilite sonuglar arasinda guglu bir mekanik baglanti kurar. Bu kanit
zinciri, PCNA 'nin spermatogenezin hem niceliksel (proliferasyon) hem de
niteliksel (mayoz sirasinda genetik butunluk) yonleri igin vazgegilmez
oldugunu ortaya koymaktadir (64).

2.6.3.4. Testikiiler Hiicrelerde DNA Biitiinliigii ve Apoptoza Katkisi
Spermin genomik batunlugu ve stabilitesi, basarih Greme igin hayati

oneme sahiptir ve PCNA'nin merkezi bir rol oynadigi saglam DNA onarim
mekanizmalariyla korunur (64). Erkek infertilitesine katkida bulunan iyi bilinen
bir faktor olan oksidatif stres, erkek germ hattindaki epigenetik
modifikasyonlari énemli dl¢gude bozabilir ve genomik butunlugu tehlikeye
atabilir (65). Ozellikle, PCNA'nin kendisi oksidatif strese yanit olarak ADP-
ribozilasyona ugrar, bu da bu zararli yolla dogrudan bir molekuler etkilegimi
gOsterir (58).

Apoptoz veya programlanmig hdcre oluma, testis iginde kritik bir
fizyolojik suregtir. Kusurlu sperm hucrelerini uzaklagtirmaya ve sperm
populasyonunun genel kalitesini korumaya hizmet ederek bir kalite kontrol
mekanizmasi gorevi gorur (66). Calismalar, azalmis PCNA seviyelerinin,
azalmig hucre proliferasyonu ve dolayisiyla spermatogenik hicrelerde artan
apoptoz ile iligkili oldugunu gostermigtir. Bu durum, PCNA'nin germ hucre
sagkalimini tesvik etmedeki ve spermatogenik verimliligi surdirmedeki
onemini vurgulamaktadir (67).

Bu bozulma, DNA butanlugunun tehlikeye girmesine ve germ hucre
apoptozunun artmasina yol acgar; her ikisi de erkek infertilitesinin dogrudan
nedenleridir. Bu durum, dig faktorlerin PCNA ile ilgili sorunlari nasil
siddetlendirebilecegini ve potansiyel olarak PCNA'yi erkek infertilitesi
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baglaminda otoimmdun yanitlar igin bir hedef haline getirebilecegini gosteren

bir yolu ima eder.

2.6.3.5. Anti-PCNA Erkek infertilitesi iliskisi
Erkek infertilitesi ile otoantikorlar arasindaki genel baglanti, ozellikle

antisperm antikorlari (ASA'lar) baglaminda iyi belgelenmistir (68). ASA'lar,
sperm antijenlerine kargi olusan ve sperm hareketliligini, aglutinasyonunu ve
yumurta ile etkilesimini bozarak infertiliteye yol agabilen antikorlardir (69).

Bununla birlikte, PCNA'nin spermatogenezdeki kritik roli géz onune
alindiginda, anti-PCNA antikorlarinin varligi potansiyel dolayli mekanizmalar
araciligiyla erkek fertilitesini etkileyebilir. PCNA, germ hucre proliferasyonu,
mayoz rekombinasyonu sirasinda DNA onarimi ve apoptoz kontrollu gibi
sureclerde temel bir rol oynar (64).

Bu nedenle, anti-PCNA antikorlarinin PCNA islevini bozmasi teorik
olarak spermatogenezi olumsuz etkileyebilir. Ornegin, antikorlarin PCNA'nIn
DNA'ya baglanmasini veya diger proteinlerle etkilesimlerini engellemesi, DNA
hasarina, anormal hicre dongusu ilerlemesine veya spermatogenik
hlcrelerde artan apoptoza yol agabilir. Bu tir hucresel bozukluklar, sperm
uretiminin kalitesini ve miktarini dogrudan etkileyerek infertiliteye katkida
bulunabilir.

Otoimmunite ve erkek infertilitesi arasindaki genel baglanti, antisperm
antikorlarinin yani sira, testikiler dokuya karsi immun yanitlarin da rol
oynayabileceg@ini dustindurmektedir (68). SARS-CoV-2 enfeksiyonu sonrasi
otoimmun yanitlarin spermatogenez ile ilgili antijenlere karsi gapraz reaktivite
potansiyeli, otoimmunitenin erkek fertilitesi Uzerindeki etkileri i¢cin bir model
sunmaktadir. Bu, immun sistemin dreme sisteminin kendi bilesenlerine karsi
yanit verebilecegi ve bunun fertilite sonuglarini etkileyebilecegi bir
mekanizmanin varligini destekler (70).

Anti-PCNA otoantikorlari ile erkek infertilitesi arasinda dogrudan bir
baglanti olmamasina ragmen, PCNA'nin spermatogenezdeki temel rolu g6z
onune alindiginda, bu antikorlarin varligi potansiyel bir patojenik mekanizma

sunar.
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Sekil 5: PCNA ve Hucre Siklusu (71)

2.7. HSPA4
2.7.1. HSPA4 Cok Fonksiyonlu Bir Saperon
Hucresel protein katlanmasi ve kalitesi, yasamin temel suregleri icin

hayati 6Gneme sahiptir. Bu sureglerde gorev alan proteinler arasinda, i1s1 soku
proteinleri (HSP'ler) olarak bilinen molekiler saperonlar kritik bir rol oynar.
HSPA4, baslangigta Hsp70 ailesinin bir Gyesi olarak dusunulse de fare Apg-2
proteinine esdeger ve Hsp110 ailesinin bir Gyesi oldugu artik bilinmektedir.
HSPAA4'Un diger bilinen adlar arasinda Apg-2, HEL-S-5a, HS24/P52, HSPH2
ve hsp70RY bulunmaktadir. HSPA4L ise HSPA4'Un bir paralogu olup, ayni
zamanda Hsp110 ailesine aittir (72).

Hsp110 ailesinin Uyeleri, HSPA4 ve HSPA4L dahil olmak Uzere, ATP
hidroliz dongusu sirasinda Hsp70 saperonlari igin nukleotit degisim faktorleri
olarak iglev gorurler (18).

Bu, HSPA4'Un protein kalitesi kontrolune basit bir saperon olmaktan
ote, Hsp70'lerin aktivitesini duzenleyerek daha derin bir mekanik duzeyde
katkida bulundugunu gostermektedir. Bu 06zel rol, HSPA4'Un protein
katlanmasi ve stres yanitindaki islevini daha spesifik bir sekilde

tanimlamaktadir.
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2.7.2. Temel Hucresel Rolleri: Protein Katlanmasi, Stres Yaniti ve
Protein Kalitesi Kontrolu
HSPA4, molekuler bir saperon olarak, protein katlanmasina yardimci

olur ve katlanmamis polipeptit zincirlerinin agregasyonunu onler (73). Protein
oligomerlerini ayristirabilir ve protein tasinmasinda gorev alir (74). Hucre
icinde protein homeostazi ve kalite kontrolinun surdurilmesi i¢in hayati
oneme sahiptir (75).

HSPA4, 1s1 soku ve ozmotik dengesizlik gibi ¢esitli hlcresel stres
bicimleri tarafindan induklenir (72). Termal ve oksidatif stresten sonra
hdcrelerin iyilesmesine yardimci olur (76).

Bir "holdase" saperonu olarak, katlanma ara UrUnlerini baglayarak
agregasyonlarini engeller (75).

Bu temel islevleri, HSPA4'U hucresel saghgin kritik bir duzenleyicisi
haline getirmektedir. HSPA4'Un islevindeki bozukluklar erkek infertilitesi ve
kanser gibi ¢esitli hastalik baglamlarinda onemli etkilere yol agabilir.

2.7.3. Diizenleme ve ifade Kaliplari
HSPA4, kalp, karaciger ve beyin dahil olmak Uzere gesitli insan

dokularinda yaygin olarak ifade edilir (77). Sitoplazma ve g¢ekirdek iginde islev
gorar (78).

Embriyonik ve dokuya Ozgu kok hucrelerde yuksek oranda ifade
edilirken, farklilasmig karsiliklarinda ifadesi azalir (18). HSPA4 gen promotoru,
AP-1, ATF-2, c-Jun, C/EBPbeta, CREB ve deltaCREB gibi c¢esitli
transkripsiyon faktorleri icin baglanma bolgeleri igerir (72).

Bu genis ifade ve transkripsiyonel dizenleme, HSPA4'Un hulcresel

sureclerdeki merkezi rolinu desteklemektedir.

2.7.4. HSPA4'iin Erkek Ureme Saghgindaki Kritik Rolii

2.7.4.1. Testis ve Spermatogenik Hiicrelerde ifade ve
Lokalizasyon
HSPA4L, insan testislerinde yuksek oranda ifade edilir ve Ozellikle

testikuler spermatositlerde ve yuvarlak spermatitlerde yogun bir lokalizasyona
sahiptir (79).

HSPA4, prenatal ve postnatal gonad gelisimi sirasinda hem somatik
hem de germ hucrelerinde ifade edilir; ancak prenatal gonadlarin germ
hdcrelerinde anlamli derecede daha yuksek bir ifade gozlenir (18).
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Farelerde yapillan c¢alismalarda, Hspadl'nin ge¢  pakiten
spermatositlerden postmeiyotik spermatitlere kadar spermatogenik hicrelerde
yuksek oranda ifade edildigi gorulmustur (80). Postnatal 20. ginden sonra
testislerdeki seviyeleri onemli dlgude artar, bu da haploid spermatitlerde artan
ifadeye isaret eder (18). immiinohistokimya, 25 ve 60 ginlik farelerde

spermatogenik hucrelerde Hspa4l'nin yuksek birikimini gostermektedir (80).

2.7.4.2. Spermatogenez ve Sperm Gelisimine Katki
HSPA4 ve HSPAA4L, normal spermatogenez igin gereklidir (80).

Drosophila'da, HSPA4/HSPA4L'nin ortologu olan Hsc70Cb, spermatogoniya
sagkalimi ve sperm bireysellesmesi icin esastir (81). HSPA4 eksikligi olan
farelerde  spermatogenezde duraklama meydana gelir;  pakiten
spermatositlerin gogu ilk mayotik profazi tamamlayamaz ve apoptoza ugrar.
Hspa4 eksikligi olan farelerde, ge¢ profaz | ve postmayotik spermatitlerde ifade
edilen genlerin transkripsiyon seviyelerinde azalma gozlenir, bu da
spermatogenezin bu agamalarda bozuldugunu dogrular (18).

Bu bulgular, HSPA4/HSPA4L'nin erkek fertilitesi igin kritik oldugunu ve
eksikliginin spermatogenezde duraklama ve germ hicre apoptozu gibi
dogrudan patolojik sonuglara yol actigini guclu bir sekilde ortaya koymaktadir.

2.7.4.3. Sperm Kalitesi ve Motilitesi Uzerindeki Etki
Spermatozoada HSPAA4L ifadesinin azalmasi, insan sperm kalitesinin

dusuklugu ile pozitif yonde iligkilidir. HSPA4L, astenozoospermik (dusuk
motiliteli) ve teratozoospermik (anormal morfolojili) 6rneklerden alinan
spermatozoalarda, normozoospermik orneklere gore daha az ifade edilir (79).
Hspa4 eksikligi olan farelerde, toplam spermatozoon sayisi ve motilitesi dGnemli
Olcide azalir. Hspa4dl eksikligi olan farelerde gozlenen sperm motilite
bozuklugu, flagella'’nin yapisal kusurlarindan kaynaklanmaz; elektron
mikroskobu analizi normal aksonemal yapilari gostermistir.

Bunun vyerine, motilite kusuru Hspadl'nin sperm motilitesinin
kazanilmasina yol agan biyokimyasal yolda dogrudan veya dolayl katilmina
baglanmaktadir. Hspa4l, Hspa4 ve Hsp70, spermatogenik hucrelerde ana
kalmodulin (CaM) baglayici proteinlerdir. CaM'nin flagellum bukulmesinde rol

oynadigi bilinmektedir (80).
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Bu baglanti, HSPA4/HSPA4L eksikliginin sperm motilitesini nasil
bozduguna dair spesifik bir molekuler mekanizma sunmaktadir. HSPA4'Un
saperon iglevi, sperm hareketinde yer alan proteinlerin dizgun aktivitesi igin
gerekli olabilir ve bu durum, proteinin molekuler rolinu klinik bir fenotiple

iligkilendirmektedir.

2.7.4.4. Erkek Infertilitesi ile iliski: Genetik Varyantlar ve Germ
Hiicre Apoptozu
infertil bir erkekte, HSPA4L geninde hasar verici oldugu tahmin edilen

homozigot, esanlamli olmayan bir genetik varyant tespit edilmistir. Bu bulgu,
Hsc70Cb mutant Drosophila'da sperm yoklugu ile tutarlidir. Bu durum,
HSPA4L'nin insanlarda ve Drosophila'da erkek fertilitesi icin gerekliligini
desteklemektedir (79). HSPA4L eksikligi olan farelerde sperm sayisindaki
azalma, apoptoz yoluyla onemli sayida gelismekte olan germ hucresinin
elimine edilmesinden kaynaklanmaktadir (80).

Benzer sekilde, HSPA4 eksikligi olan farelerde seminifer tubullerde
artan apoptoz gozlenmistir (18). HSPA4L ifadesinin insan sperm kalitesi ile
iligkisi, HSPA4L'nin sperm kalitesini degerlendirmek ve erkek infertilitesinin
molekuler tanisi icin umut vadeden bir biyobelirte¢ olabilecegini
dusundurmektedir. Ayrica, insan HSPA4/HSPA4L cDNA'si ile Drosophila
modellerinde gozlenen kismi kurtarma, gen terapisi veya saperon tabanl
mudahaleler gibi potansiyel terapotik yollara isaret etmektedir (79,81).

Eger HSPA4/HSPAAL iglevi geri kazandirilabilirse, erkek fertilitesi
iyilestirilebilir. Bu durum, gelecekteki terapdtik gelisim i¢in arastirma yonlerini
acmaktadir.

2.7.4.5. HSPA4 ve Otoimmilinite
Otoantikorlar, kendi antijenlerine kargi reaksiyon veren antikorlardir ve

saglikl bireylerde (dogal antikorlar, esas olarak IgM) veya patolojik bir sureci
(yuksek afiniteli, somatik olarak mutasyona ugramis IgG otoantikorlari)
yansitabilirler (82). Isi soku proteinlerine (HSP'ler) karsi otoantikorlar, saglkh
bireylerde bulunur ve yuUkselmig titreleri, ¢esitli inflamatuar ve otoimmun
hastaliklarla iligkilidir (83).
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Anti-HSP otoantikorlarinin rolu ¢ift yonlu olabilir: hastaligin tipi, HSP
ailesi, antikor izotipi ve diger faktorlere bagl olarak koruyucu veya patojenik
olabilirler (84). Bu durum, sadece otoantikorlarin varliginin veya yukselmis
titrelerinin klinik yorum igin yeterli olmadigini, daha nuansh bir analizin

gerektigini gostermektedir.

2.7.4.6. Otoimmiin Erkek infertilitesinde Potansiyel Rol
ASA'lar, spermatogenezi bozarak, sperm aglitinasyonuna neden

olarak, motiliteyi azaltarak ve fertilizasyonu onleyerek erkek infertilitesinin
dogrudan bir nedenidir. ASA'lar, infertil giftlerin %9-36'sinda bulunur (68).
Mikroorganizmalarin konak proteinlerini (sperm antijenleri dahil) taklit ettigi
molekuler etki, otoimmuniteyi baslatabilir ve enfeksiyoz etiyolojili otoimmun
infertilitenin kritik bir mekanizmasidir. Ornegin, Chlamydia trachomatis'e karsi
bir bagisiklik yaniti, Chlamydia ve insan spermi tarafindan paylasilan bir isi
soku proteininin bir epitopuna kargi bagisiklik yanitlarini aktive ederek
inflamasyona ve bozulmus fertiliteye yol agabilir (69).

HSPA4'Un testislerde yuksek oranda ifade edilmesi ve spermatogenez
igin kritik olmasi géz 6nune alindiginda, HSPA4'Un epitoplarinin bir patojenin
HSP'si tarafindan taklit edilmesi durumunda teorik olarak bir otoantijen haline
gelmesi olasidir (79).

Bu durum, HSPA4'Un otoimmun erkek infertilitesinde dolayl bir rol
oynayabilecegine dair makul bir hipotez sunmaktadir, ancak bu konuda
dogrudan kanitlar mevcut degildir.

2.7.4.7. Anahtar Protein-Protein Etkilesimleri ve Kompleksleri
HSPAA4, diger 1s1 soku proteinleri, 6zellikle HSP70Q'ler ile etkilesime girer

(76).
Spermatogenik hiucrelerde ana kalmodulin baglayici proteindir (80).

2.7.4.8. Hiicresel Sinyal Yollarinda Katilim
HSPAA4, hicre dongusu duzenlemesinde rol oynar (73). PI3BK/AKT yolu

ve Syntenin/SOX4/Wnt/B-katenin yolu gibi sinyal yollariyla baglantilidir.
HSPA4, klatrin aracili endositozu tesvik ederek BRSV (Bovine respiratuar
sinsityal virus) girigini ve replikasyonunu duzenleyebilir (76,85). HSPA4'Un
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protein katlanmasi, hicre dongusu ve apoptoz gibi ¢oklu kritik hucresel
sureclerdeki katilimi ve gesitli sinyal yollariyla etkilesimi, onu hlcresel stres
yanit aginda merkezi bir merkez haline getirmektedir.

Bu merkezin bozulmasi, kanser ve infertilite gibi karmasik patolojilere
katkida bulunan bir dizi asagi akis etkisine yol agabilir.

2.8. REC8
2.8.1. Tanim ve Molekiiler Ozellikler
REC8 (REC8 Mayotik Rekombinasyon Proteini), yapisal kromozom

bakimi (SMC) protein ortaklarinin kleisin ailesine ait kritik bir nakleer proteindir.

SMC1, SMC3 ve STAG3'U de igeren mayotik kohezin kompleksinin
temel bir bilesenidir. insan REC8 proteini yaklasik 60-67 kDa molekiiler
agirhga sahiptir. Sister kromatid kohezyonunu surdirmek igin DNA'yi
cevreleyen diger kohezin alt birimleriyle halka seklinde bir yapi olusturur (86).

RECS, cesitli 6karyotlarda yuksek oranda korunmustur (16).

Bu durum, hicresel sureglerdeki temel ve yeri doldurulamaz rolinun
altini gcizmektedir. Birincil ve en kapsamli sekilde incelenen iglevi mayozdadir;
burada mayoz | profazi sirasinda germ hucrelerinde (oositler ve
spermatositler) baskin olarak ifade edilir (86).

2.8.2. Mayozda REC8
REC8, DNA replikasyonundan sonra sister kromatidler arasinda

kohezyonun kurulmasi ve surdurulmesi igin gerekli olan kohezin kompleksinin
mayoza 6zgu kleisin alt birimidir. Bu kohezyon, mayotik bolunmeler sirasinda
sister kromatidlerin hassas ayrilmasina kadar baglantili kalmalarini saglayan
fiziksel bir baglantidir. REC8'in anahtar bir bilesen oldugu kohezin kompleksi,
sister kromatidleri bir arada tutarak kromozom yapisina entegre olur (86).

2.8.2.1. Homolog Kromozom Eglesmesi ve Sinapsis
RECS8 kohezini, sinaptonemal kompleksin lateral elemanlarinin énculeri

olan eksenel elemanlarin birlesmesinde kritik bir rol oynar. Sinaptonemal
komplek, mayoz | profazi sirasinda homolog kromozomlar arasinda olusan,
onlarin eslesmesini ve rekombinasyonunu kolaylastiran bir protein iskeletidir
(16).
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RECS8, eksen olusumu ve ardindan sinaptonemal komplekslerin
olusumu icin gereklidir (87).

Eksenel elemanin yapisal bilesenleri olan Red1 ve Hop1 gibi proteinleri
kromozom eksen bdlgelerine alimi igin esastir. REC8 kohezini ayrica, DNA gift
sarmal kirllmalarindan veya sinaptonemal kompleks olusumundan bagimsiz
olarak homolog eslesme igin de gereklidir. NUkleer hareket sirasinda ¢ekme
kuvvetinin iletiimesindeki rolli, homolog kromozomlarin dogru burulma

donusiune ve hizalanmasina katkida bulunur (16).

2.8.2.2. Mayotik Rekombinasyon
REC8, homolog kromozomlarin rekombinasyonunda merkezi bir role

sahiptir. DNA ¢ift darmak kiriklarinin sister kromatidler yerine homolog
kromozomlar kullanilarak tercihli olarak onariimasi surecini etkiler (16).

REC8 yoklugunda rekombinasyon hala gerceklesebilse de gecis
rekombinasyonunun ilerlemesinde gecikme ve anahtar ara asamalarda
homolog 6nyarginin kaybi gibi 6nemli sapmalar gosterir (87).

RECS8 ayrica DNA cift sarmal kirilma onariminda da rol oynar (88).

2.8.2.3. Kromozom Ayrimi
Mayoz I'de homolog kromozomlarin ve Mayoz Il'de sister kromatidlerin

hassas ayrilmasi, separaz tarafindan RECS8'in proteolitik bdlinmesiyle
saglanir (86). (Sekil 6)

Anafaz | sirasinda, kromozom kollarindaki kohezin bélunir ve homolog
kromozomlarin ayrilmasina izin verir. Kritik olarak, sentromerik REC8 kohezini
degradasyondan korunur, bu da sister kromatidlerin Mayoz IlI'ye kadar
sentromerde bagli kalmasini saglar. Bu koruma, mayoza 0zgu kinetokor

faktorleri tarafindan duzenlenir (16).

2.8.2.4. Post-Translasyonel Modifikasyonlar
REC8 yoklugunda DNA cift sarmal kirilmalarinin onarilamadigi ve

sinapsisin homolog kromozomlar vyerine sister kromatidler arasinda
gerceklestigi acikga belirtilmistir (89).

Bu, dogrudan bir nedensel baglantiyi gostermektedir. Eger sister
kromatidler igin "yapistirici" gorevi goren REC8 kusurluysa, homolog
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kromozomlarin eslesmesi, rekombinasyonlarinin kolaylastiriimasi ve dogru
ayrilmalarinin saglanmasi gibi sonraki adimlar kaginilmaz olarak tehlikeye
girecektir. Bu durum, mayozun izole adimlar dizisi degil, REC8'in merkezi bir
duzenleyici olarak hareket ettigi, yuksek duzeyde entegre ve birbirine bagimh
bir sire¢ oldugunu vurgulamaktadir.

Dolayisiyla, REC8 aracili bir islevdeki bir kusur, andploidi ve infertilite
gibi ciddi sonuglara yol agabilir (16).

2.8.3. RECS8 ve Erkek Fertilitesi

2.8.3.1. Spermatogenezdeki Rolii
RECS8'in onemli bir rol oynadigi mayozun dogru duzenlenmesi, normal

spermatogenez igin kritik dneme sahiptir (90). REC8'in iglevleri, saglikli sperm
uretimini saglayarak erkek germ hucresi geligsimi ve olgunlagmasi i¢in hayati
oneme sahiptir. Ozellikle, REC8 mitotik olarak ¢ogalan spermatogonyalarda
ve daha sonra mayotik profazda (zigoten ve pakiten spermatositler) tespit
edilmigtir; burada mayotik rekombinasyon sirasinda DNA eksizyon onariminda
rol oynayabilir (63).

2.8.3.2. Genetik Kusurlar ve Disregiilasyon
Mayozdaki kritik iglevi ve hayvan ¢alismalarindan elde edilen bulgulara

dayanarak, REC8 erkek infertilitesi icin aday bir gen olarak tanimlanmistir.
Ancak, siddetli infertil erkeklerde REC8 genindeki dizi varyasyonlarini
degerlendiren  calismalar, REC8 genindeki  polimorfizmlerin  bu
populasyonlarda infertilite icin yaygin bir neden olmadigini gostermistir.
Fareler gibi hayvan modelleri, REC8 eksikliginin derin etkisini gostermektedir:
Her iki cinsiyette de RECS8-null fareler, germ hucre yetmezligi nedeniyle
sterildir ve spermatositler ge¢ zigoten benzeri bir asamada duraksar. Farelerde
REC8 kohezininin yoklugu, homolog kromozomlar yerine sister kromatitler
arasinda sinapsisi de tesvik ederek, inter-homolog sinapsisin saglanmasindaki
rolunu vurgulamaktadir (90).

Sonugcta insan erkek infertilitesinin RECS8 ile baglantili genetik temelinin
basit Mendelyen kalitimdan daha karmasik olabilecegini dugundurmektedir.
Tek, ylUksek penetrasyonlu mutasyonlar vyerine, daha ince genetik
varyasyonlar, érnegin kuguk bireysel etkilere sahip nadir varyantlar, poligenik
bir riske katkida bulunabilir (91). Bu durum, RECS8'in patolojik olarak insan
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infertilitesine katiiminda, dogrudan kodlama dizisindeki bir mutasyondan

ziyade, islevinin 'disregulasyonunun' anahtar oldugunu ima etmektedir.

2.8.3.3. Mayotik Hatalar ve Andploidi
RECS8'i icerenler de dahil olmak Uzere mayozdaki bozukluklar,

azospermi veya siddetli oligozoospermi gibi siddetli erkek faktoru infertilite
fenotipleriyle guglu bir sekilde iligkilidir. REC8'in merkezi oldugu mayotik
rekombinasyondaki hatalar, gamet andploidisine yol acgabilir; bu da insanlarda
gebelik kaybi ve gelisimsel engellerin 6nemli bir nedenidir.

RECS ile ilgili erkek infertilitesinin genetik nedenselligindeki nuans g6z
onune alindiginda, tani ve tedavisi 6nemli zorluklar sunmaktadir. Basit REC8
gen dizilemesi tani i¢in yeterli olmayabilir. Bunun yerine, daha derinlemesine
bir anlayis, REC8 ekspresyonundaki, post-translasyonel modifikasyonlardaki
veya etkilesim yollarindaki ince disregulasyonlari tanimlamak igin sofistike
coklu-omik yaklasimlar (6rnegin, transkriptomik, epigenomik, proteomik)
gerektirmektedir (90).
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Sekil 6: Mayoz ve RecS8 iligkisi (16)

2.9. GAPDH
Gliseraldehit-3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH), sitoplazmada anaerobik

glikoliz yoluyla enerji metabolizmasi ve ATP ve piruvat Uretimi igin uzun
zamandir onemli bir enzim olarak kabul edilmektedir (92).

Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz (GAPDH), en belirgin housekeeping
proteinlerinden biridir ve bazi yari kantitatif tahlillerde i¢ kontrol olarak yaygin
olarak kullantlir (93).
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3. GEREC VE YONTEM
Calismamiz, Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Deney

Hayvanlari Arastirmalar Etik Kurulu’'nun 30/05/2023 tarihli 77.637.435 / 261
Karar numarali onayi ile yapildi. Calismamizda hastalik modeli olusturulmasi,
histokimyasal ve immunohistokimyasal inceleme igin gerekli malzemelerin
alinmasi ve deney hayvani temini/bakimi Manisa Celal Bayar Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan 2023-100 numarah proje ile

desteklendi.

3.1. Hayvanlarin Alinmasi, Barindiriimasi
Bu calisma Manisa Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlari

Uygulama ve Arastirma Merkezi'nden temin edilen 12-16 haftalik 30 adet
erkek Wistar sigan Uzerinde gergeklestirildi.

Calisma boyunca hayvanlar stabil kosullar altinda (22°C sicaklik ve
%30-70 nem, aydinlk karanlik dongusu 12/12 saat) tutuldu. Batin hayvanlar
ad libitum ile beslendi ve deney boyunca igme suyu aldi.

Hayvanlar 5 gruba ayrildi.

Sekil 7: Deney Hayvanlari Laboratuvari

3.2. Calisgmanin Tasarimi
Bu calisma, Manisa Celal Bayar Universitesi Deney Hayvanlari

merkezinden temin edildi. 30 adet erigkin (12-16 haftalik) erkek wistar sican
Uzerinde gergeklestirildi.
Sicanlardan 30 hayvan 5 esit gruba ayrildi.
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Grup 1: Higbir islem yapilmayan saglikh kontrol grubudur.

Grup 2: Siklofosfamid ¢ozucusu (Serum Fizyolojik %0.9 Sodyum Klorur)
uygulanan gruptur. (Sham)

Grup 3: Sadece abaloparatid (10 mikrogram/kg 56 gun boyunca)
tedavisi uygulandi.

Grup 4: Sadece siklofosfamid (15 mg/kg 20 gin boyunca) uygulandi.

Grup 5: Siklofosfamid (15 mg/kg 20 gun boyunca) ve abaloparatid (10
mikrogram/kg 56 giin boyunca) tedavisi uygulandi. ilk 20 giin iki ilag birlikte
uygulandi.

Tum gruplara ait ratlar verilen ilag tedavileri tamamlandiktan sonra
sakrifiye edildi. Hayvanlarin testisleri alindi. Batin hayvanlarin testis ve vicut
agirhklar kaydedildi.

Sag testisleri %10 formalin solusyonunda 72 saate kadar fikse edilerek,
prafin bloklar haline getirildi. Doku Orneklerinden alinan kesitlerde CREB,
PCNA, HSPA4, REC8, GAPDH primer antikorlari kullanilarak
immunohistokimyasal teknik ile degerlendirildi.

Sol testisler bir tlp igerisinde sivi azota alinarak donduruldu. Daha
sonra Western-Blot yontemi igin -80° sicaklikta dolapta saklandi.

Hematoksilen&Eozin boyama iglemleri tamamlanan kesitler kapama
yapildiktan sonra 1 gun kurumaya birakildi. Daha sonra morfolojik
degerlendirme ve Johnsen skor ile testis skoru belirmek amaciyla
4x,10x,20x,40x 151k mikroskobik buyutmeleriyle resimleri c¢ekildi. Cekilen
resimler arsivlendi.

Sonugclar kaydedildi.

3.3. Yontem

3.3.1. Parafin Takip-Kesit Alma islemi-Hematoksilen Eozin
Boyama

Tum gruplarimiza ait testis dokulari %10’luk formalin igerisinde 48 saat

boyunca fiksasyon islemi yapildi. Dokudaki formalin akarsu ile
uzaklastirildiktan sonra ornekler rutin doku takip proseduru uygulanarak ve
takiben parafin bloklara gomuldd. Bu elde edilen parafine gomulu bloklardan
mikrotom ile yaklasik 5 ym kalinlikta kesitler alinmigtir. Bu elde ettigimiz
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kesitler her bir lizinli lam Gzerinde 3—4 adet olacak sekilde siralanmigtir. Ayrica

hematoksilen eozin boyama igin rodajli lamlara ek doku kesitleri alinmigtir.

Tablo 3: Parafin Takip Protokolu

%100 Alkol 60 dakika
Seffaflagtirma islemi Alkol-Ksilen Yarim saat
Ksilen 60 dakika
Ksilen 60 dakika
infiltrasyon iglemi Ksilen ve Parafin Yarim saat
Parafin 60 dakika
Parafin 60 dakika
Gomme islemi Parafin
Yapilan islem Uygulanan Madde Uygulama Siiresi
Tespit %10’luk 1-3 gun
Formalin suresince
Dehidratasyon %60 Alkol Yarim saat
iglemi %70 Alkol Yarim saat
%80 Alkol Yarim saat
%90 Alkol Yarim saat
60 dakika
%100 Alkol
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Tablo 4: Hematoksilen Eozin Boyama Protokolu

Takip Sonrasi Uygulanan Madde Uygulama
islemler veya Maddeler Siiresi
Parafinden Etiv cerisinde 56 1 Gece
Uzaklastirma Derecede
KSILEN 60
DAKIKA
Rehidratasyon %96 Oraninda Alkol 2 Dakika
%80 ORANINDA 2 DAKIKA
ALKOL
%70 ORANINDA 2 DAKIKA
ALKOL
%60 ORANINDA 2 DAKIKA
ALKOL
Yikama islemi Akar Suda 5 Dakika
Boyama Hematoksilen 3 Dakika
Yikama islemi Akar Suda 5 Dakika
Diferansiyasyon Asit-Alkol ile 1 Saniye
Yikama islemi Akar Suda 5 Dakika
Boyama Eozin Boyasi ile 2 Dakika
Yikama islemi Akar Suda 5 Dakika
Dehidratasyon %80 Oraninda Alkol 1 Dakika
%96 ORANINDA 1 DAKIKA
ALKOL
Seffaflagtirma Ksilenle 60 Dakika
Kapama islemi Entellan
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3.3.1.1. Johnsen Skorlama
H&E boyamasi sonrasi rat testis dokulari incelendi. Her bir kesit 400x

bliyutmede sistematik olarak gorunutlendi. Johnsen skoru seminifer
tubulerdeki spermatogenezi degerlendirmek i¢in kullanilan bir skordur (94).
Her bir hayvan icin alinan kesitlerde en az 50 adet seminifer tubul
degerlendirildi.

Seminifer tibullere 1’den 10’a kadar puanlar agagidaki gibi verildi.

Verilen puanlar toplandi ve seminifer tubdl sayisina bolunerek Johnsen
skoru elde edildi. Her bir hayvan i¢in not edildi. Daha sonra hayvanlar hangi
grupta ise o grubun ortalamasi alinarak kaydedildi.

Johnsen Skoru Bulgulari Puanlamasi

10: Tam spermatogenez ve mukemmel tubuller

9: Birgok spermatozoa mevcut ancak dizensiz germinal epitel

8: Sadece birka¢ spermatozoa mevcut

7: Spermatozoa yok ama birgok spermatid mevcut

6: Spermatozoa yok, sadece birka¢ spermatid mevcut

5: Spermatozoa veya spermatid yoktur ancak birgok spermatosit
mevcuttur

4: Sadece birkag spermatosit (<5) ve spermatid veya spermatozoa
mevcut degil

3: Sadece spermatogonya mevcut

2: Germ hucresi yok ama Sertoli hicreleri mevcut

1: Ne germ hucreleri ne de Sertoli hucreleri mevcut

3.3.2. immiinohistokimya
Aldigimiz kesitler immunohistokimyasal boyama igin bir gece boyunca

60 C° ’lik etuvde tutulduktan sonra, 30 dakika olarak iki farkli degisim ksilen ile
deparafinizasyon islemi gerceklestirildi. Daha sonra %95’ten %60’a derisimleri
azalan oranlarda alkol solusyonlari ile rehidratasyon yapilarak distile suda 5
dakika bekletildi. Hidrofobik kalem ile sinirlandirilan Sitrat solusyonu i¢inde 95
derece sicaklikta 20 dakika bekletilen kesitlere, doku endojen peroksidazini
inhibe etmek amaciyla 5 dakika %3’luk Hidrojen Peroksit uygulanmisgtir. 3 kere
5 ’er dakika fosfat tampon solisyonu (PBS; Posphate buffer solution) ile
yikanan doku kesitleri, bloklamak igin 1 saat bloklama solusyonu ile muamele
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edilmigtir. Bloklama solusyonu bu dokudan uzaklastirildiktan sonra CREB
(Proteintech  12208-1-AP), PCNA (Proteintech 10205-2-AP), RECS8
(Proteintech 10793-1-AP), HSPA4 (Proteintech 21206-1-AP) ve GAPDH
(Bioss bs-2188R) (pozitif kontrol) primer antikorlar ile bir gece suresince
inkubasyon islemi uygulanmistir. Diger gun tampon solusyonu ile 3 kez
yikanan bu doku kesitleri, anti-mouse biotin-streptavidin hidrojen peroksidaz
ikincil antikoru (Thermo UltraVision Large Volume Detection System TR-125-
AL) ile 30 'ar dakika boyanmistir. Yine U¢ kere 5 'er dakika tampon solusyonu
solusyonu ile yikanan kesitler, olusturulan immunohistokimyasal reaksiyonun
goranurligint ortaya c¢ikarmak igin diaminobenzidin (DAB) ile 5 dk
boyanmigtir. Mayers Hematoksilen ile boyanmasi saglandiktan sonra distile
su ile 10 dakika yikanan kesitler kapatma medyumu ile kapatiimigtir. (Sekil 8)

Sekil 8: immunohistokimya Uygulamasi

3.3.3. Western Blotlama
Bu yontemle 3 grup arasinda kargilastirma yapildi. Her grup igin 3’er

hayvan random segcildi. Grup 1 Kontrol grubudur. Kirmizi renkte gdsterildi.
Grup 2 SF uygulamasi alan gruptur. Grup 2 yesil renkte gosterildi. Grup 3
ABL+SF uygulamasini birlikte alan gruptur. Grup 3 mavi renkte gdsterildi.
Primer CREB, PCNA, REC8, HSPA4 ve GAPDH (pozitif kontrol) antikorlari
kullanildr.
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3.3.3.1. Protein izolasyonu ve Kantifikasyonu
Doku ornekleri -80°C dolaptan alinip homojenizator ile homojenize

edildi ve kalan ornekler -80°C’de saklanacak sekilde depolandi.

-80°C’den cikarilan drnekler ¢ozunmeden Uzerlerine Proteaz inhibitor
kokteyli (Clontech-PT5140-2) igeren 2 ml soguk xTractor (Takara-635625) lizis
tamponu eklendi, 30 dakika buz Uzerinde inkube edildi ve 10 dakikada bir
vortekslendi. Sonrasinda 30 dk +4°C'de 16000g’de santrifuj edildi.
Supernatant icindeki ¢ozulmus proteinler yeni bir tipe alindi ve pellet atild1.

Protein konsantrasyonu, Bisinkoninik Asit (BCA) Assay teknigiyle
ureticinin belirledigi protokole uygun olarak belirlendi (Takara-T9300A). Bunun
igin 125-2000 pg/ml arasinda 7 farkli konsantrasyonda BSA standardi xtractor
buffer ile seyreltilerek hazirlandi. Blank olarak bufferin kendisi kullanildi. 20’ser
ul 6rnek proteinler ve standartlar 96 gozlu seffaf kuyucuga 3 tekrar seklinde
yiiklendi. Uzerine 250 ul 1X CBB boya sollisyonu eklendi ve 30 dk oda 37°C’de
inkUbe edildi.

Sure sonunda spektrofotometrede 595 nm okuma yapilip ve blank optik
yogunluk (OD) degeri tum standart ve orneklerden c¢ikartildi ve standart egri

cizildi.

Tablo 5: Standartlar

Konsantrasyon | 125 250 500 750 1000 1500 2000
pug/ml

oD 0.1398 | 0.1764 | 0.3215 | 0.4326 | 0.5633 | 0.7895 | 1
(Blanked)
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oD

300,00

y =0,1191x + 20,501
250,00 R? = 0,9983

200,00
150,00

100,00

50,00

0,00
0,000 500,000 1000,000 1500,000 2000,000 2500,000

Sekil 9: Protein Miktarlan

Standart egriye gore y=0,0005x +0,0962 formulu ve R2 degeri 0,9983
olarak hesaplandi. Bu formule gore orneklerin OD degerlerine gore protein
konsantrasyonlari hesaplandi.

Hesaplanan degerlere gore tum ornekler 100 ug/ml konsantrasyona
gelecek sekilde extractor buffer ile seyreltildi. Ornekler Gizerine her ml igin 0,34
Ml %10 R-merkaptoetanol (Biorad- 1610710) iceren 4X laemmli tamponu
(Biorad-1610747) eklenerek 95°C’de 5 dakika su banyosunda denature edildi.
Eklenen tampon sonucunda 6rnek konsantrasyonu 80 ug/ml olarak kaydedildi
ve -20°C’de saklandi.

3.3.3.2. SDS-PAGE-Tamponlarin hazirlanmasi
Asagida tablolarn verilen tampon c¢oOzeltiler ¢alismalara baslamadan

once ayri ayri hazirlandi. pH degerleri tablodaki degerlere gore ayarlandiktan
sonra ¢ozeltiler 24 saat dinlendirildi ve ertesi gin pH degerleri tekrar kontrol
edilerek gosterilen degerde sabitlendirildi.

Ana Jel Tamponu

SDS 16ml, Tris-base 72,683 gr, c¢ift distile su 180 ml pH 8,8 olacak
sekilde ayarlandi. Cift distile su ile 200 ml'ye tamamlandi.

Stacking Jel Tamponu

SDS %10 16 ml, tris-base 12,10 gram, ¢ift distile su 160 ml ve pH 6,8
olacak sekilde ayarlandi.200 ml ye c¢ift distile su ile tamamlandi.
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Running Tamponu

Tris-base 250mM (30,285 gr), glisin 1.92 M (144,13 gr) ve SDS %1 lik
10 gram ph 8,3 olacak sekilde ayarlandi.

Transfer Tamponu

250 mM Tris-base (30,285 gr), 1.9 M glisin (144,13 gr) ve pH 8,3 olacak
sekilde ayarlandi. 1X’e seyreltirken %20 lik soguk metanol eklenir.

Tris Tamponlu Salin (TBS)

Tris-base 24 gram, NaCl 88 gram, c¢ift distile su 900 ml ile hazirlandi ve
pH 7,6 olacak sekilde titre edildi. 1 litreye tamamlandi.

TBST

100 ml 10x tbs, 900 ml ¢ift distile su ve 1 ml Tween 20 ile olusturuldu.

Ponceau S Boyasi

Ponceau S boyasi %0.10 ile asetil asit %5 ve distile su 50 ml ile

olusturuldu.

3.3.3.3. Jel Hazirlama ve Elektroforez
Hedef antijenlerin buyuklugu degerlendirilerek jel konsantrasyonuna

%10 olarak karar verildi. Buna gore asagida tablosu verilen seperating jel
hazirlandi ve jel dokme aparatina yuklendi. Uzerine %60 isopropil alkol (Riedel
de Haen-24137) ile doldurularak jelin Ust seviyesi duzlestirldi ve 30-45 dakika
boyunca donmasi beklendi.

Tablo 6: Seperating Jel Formulu

Bilesen

Bis-akrilamid (1:30) 1,65 ml

(Biorad-1610156)

Cift distile H20 2,725 ml

Ana Jel Tamponu 0,625 mi

%10 AmonyumPerSdlfat (ul) 25 ul

(Biorad-1610700)

Tetramethylethylenediamine 5 pl
(ul)(Biorad-1610800)
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https://en.wikipedia.org/wiki/Tetramethylethylenediamine
https://en.wikipedia.org/wiki/Tetramethylethylenediamine

Jelin dondugu dogrulandiktan sonra Uzerindeki isopropil alkol filtre
kagidiyla emdirildikten sonra asagida tabloda karigsimi verilen stacking jel
hazirlandi ve yuzeye kadar doldurularak taraklarla birlikte jel 30-45 dakika
donmaya birakildi.

Tablo 7: Stacking Jel Formulu

Bilesen

Bis-akrilamid (1:30) 1 ml
Cift distile H20 5 ml
Stacking jel tamponu pH (6.8) 2ml
%10 Amonyum Per Salfat (ul) 50 pl
Tetra Metil Etilen Diamin (ul) 10 pl

Sonrasinda taraklar ¢ikarilip ve jel yikandi. Aparatiyla birlikte yarutme
tankina alinan jelin kab1 1X running tamponuyla dolduruldu.

Kuyucuklara protein boyut markeri 8 pl (Precision Plus Protein Dual
Color, Biorad1610374), kontrol grubu ve diger 4 grup 30 ul (2,4 ug total protein)
sirasiyla yuklendi. Dis tank yariya kadar running tamponuyla doldurulup ve 90
Volt'ta calistirildi. Boya yurumesi takip edilip ve yaklasik 20 dk sonra stacking
jel seviyesini gegince voltaj 120 Volt'a yukseltilip ve yaklasik 2 saat boyunca
yuratuldu. Markerin acikhigi takip edilerek hedef proteinlerin oldugu bolgelerde

iyice ayrildigi dogrulandiginda yurame durduruldu. (Sekil 10)

44



Sekil 10: Jel Ornek Yiikleme ve Elektroforez

3.3.3.4. Membrana Transfer ve Blotlama
1X transfer tamponu soguk olarak hazirlanip ve filtre kagitlari,

nitroseliloz membran (Biorad-1620115) ve suingerler bu tamponda 1slatildi.
Sandvic kaset icerisine sirasiyla stinger-filtre kagdidi- jel- nitroselliloz membran
Islak ortamda eklendi ve jel ile membran Uzerinde mini merdane gezdirilerek
arada kalan sivi ve hava alindi. Sonra tekrar filtre kagidi1 ve sunger eklenerek
sandvi¢ kaset duzenegi sikica kapatilip ve transfer tankina yuklendi. Katottan
anota dogru akimin jelden membrana dogru denk gelecegdi sekilde kasetler
transfer tankina yerlegtirilecek ve tank da ic¢i buzlu su dolu daha buyuk bir
saklama kabina konuldu. Tankin en altina manyetik karigtirici yerlestirilecek
ve 350 miniAMPER akimda 90 dakika transfer gerceklestirildi. (Sekil 11)
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Sekil 11: Transfer islemi

Transfer sonrasi jel atilip ve membran distile suyla yikandi. Hazirlanan
Ponceau S boyasi membrana damlatilip ve birka¢ dakika yavascga calkalandi.
Ponceau S boyasi yikandiktan sonra membran Uzerinde protein bantlari
asagidaki gorseldeki sekilde gozlenerek transferin gerceklestigi dogrulandi.
(Sekil 12)

Sekil 12: Ponceau Boyamasi
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Sonrasinda membranlar isaretlenecegdi antikorlara gore farkl kaplara alinarak
ve TBST ile 5 dakika galkalanarak Ponceau S temizlendi. Blocking islemi igin
%5 sut tozu (Santa Cruz sc-2324) iceren TBS icerisinde membranlar yavas
hizda 1 saat galkalandi. Sure sonunda karigim dokulerek TBST ile bir kez
yikandi.

%1 BSA (Santa Cruz- 9048-46) iceren TBST igerisinde primer antikorlar
asagidaki tabloya gore seyreltidi. (Tablo 8)

Tablo 8: Primer Antikorlar ve Diltisyonlari

Antikor Katalog No Seyreltme Orani | Molekiler
Agirhik

CREB Proteintech 12208-1- | 1/6000 45 kD
AP

PCNA Proteintech 10205-2- | 1/10000 31 kD
AP

RECS8 Proteintech 10793-1- | 1/500 63 kD
AP

HSPA4 Proteintech 21206-1- | 1/1000 110 kD
AP

GAPDH Bioss bs-2188R 1/4000 37 kD

Primer antikor karigimlariyla birlikte membranlar +25°C'de 2 saat
boyunca yavas calkalamada birakildi ve sonra TBST ile 4 defa 10 dakika
boyunca yuksek hizda galkalanarak yikandi.
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Sekil 13: Transfer Sonrasi Membranlar

%1 BSA iceren TBST ile 1/3000 oraninda sulandirilan sekonder antikor
(Biorad- 1706515) eklenerek oda sicakhidginda 1 saat yavas calkalamada
membranlar inkube edildi.

Sonrasinda 4 defa 10 dakika boyunca TBST ile yikanan membranlar
(Sekil 13) Gzerine kemiliminesans (ECL) luminol karisimi (Biorad-1705061)
eklenerek 5 dakika sonra karanlik odali kamerada fotografi ¢ekildi.

Cekilen ECL fotograflarinda bantlar GAPDH’a gbre normalize edilecek

ve gruplar arasindaki ifade farkhliklari Imaged programiyla hesaplandi.

3.4. istatistiksel Analiz
Elde edilen bulgulardan gruplar arasindaki farklihk Graph pad prism

programi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edildi. Veriler ortalama =
standart hata (SH) olarak verilmistir.

Grup dagihimlari Shapiro-Wilk ve Kolmogorov-Smirnov test kullanilarak
bakilmistir. Grup varyans analizleri Brown-Forsythe test ve Barlett's test
kullanilarak yapilmistir. P<0,05 oldugunda testler pozitif kabul edilmistir.
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iki grup arasindaki farklilk eslestirimemis t-testi kullanilarak, ikiden
fazla olan gruplar arasi degerlendirmelerde farklliklar one-way ANOVA
kullanilarak hesaplanmistir. Her bir uygulama kendi i¢inde eglestiriimis t- testi
kullanilarak degerlendirilmistir. p<0,05 oldugunda istatistiksel olarak anlaml
farkhlik kabul edilmistir.

Parametrik test sartlarini karsilamayan durumlarda ikiden fazla olan
gruplar igin Kruskal Wallis Testi kullanilarak hesaplanmistir ve her bir
uygulama kendi iginde Wilcoxon Testi kullanilarak degerlendirilmistir. p<0,05
oldugunda istatistiksel olarak anlamli farklilik kabul edilmigtir.
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4. BULGULAR

4.1. Sigcanlarin Viicut ve Testis Agirliklari Bulgulari
Deney boyunca ilag uygulamalari yapilan butin siganlar islemler

tamamlandiktan sonra sakrifiye edildi. Sakrifikasyon igleminden 6nce vucut
agirhiklar olgulda. Bu dlgumler not edildikten sonra hayvanlarin testisleri de
yine Olgulmek Uzere cikarildi. Testisler epididimisten ayrildi. Sadece testis
dokusu birakildi. Hayvanlarin sag testisleri lgtldi. Agirliklar kaydedildi. ilag
modelinin olusup olugsmadiginin saglamasi yapilmasi igin siklofosfamid alan
sigan grubunun agirliklari ve testis agirligi/vucut agirhgi oranlarinin degigimleri
ve diger gruplarla farklari kaydedildi. (Tablo 9)

Testis agirliklari, siklofosfamid alan grupta diger gruplara goére, toplam
vucut agirligiyla birlikte azalmis olarak saptandi. (Sekil 15 ve 16)

Testis agirhgi/toplam vucut agirhgr orani da yine siklofosfamid alan
grupta diger gruplara gore azalmis saptandi. Yani testis daha fazla etkilendi.
(Tablo 11)

ABL+Sikolofosfamit uygulamasi alan grupta ise Kontrol, Sham ve
yalnizca ABL uygulamasi alan gruba benzer degerler not edildi. Ozellikle bir
miktar viicut agirliklarinda diisme olsa dahi Testis/VA indeksinde belirgin
duisus olmamasi gorece testisin korundugu fikrini verdi. Siklofosfamid
grubunda ise vucut agirigi duserken Testis/VA oraninin dususu daha fazla
oldu. Bu da siklofosfamidten Ozellikle testisin daha fazla etkilendigini
gostermektedir. Ayni zamanda ABL’nin testisi korudugu da agirlik olarak
saptandi. (Tablo 11, Sekil 16)

Rat viucut agirliklari Shapiro-Wilk ve Kolmogorov Smirrov normal
dagilim testlerine tabi tutuldu. Bu testler sonucu dagilimin normal oldugu
saptandi. Ayrica varyant analizi de yapildi. (Barbett’s test ve Brown-Forsytne
test) Varyant testleri de olumlu saptandi. Parametrik olarak degerlendirildi.

Daha sonra Cift Yon Anova testi yapildi. Anova testi siklofosfamid
uygulamasi alan rat grubunun vucut agirliklarindaki degisimi (p<0,0001 olarak
+4) anlaml saptadi. (Sekil 15) Kontrol grubu, Sham grubu, ABL grubu ve
ABL+SF grubunun 1. giin ve 56. gun kilo degisimleri anlamli olmadigi tespit
edildi. Bu bulgu deney modelimizin olustugunun kanitlarindan biridir.
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Tablo 9: 1. Gin ve 56. Gun Hayvan Agirliklari

Vicut (Gram) 1. 2, 3. 4. 5. 6. Ortalama

1.Giin - 56. Giin

Kontrol 350- | 360- | 350- | 370- | 345- | 355- | 355-355
355 | 365 |350 | 365 |350 |345

Sham 360- | 310- | 360- | 350- | 330- | 320- | 338-342
365 | 310 |355 | 365 |325 |335

ABL 330- | 315- | 350- | 340- | 320- | 360- | 336-345
345 | 320 |360 | 345 |335 |365

Siklofosfamid 380- | 370- | 340- | 380- | 340- | 330- | 356-
345 | 330 |315 [ 330 |305 |300 |321***

ABL+Siklofosfamid | 370- | 320- | 360- | 300- | 350- | 360- | 343-346
365 | 330 |345 | 310 |355 |375

VA Degisimi

360

350

Kontrol

Sham

m Ortalama 1.glin

Sekil 14: Rat Vacut Agirliklar Degisimi

Siklofosfamit

m Ortalama Son Giin
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Sekil 15: 1. Gun ve 56. Gun Agirlik Degigimleri

Hayvanlarin sag testis agirliklari not edildi. 56. gun ortalama agirliklar;

Kontrol grununda 1,54 gram, Sham grubunda 1,56 gram, ABL uygulamasi

grubunda 1,59 gram ve ABL+Siklofosfamid uygulamasi grubunda ise 1,60

gram saptandi. Siklofosfamid uygulanan grupta ortalama testis agirhgr 1,31

gram olarak saptandi. Ozellikle siklofosfamid uygulamasi grubundaki testikler
agirhk dugusu dikkat cekti. (Tablo 10)

Tablo 10: 56. Gun Sag Testis Agirliklar

Testis (Gram) 1. 2. 3. 4. 5. 6. Ortalama
Deney Sonu

Kontrol 1,51 1,65 1,66 1,64 1,54 1,58 1.54
Sham 1,48 1,44 1,72 1,58 1,52 1,66 | 1.56
ABL 1,62 1,56 1,66 | 1,48 1,54 1,70 | 1,59
Siklofosfamid 1,26 1,32 1,40 1,34 1,30 1,28 1,31*
ABL+Siklofosfamid | 1.76 1,54 1,62 1,56 1,58 1,54 1,60
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Testis agirliklarinin normal dagilimi i¢cin Shapiro-Wilk ve Kalmogorov-
Smirnov test uygulandi. Shapiro-Wilk testi negatif ¢ikmasi sonucu non-
parametrik c¢oklu karsilastirma testi olan Kruskal-Wallis test uygulandi.
Kruskal-Wallis test sonucu (p:0,0063) +2 ve anlaml olarak saptandi. Coklu
kargilagstirma testleri sonrasinda Siklofosfamid grubu ile Kontrol grubu
arasinda fark +1 (p:0,019), Siklofosfamid ve ABL grubu arasinda fark +1
(p:0,0224), Siklofosfamid ve ABL+Siklofosfamid gruplari arasi fark +1
(p:0,0224) ile anlamh bulundu. (Sekil 16)

Deney Sonu Testis Agirhgi
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Sekil 16: 56. Gun Sag Testis Agirliklari
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Tablo 11: Testis/Total AJirlik ve Testis indeks

Testis/Total 1. 2. 3. 4. 5. 6. Ort.
Kontrol 0,0042 | 0,0045 | 0,0047 | 0,0044 | 0,0044 | 0,0045 | 0,0045
Sham 0,0040 | 0,0046 | 0,0048 | 0,0043 | 0,0046 | 0,0049 | 0,0045
ABL 0,0046 | 0,0048 | 0,0046 | 0,0042 | 0,0045 | 0,0046 | 0,0046
Siklofosfamid 0,0036 | 0,0040 | 0,0044 | 0,0040 | 0,0042 | 0,0042 | 0,0040*

ABLA+Siklofosfamid | 0,0048 | 0,0046 | 0,0046 | 0,0050 | 0,0044 | 0,0041 | 0,0046

Total /Testis (Indeks) | 1. 2. 3. 4. 5. 6. Ort.
Kontrol 235,0 | 221,2 210,8 | 222,5 | 227,2 218,3 | 222
Sham 246,6 | 215,2 206,3 231,0 213,8 201,8 | 219
ABL 212,9 | 205,1 216,8 233,1 217,5 214,7 | 216
Siklofosfamid 273,8 | 250 225 246,2 | 234,6 | 234,3 | 244%

ABL+Siklofosfamid | 207,3 | 214,2 [212,9 [198,7 | 2246 |2435 |216

250 o )
245 6=
240
235
230
225 V.
220 >¢&
215 b =6
210
205
200
Sham Siklofosfamit
Kontrol ABL . S ABL+Siklofosfa...

Sekil 17: Total A§irlik/Testis Agirhgi (Ti)

Total Agirlik/Testis Agirhidr yani testikiler indeks hesaplandi ve veriler
kaydedildi. (Tablo 11 ve Sekil 17) Bu degerler gruplar arasi karsilastirildi.
Gruplar arasi normalite ve dagilim testleri yapildi. Shapiro-Wilk test ve
Kolmogorov-Smirrov testinden normal dagilimi oldugu tespit edildi. Varyans
testleri sonucu da olumlu gelmesi sonucu parametrik tek yon ¢oklu

kargilastirma Anova testi yapildi. Yapilan Anova testi sonucu; Sham grubu,
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ABL grubu ve ABL+Siklofosfamid gruplari ile Siklofosfamid grubu arasindaki
fark anlamh saptandi. (p:0,0109) Yapilan tek yon Anova testine gére Sham
grubu ve Siklofosfamid grubu arasindaki fark +1 (p:0,037), ABL grubu ve
Siklofofamid grubu arasindaki fark +1 (p:0,0227), ABL+Siklofosfamid grubu ve
Siklofofamid grubu arasindaki fark +1 (p:0,0227) anlamli olarak saptandi.
(Sekil 18)

Testis indeksi olarak kontrol grubuyla herhangi bir grup arasinda
anlamli fark tespit edilmedi. Ancak ABL alan gruplar ile siklofosfamid alan grup

arasindaki bu fark ABL uygulamasinin testis agirigini bozmadigini gésterdi.
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Sekil 18: Testis indeks
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4.2. Histokimya Bulgulari
4.2.1. H&E Bulgulari
Siganlardan alinan testis dokularinda seminifer tubdller ve tubduller

arasindaki bag dokusu incelendiginde en dista kalin bir bag dokusu yapisi olan
tunika albuginea yapisi bulunur. Tunika albuginea yapisinindan sonra
seminifer tibullerin olusturdugu esas testikuler doku izlendi. Seminifer tubuller
aras! bag dokusu vardir. Bu bag dokusunda Leydig hucreleri ve bu hucreleri
iceren stroma yapisi bulunmaktadir. Seminifer tubulde Sertoli (destek)
hdcreleri ve spermatogenik hucreler bulunur. Spermatogenik hicreler surekli
bolinen ve ¢ogalan hicrelerdir. Olgun sperm hucrelerinin Uretildigi yapilardir.
Seminifer tubul bazal Ilaminasinda en immatlir hucreler olan
spermatogonyumlar bulunur. Sertoli hiicre apikallerinde ise olgun spermatidler
bulunurlar. Bu yap1 incelenirken spermatogenik hucrelerin yogunluklari, hiicre
cekirdekleri, hucre buyuklUkleri, hucrelerin birbirleriyle kurdugu baglantilar
incelendi. Ayrica Johnsen skorlama methodu ile her bir hayvandan alinan
kesitlerden 50 adet transvers kesilmis seminifer tubul incelendi ve sayisal
degerler ortaya kondu.

Saglikli(kontrol) grubu ve sham grubu H&E boyali kesitlerin morfolojik
incelemelerinde; testis dokusu ve g¢evre bag dokusu dogal gérunumundedir.
En dista guclu bir bag dokusu olan tunika albuginea izlendi. Bag dokusu yapisi
korunmus ve tum testisi gevrelemektedir. Bag dokusunun i¢ kisminda ise
hemen seminifer tlbulller bulunmaktadir. Seminifer tlbulller yuvarlak halka
seklinde veya daha uzun longutudinal olarak kesit alanlarina girdi. Her bir
seminifer tibul bize butlun bir testis yapisi hakkinda bilgi verir. Seminifer
tubdller arasinda Leydig hlcreleri ve stroma gozlendi. Stroma da bag dokusu
hicreleri gozlendi. Hucre yapilari seminifer tubdllerin arasindaki bag
dokusunda olduk¢a saglikli gorundu. Leydig hucreleri c¢ekirdekleri ve
sitoplazmalari incelendi. Bu bag dokusunda 6dem veya kanama saptanmadi.
Genel olarak tubuller duzenli bir sekilde birbirlerine komsuluk yapiyordu.
Tubiller daha yakindan baktigimizda ise 2 ana grup hiicre gorildi. ilk olarak
destek hacreleri olan Sertoli hicreleri ve esas hucreleri olusturan
spermatogenez seri hiucreleri. Sertoli hucreleri diger huclere gére daha buyuk
ve duzensiz sekilleri kiresel cekirdekleriyle ayirt edildi. Bu hucreler bazal

laminadan tubudl limenine dogru uzanmaktaydi. Hucre gekirdekleri kuresel,
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hidcre boyutlari olagan ve hucreler arasi bosluklar dogal olarak saptandi.
Sertoli apikal uzantilari arasinda olgun spermatozaalar saptanirken.
Germinatif  epitelin  bazalinde  spermatogonyumlar  bulunmaktadir.
Spermatogonyumlar kok hucrelerdir. Oldukg¢a kuguk hucreler olarak bazal
membrana yerlesirler. Primer spermatositler ise daha buyuk hdcrelerdir.
Bunlardan sonra seride sekonder spermatositler dikkat c¢ekti. Primer
spermatositlere gore daha kuguk hucrelerdir. Sekonder spermatosit sonrasi
olgun olmayan spermatidler gozlenirken [imen ortasinda olgun spermazoalar
saptandi. Saglikh kontrol grubunda bu spermatogenez serisi hucrelerinin
katman sayilar 3-6 katman arasinda gozlendi. Hucreler arasi koprulerin
bozulmadigi ve hucreler arasi boglugun oldukga az oldugu goruldd. Lumenler
oldukga yogun ve ortasi olgun spermatozoalar ile doluydu. (Sekil 19: a, b)

Sham grubunda ve ABL uygulamasi grubunda kontrol grubuna benzer
morfolojik bulgular saptandi. (Sekil 19: ¢, d, e, f)

Siklofosfamid uygulanan grupta tubullerde dejenerasyonlar saptandi.
Tuabul ortalari, yani lumenlerdeki spermatozoa sayisinda azalma (oligospermi)
gozlendi. Germinal epitele oturmasi gereken hucreler epitelden bir miktar
kopmus olarak (pul pul ayrilan tubul-eksfolyatif tubul) tespit edildi. Ayrica
hdcreler arasi bosluklar artmisti. (Vakuolizasyon) Seminifer tubul atrofileri ve
leydig hucre azalmasi saptandi. (Doku nekrozu) Seminifer tubul arasi
bosluklar da artti. (Odem bulgusu) Bu siganlarda germ hiicrelerinde piknotik
cekirdekler (koyu boyanma ve kuguk gorunumu) ozellikle dikkat cekmistir. Bag
dokusu yine benzer sekilde etkilenmistir. Bag dokusunda 6dem saptanmistir.
Hucreler dejenere olmustur. (Sekil 19: g, h)

ABL+Siklofosfamid alan grupta ise yer yer bozulmus seminifer tubuller
bulunsa da genel olarak seminifer tubuller saglikli gorindu. Cogu tubulde atrofi
bulgusu yok denecek kadar azdi. Lumenlerde spermatozoa miktari oldukga
fazlaydi ve hicreler arasi mesafeler korunmustur. 10 tubdlin 2-3 tanesinde
gorunum ve yapi siklofosfamid grubuna benzer iken 7-8 tubul kontrol grubuna
benziyordu. Tubuller arasi 6dem hafif miktarda bazi alanlarda saptandi. (Sekil
19: 1, j)
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Kontrol

Sham

ABL

SF

ABL+SF

Sekil 19: Rat Testis H&E boyamasi (Transvers Kesit)

Kontrol, Sham, ABL (abaloparatid) ve ABL+SF (abaloparatit ve siklofosfamid)
gruplarina ait tibdl yapilari dizenli, tibdl lGmenleri spermatozoalardan zengin
oldugu, spermatogenez serisine ait hicrelerin dizenli oldugu ve tibdller arasi
bosluklarin az oldugu goérilmektedir. SF grubunda ise limenler dizensiz,
spermatogenik seri hiicreleri azalmisg, bad dokusu stromasi ayriimis olarak
g6rilmektedir.

ST: Seminifer tubdl, L: Limen, Lh: Leydig Hicresi, Siyah Ok: Spermatogonyum,
Yildiz: Olgun spermazoa, Kalin Ok: Primer Spermatid
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Her bir hayvan igin 50 farkh tubulde 400x blyutmede Johnsen
skorlamasi igin sayim yapildi ve sonugclar kaydedildi.

Kontrol grubunda 6 hayvanin Johnsen skor ortlamasi 9,36 bulundu.
Yine Sham grubunda da benzer degerler gézlendi ve 9,36 olarak kaydedildi.
ABL grubunda 9,07 ortalama degeri ile ilk 2 gruba gore dusuk bir deger
saptanmigtir. Ancak siklofosfamid alan gruba gore daha iyi durumdadir.
Siklofosfamid alan grup ise diger gruplardan bariz bir sekilde dugtuk Johnson
skoruna sahiptir. ABL+Siklofosfamid grubunda ise siklofosfamid grubuna gore
bir miktar duzelme saptandi. (Tablo 12 ve Sekil 20)

Tablo 12: Johnsen Skorlari

Johnsen skorlar1 1 2 3 4 5 6 Ort.
Kontrol 9,47 9,37 9,45 19,11 (941 ]932 |9,36
Sham 9,5 9,31 9,25 19,38 |93 9,43 | 9,36
ABL 8,87 |09,15 9,13 19,08 (9,22 894 |9,07
Siklofosfamid 813 | 791 8,4 821 |812 797 |812*
ABL+Siklofosfamid | 9,33 | 9,32 9,16 9,08 (9,11 ]9,03 |9,17

10,00
9,00
8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00

1. Hayvan 2. Hayvan 3. Hayvan 4. Hayvan 5. Hayvan 6. Hayvan Ort.

Kontrol Sham ABL Siklofosfamit ABL+Siklofosfamit

Sekil 20: Johnsen Skorlari

Bu sonugclarla Johnson skorlarini istatistiksel olarak kiyaslanmak igin
oncelikle gruplarin normal dagilimina ve varyans analizine bakildi. Sirasiyla

Shapiro-Wilk testi ve Kolmogorov-Smirnov testi ile dagilimlar normal saptandi.
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Varyans analizi igin Brown-Forsythe ve Barbett’s test yapildi. Varyans analizi
de olumlu sonugladi ve bu testler sonrasi parametrik Anova Tukey’s ¢oklu
karsilastirma testi uygulandi.

Test sonucunda Kontrol grubu ile ABL uygulamasi alan grup arasinda
Johnson skoru agisindan +2 anlamh fark vardir. (p:0,0079) Kontrol grubu ve
Siklofosfamid uygulanan grup arasinda oldukga yuksek +4 anlamli fark
saptandi. (p<0,0001) Sham grubu ile ABL grubu arasinda +2 (p:0,0064) ve
Sham grubu ile Siklofosfamid uygulanan grup arasinda + 4 anlamh fark
saptandi. (p<0,0001) ABL grubu ve Siklofosfamid uygulanan grup arasinda +4
(P<0,0001) ve ABL+Siklofosfamid grubu ve Siklofosfamid uygulanan grup
arasinda +4 (p<0,0001) anlaml fark saptandi. (Sekil 21)

Yani tum gruplarla fark saptanmasi nedeniyle siklofosfamid uygulamasi
Johnson skorunu dusurmektedir. ABL uygulamasi ise bu dususten rat

testislerini korumaktadir.

Morfolojik Degerlendirme
(Johnson Skoru)
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Sekil 21: Johnson Skorlari Dagihmlari
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4.2.2. immiinohistokimya Bulgulari
Boyanma ylizdeleri image J programi kullanilarak elde edildi. Her bir

hayvan icin 20 adet seminifer tubul ayni blyutmelerde degerlendirilerek
kaydedildi.

4.2.2.1. CREB
Primer CREB antikoru ile immunohistokimya boyamasi incelemelerinde

Kontrol grubunda anti CREB boyanma yuzde miktari Sham grubu ve
ABL+Siklofosfamid grubuna benzer ve ortalama boyanma skoru +2, +3
yogunlukta tespit edildi. (Sekil 23: Kontrol, Sham, ABL+SF)

ABL uygulanan grupta anti CREB antikoru boyanma yuzde miktari
oldukga yuksek oldugu ve boyanma skoru +3, +4 olarak tespit edildi. (Sekil
23: ABL)

Siklofosfamid alan grupta ise anti CREB boyanma miktari azaldi.
Toplam boyanmis hicre yogunlugu da benzer sekilde dustu. (Sekil 23: SF)

Anti CREB boyanma miktarinin ABL+Siklofosfamid grubunda Kontrol
ve Sham grubuna yakin gelmesi ve Siklofosfamid grubuna goére artisi
abaloparatid isimli ilacin siklofosfamidin zararli etkilerinden CREB aracili
koruyabilecegini ortaya koydu.

Genel olarak da CREB antikoru sertoli hucrelerinde ve primer
spermatositlerde  oldukga  yogun  boyanma  gosterdi.  Sekonder
spermatositlerde ve spermatozoada ise boyanma daha azdir. (Sekil 23)

CREB antikoru ile boyanma yuzdeleri saptandi ve kaydedildi. Gruplar
aras! normal dagilim ve varyans analizleri yapildi. Shapiro-Wilk testininden
negatif sonu¢ almasi nedeniyle dagilim testini gegemedi ve non-parametrik
test uygulandi. Kruskal-Wallis testi yapildi. Bu test p<0,0001 +4**** anlamh
bulundu.

Kruskal-Wallis ¢oklu karsilastirma testi sonrasi Dunn’s ¢oklu
kargilagstirma testi uygulandi. Bu test sonucunda Sham grubu ile ABL
uygulanan grup arasinda +1 (p:0,048 sinirda), ABL grubu ve Siklofosfamid
uygulanan grup arasinda +4 (p<0,0001) ve ABL+Siklofosfamid grubu ile
Siklofosfamid uygulanan grup arasinda +2 (p:0,0093) CREB antikoru ile
boyanma yuzdesi olarak anlamli fark saptandi. (Sekil 22)
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Sonugta ABL uygulamasi Anti CREB boyanma yuzdesini arttirdi ve
Siklofosfamid uygulamasi Anti CREB boyanma yulzdesini azaltti. ABL’nin
Sham grubuna gore fazla boyanmasi da CREB'’i ABL'nin stimule ettirdigini
ortaya koydu.

CREB Antikoru
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Sekil 22: Anti CREB immunohistokimyasi Boyanma Y{izdesi
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Kontrol

Sham

ABL

SF

Sekil 23: Anti CREB immunohistokimyasi

Kontrol grubu a, b, Sham grubu ¢, d, ABL grubu e, f, SF grubu g, h, ABL+SF grubu i,
j rat testis transvers kesitleri (Scale bar:50 ve10 ym) ST: Seminifer tibul, L: Limen,
Lh: Leydig Hucresi, Siyah Ok: Spermatogonyum, Yildiz: Olgun spermazoa, Kalin
Ok: Primer Spermatid
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4.2.2.2 PCNA
Primer PCNA antikoru ile immunohistokimya incelemelerinde Kontrol

grubunda anti PCNA boyanma miktari Sham grubu, ABL grubu ve
ABL+Siklofosfamid grubuna benzer c¢ikti. Boyanma yogunlugu +2, +3
yogunlukta saptandi. (Sekil 25: Kontrol, Sham, ABL, ABL+SF)

Siklofosfamid alan grupta ise anti PCNA boyanma miktari azaldi.
Toplam boyanmis hucre yogunlugu da benzer sekilde dustu. Yer yer +1
yogunlukta boyanma saptandi. (Sekil 25: SF)

Siklofosfamid hicre gogalmasini onleyen bir antikanser ilaci olmasi
sebebiyle bu sonuglar; anti PCNA boyanma dususu, ¢calismamizda net bir
sekilde ortaya kondu.

PCNA antikoru yapilan immunohistokimyasal boyanma yuzdeleri
saptandi ve kaydedildi. Gruplar arasi dagilimin normal olup olmadigi ve
varyans analizleri yapildi. Shapiro-Wilk testi ve Kolmogorov testi uygulandi.
Dagilim normal ¢ikti. Varyans testleri uygulandi ve yine olumlu sonug alindi.
(Bartlett’s test ve Brown-Forsythe test uygulandi) Butun bu testlerin sonucunda
parametrik test uygun bulundu. Tek yon Anova test +4 (p<0,0001-¢ok gugli)
anlamli bulundu. Daha sonra bir ileri test olan ¢oklu karsilastirma Tukey’s testi
yapildi.

Tukey’s testine goére Kontrol grubu, Sham grubu, ABL grubu ve
ABL+Siklofosfamid grubu (yani tum gruplarda) ile Siklofosfamid grubu
kiyaslandiginda, anti PCNA boyanma yuzdeleri arasinda +4 (p<0,0001) gibi
oldukga guglu ve anlamli bir fark vardi. (Sekil 24)

Bu sonuglar siklofosfamid uygulamasinin proliferasyonu bozdugunu
gOsterdi. Abaloparatid uygulamasinin ise tek basina anti PCNA'y1 negatif
yonde etkilemedigi, aksine ABL+SF alan grupta siklofosfamidin anti PCNA

boyanmasina olan negatif etkisinden korudugunu acgikg¢a ortaya koymustur.
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(immunohistokimyasal Degerlendirme)

w
o
|

N
o
|

Boyanma Yuzdesi (%)
g

o

Uygulama

Sekil 24: Anti PCNA immunohistokimyasi Boyanma Y{izdesi
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Kontrol

Sham

ABL

SF

ABL+SF

Sekil 25: Anti PCNA immunohistokimyasi

Kontrol grubu a, b, Sham grubu ¢, d, ABL grubu e, f, SF grubu g, h, ABL+SF grubu i,
j rat testis transvers kesitleri (Scale bar:50 ve10 uym) ST: Seminifer tibul, L: Limen,
Lh: Leydig Hucresi, Siyah Ok: Spermatogonyum, Yildiz: Olgun spermazoa, Kalin
Ok: Primer Spermatid
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4.2.2.3. HSPA4
Primer HSPA4 antikoru ile immunohistokimya incelemelerinde Kontrol

grubunda anti HSPA4 boyanma miktari Sham grubu, ABL grubu ve
ABL+Siklofosfamid grubuna benzer ¢ikti ve +3 yogunlukta saptandi. (Sekil 27:
Kontrol, Sham, ABL, ABL+SF)

Siklofosfamid alan grupta ise anti HSPA4 boyanma yuzdesi miktar
azaldi. Bu grupta yer yer +1 yogunlukta boyanmalar gozlendi. (Sekil 27: SF)

ABL+Siklofosfamid grubundaki boyanma yuzdesinin kontrol grubuna
yakin olmasi ve siklofosfamid grubuna gore bu proteinin sentezinin fazla
olmasi abaloparatid isimli ilacin siklofosfamidin zararli etkilerinden korudugunu
HSPA4 aracili olarak gosterdi.

HSPA4 antikoru ile immunohistokimmyasal boyanma yuzdeleri
saptandi ve kaydedildi. Gruplar arasi dagihm ve varyans analizleri yapildi.
Shapiro-Wilk testi ve Kolmogorov testi uygulandi. Gruplarda elde edilen
degerlerin dagilimi normal c¢ikti. Varyans testleri uygulandi ancak Brown-
Forsythe testi sonucu olmuzsuz ¢ikti. Bunun Uzerine non parametrik test
uygun bulundu. Kruskal-Wallis testi yapildi. Kruskal-Wallis test +3 (p:0,0004)
anlamh ¢ikti. Daha sonra bir ileri test olan ¢oklu karsilagtirma Dunn’s testi
yapildi.

Dunn’s teste gore Kontrol grubu ile Siklofosfamid grubu kiyaslandiginda
anti HSPA4 boyanma yuzdesi farki +1 (p:0,022) anlamli saptandi. ABL grubu
ile Siklofosfamid grubu kiyaslandiginda anti HSPA4 boyanma yuzdesi farki +1
(p:0,028) anlamh saptandi. Son olarak Sham grubu ve Siklofosfamid grubu
kiyaslandiginda anti HSPA4 boyanma yuzdesi farki +3 (p:0,0003) anlamli
olarak saptandi. (Sekil 26)

Sonug olarak siklofosfamid uygulamasi diger gruplar gore (ABL+SF

Grubu harig) anti HSPA4 boyanma miktarini dagturmusgtur.
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. HSPA-4 Antikoru
(Immunohistokimyasal Degerlendirme)
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Sekil 26: Anti HSPA4 immunohistokimyasi Boyanma Yiizdesi
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SF

ABL+SF

Sekil 27: Anti HSPA4 immunohistokimyasi

Kontrol grubu a, b, Sham grubu ¢, d, ABL grubu e, f, SF grubu g, h, ABL+SF grubu i,
j rat testis transvers kesitleri (Scale bar:50 ve10 ym) ST: Seminifer tibul, L: Limen,
Lh: Leydig Hucresi, Siyah Ok: Spermatogonyum, Yildiz: Olgun spermazoa, Kalin
Ok: Primer Spermatid
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4.2.2.4. RECS8
Primer REC8 antikoru ile immunohistokimya incelemelerinde Kontrol

grubunda anti REC8 boyanma miktari Sham grubu, ABL grubu ve
ABL+Siklofosfamid grubuna benzer ¢ikti ve +2, +3 yogunlukta saptandi. (Sekil
29: Kontrol, Sham, ABL, ABL+SF)

Siklofosfamid alan grupta ise anti REC8 boyanma miktari dusuk tespit
edildi. (+1 duzeyinde) Toplam boyanmis hiucre yogunlugunun da benzer
sekilde azaldigi gozlendi. (Sekil 29: SF)

Bu ¢alismada siklofosfamidin hicre gogalmasini dnleyen bir antikanser
ilaci olmasi sebebiyle REC8'i azalttigi tespit edildi.

Hucre g¢ogalmasi (6zellikle spertamogonyumlarda) iligkili bu proteinin
miktarinda, ABL+Siklofosfamid grubunda Kontrol grubuna yakin olmasi ve
Siklofosfamid grubuna gore bu proteinin sentezinin artigi abaloparatid isimli
ilacin siklofosfamidin zararli etkilerinden REC8 proteini aracili koruyabilecegini
dusundurdu.

RECS8 antikoru ile boyanma yuzdeleri saptandi ve kaydedildi. Gruplar
arasi dagilim ve varyans analizleri yapildi. Hem Shapiro-Wilk testi hem de
Kolmogorov-Smirnov test negatif sonug almasi nedeniyle non-parametrik test
uygulandi. Kruskal-Wallis test yapildi. Bu testin sonucunda +3 (p<0,0003)
anlaml fark bulundu.

Kruskal-Wallis ¢oklu karsilastirma testi sonrasi bir ileri test olan Dunn’s
coklu karsilastirma testi uygulandi. Bu test sonucunda Kontrol grubu ile
Siklofosfamid uygulanan grup arasinda +2 (p:0,0031) anlamli fark ¢ikarken,
ABL grubu ile Siklofosfamid uygulanan grup arasinda +3 (p:0,0007) REC8
antikoru ile boyanma yuzdesi olarak guglu anlamli fark saptandi. (Sekil 28)

Sonugta siklofosfamid anti REC8 boyanma yuzdesini kontrol grubuna
ve ABL grubuna gore azaltmistir. ABL+SF grubunda siklofosfamid grubuna
kiyasla boyanma yuzdesi artmis olsa da istatististiksel olarak anlamli
citkmamigtir.
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Sekil 28: Anti REC8 immunohistokimyasi Boyanma Yiizdesi
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Kontrol

Sham

ABL

SF

ABL+SF

Sekil 29: Anti REC8 immunohistokimyasi

Kontrol grubu a, b, Sham grubu ¢, d, ABL grubu e, f, SF grubu g, h, ABL+SF grubu i,
j rat testis transvers kesitleri (Scale bar:50 ve10 ym) ST: Seminifer tibul, L: Limen,
Lh: Leydig Hucresi, Siyah Ok: Spermatogonyum, Yildiz: Olgun spermazoa, Kalin
Ok: Primer Spermatid
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4.2.2.5. GAPDH
Bu antikor hem immunohistokimya kontrol antikoru hem de Western

Blot'ta yuUkleme kontrol antikoru olarak kullanildi. Protein seviyelerinin

normallestirmesi fonksiyonu gordu.

4.3. Western Blot Bulgulari
Bu yontemle 3 grup arasinda kargilastirma yapildi. Her grup igin 3

hayvan secildi. Se¢cim random yapildi.

Grup 1 Kontrol grubudur. Kirmizi renkte gosterildi. Grup 2 Siklofosfamid
uygulamasi alan gruptur. Grup 2 vyesil renkte gosterildi. Grup 3
Abaloparatid+Siklofosfamid uygulamasini birlikte alan gruptur. Grup 3 mauvi
renkte gosterildi.

Gruplarin ilk olarak GAPDH antikoru ile Western blot yontemiyle
isimalar tespit edildi. Bu isima miktarlarinin image j ile 8lgtimleri yapildi. Daha
sonra diger antikorlara ait dlgimler bu dlgiimler ile normalize edildi. (Sekil 30)

43kD — | ‘

34kD —

K1 K2 K3 AS1 AS2 AS3

Sekil 30: GAPDH (housekeeping) antikoru UVP goruntileme sonucu

CREB antikoru Western Blot yontemi sonucunda:

Grup 1 (Kontrol) ‘in en yuksek duzeyde eksprese edildigi, Siklofosfamid
grubunun yani Grup 2’ nin ekspresyonunun azaldigi ve Grup 3’ Un
(ABL+Siklofosfamid) Grup 1'e gore ekspresyonu daha az olsa da Grup 2’ye
nazaran ekspresyon miktari oldukga fazla tespit edilmistir. CREB’in bu
degisimi, ABL uygulamasinin, CREB aktivasyonunu arttirdigini, siklofosfamid
uygulamasinin CREB aktivasyonunu azalttigini ortaya koymustur. (Sekil 31)
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40kD —

K1 K2 K3 AS1 AS2 AS3

Sekil 31: CREB antikoru UVP goruantuleme

PCNA antikoru Western Blot yontemi sonucunda:

Grup 1 (kontrol) ‘in en yuksek duzeyde eksprese edildigi, siklofosfamid
grubunun yani Grup 2’ nin ekspresyonunun azaldigi ve Grup 3’ Un
(ABL+Siklofosfamid) Grup 1’e gore ekspresyonu daha az olsa da Grup 2'ye
nazaran ekspresyon miktari artmistir. PCNA'nin bu degisimi, ABL
uygulamasinin, spermatogenik serideki hucrelerin proliferasyona karsi
siklofofosfamidin kotu etkisinden bir miktar korudugunu ortaya koydu. (Sekil
32)

40kD —
E— P  CE—  — —— — v
30kD —

K1 K2 K3 AS1  AS2 AS3

Sekil 32: PCNA antikoru UVP goruntuleme

HSPA4 antikoru incelemesinde Grup 1'in Grup 2 ve 3’e gore daha fazla
eksprese edildigi, Grup 2’nin ise Grup 3’ten bir miktar daha az oldugu saptandi.
(GAPDH ile oranlaninca) ABL uygulamasi HSPA4 ekspresyon miktarini bir
miktar korumustur ve siklofosfamid uygulamasi HSPA4’G azaltmistir. (Sekil
33)

115kD —

105kD —

K1 K2 K3 AS1 AS2 AS3

Sekil 33: HSPA4 antikoru UVP goruntuleme
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RECS8 antikoru Western Blot yontemi sonucunda:

Grup 1 (kontrol) ‘in en yuksek duzeyde eksprese edildigi, siklofosfamid
grubunun yani Grup 2’ nin ekspresyonunun azaldigi ve Grup 3’ Un
(ABL+Siklofosfamid) Grup 1'e gore ekspresyonu daha az olsa da Grup 2’ye
nazaran ekspresyon miktari artt. REC8’ in bu degisimi ABL uygulamasinin
spermatogenik hucrelerin mayoz aktivitesini, siklofofosfamidin kotu etkisinden
korudugunu ortaya koydu. (Sekil 34)

67kD—

57kD_ W - gD o— - - o

Sekil 34: REC8 antikoru UVP goruntuleme
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5. TARTISMA
Kanser tedavilerinde yaygin olarak kullanilan siklofosfamidin, germ

hdcrelerini bozarak infertiliyete neden oldugu bilinmektedir. Son yillarda,
uygulanan kanser tedavilerin basarili olmasi nedeni ile 6zellikle gocukluk ¢agi
kanserlerinde siklofosfamid uygulamasi, geng erigkin donemde infertiliteye
neden olmaktadir. Siklofosfamidin germ hucreleri Uzerine olan zararli
etkilerinin bilinmesi ve dnlenmesi énemli bir problemin ortadan kaldirlmasini
saglayacaktir. Bu calismada, erkek farelerden alinan testis orneklerinde
PTH1R aktivatori olan abaloparatidin, siklofosfamidin olusturdugu testis
hasarindan korumasindaki roli; CREB, PCNA, REC8 ve HSPA4 primer
antikorlar kullanilarak immunohistokimyasal ve Western-Blot yontemleri ile
incelendi.

Bu calismada parafin takibi sonrasi H&E boyali rat testis kesitlerinin 11k
mikroskobik incelemesinde, kontrol ve sham grubunda testis morfolojisinin
korundugu gozlendi. Siklofosfamid uygulanan grupta ise spermatogeneze ait
hdcrelerin sayisinin azaldigi, hucreler arasi bosluklarin arttigi tespit edildi.
Testisin morfolojik olarak spermatogenezi degerlendirmekte kullanilan
Johnsen skorlari, kontrol grubunda ortalama 9,36 iken, siklofosfamid grubunda
anlamli olarak dustugu ve ortalama 8,12 olarak tespti edildi. Daha 6nce yapilan
calismalarda da siklofosfamid uygulanan fare ve siganlarda Johnsen
skorlarinin dasuk oldugu gosterilmistir (95,96). Testisin en hassas hucrelerinin
farkhlasan spermatogonyalar ve erken donem spermatidler oldugu, (33)
siklofosfamidin DNA capraz baglari, DNA replikasyonu ve transkripsiyonu gibi
hicresel suregleri kritik sekilde bozarak hizla bolinen hicrelerde apoptozu
(programlanmis hicre 0lumu) tetikledigi g6z 6nune alindiginda, siklofosfamid
uygulanan farelerin seminiferoz tubullerdeki hucre kayiplarinin ortaya
¢cikmasinda apoptozisin rol oynadigi dusunuldu (30,32).

Abaloparatid, osteoporoz tedavisi igin geligtirilen insan paratiroid
hormon-iligkili proteinin (PTHrP) (1-34) arastirma analogudur ve PTH1R'nin
epididim ve testiste eksprese edildigi hem testiste hem de epididimde
Kabakulak virusu veya Lipopolisakkarit kaynakli enflamatuar yanitlari
hafiflettigi ve hem fare modelinde hem de insan Oorneklerinde sperm
fonksiyonlarini 6nemli dlgude iyilestirdigi gosterilmistir (6). Bu galigmada, ABL

uygulanan ratlarin seminifer6z tubul morfolojik Ozellikleri kontrol grubu ile
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benzer 6zellikle benzer oldugu; lumenlerin duzenli oldugu, hucre yapilarinin
korundugu, kan testis bariyerinin bozulmadigi tespit edildi. ABL+Siklofosfamid
uygulanan grubunda morfoloji kontrol grubuna goére bozulmus olsa da
siklofosfamid grubuna gore oldukga iyi korundugu tespit edildi. Hem ABL alan
grupta (Johnsen skoru 9,07), hemde ABL + Siklofosfamidi birlikte alan grupta
(Johnsen skoru 9,17) kontrol grubuna benzer (Johnsen skoru 9,36) sonuglar
elde edildi, buna karsilik siklofosfamid grubundan (Johnsen skoru 8,12)
anlamli derecede dusuk bulundu. Parathormon reseptorunun aktivasyonun
cAMP-PKA-CREB Uzerinden hayatta kalma genlerini uyardigi ve
antiapopitotik etkili oldugu bildirilmistir (57). Abaloparatidin siklofosfamidin
zararli etkilerinden anti inflamatuvar ve anti apototik yolaklari aktive ederek
korudugu ileri surulebilir.

CREB'in hucrelerin gogalmasi, hayatta kalmasi, farklilagsmasi ve adaptif
yanitlar vermesi gibi ¢ok gesitli hlcresel suregleri yonetigi bilinmektedir. Bu
caismada CREB primer antikoru ile testis dokusunda yapilan
immunohistokimyal ve Western-Blot incelemelerinde kontrol grubunda CREB
immunorektivitesinin yuksek oldugunu tespit edildi ve spermatogenezis
patogenezinde onemli rol oynadigi dusunuldid. CREB'in germ hucrelerinin
hayatta kalmasi igin kritik 6neme sahip Sertoli hucre tarafindan uretildigi, (11)
eksikliginde kan testis bariyerinin ve spermatogenezin bozuldugu gosterilmigtir
(53). CREB’in FSH/LH  hormonlarinin  dalgalanmalari  sirasinda
spermatogenez evrelerinde dinamik ekspresyon goOsteren transkripsiyon
faktord oldugu, (54) alternatif ekzon kullanimina bagh olarak ¢esitli izoformlar
urettigi ve bu izoformlarin erken spermatogenezden post-mayotik olgun
spermatidlere kadar gen ekspresyonunu diuzenledigi, (50) ERK ve p38 MAPK
sinyal yollari tarafindan aktive ederek spermatogenez sirasinda testis
gelisimine  katki sagladigi (53) g6z oOnune alindiginda; CREB
immunorektivitesinin yiksek olmasin spermatogenesis patogenezinde énemli
rol oynadiginin bir gostergesi olarak degerlendirildi.

Siklofosfamid, surekli mitotik aktivitesi olan, hizla bolunen hucrelerde
apoptozu indukleyen bir alkilleyici ajandir ve aktif olarak bolunen, diferansiye
germ hucrelerine segcici toksisitesi ile kok spermatogonya populasyonunun bir
kismini korudugunu, spermatogenik duraklamanin ve ardindan oligospermi

veya azosperminin karakteristik paterninin ortaya ¢gikmasina neden oldugu ileri
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surulmektedir. Siklofosfamidin DNA c¢apraz baglari, DNA replikasyonu ve
transkripsiyonu gibi hucresel suregleri kritik sekilde bozdugu ve germ hucre
proliferasyonunun inhibe ettigi, germ hicre apoptozu arttirdigi, olgunlagmasini
duraklatigr  (6rn. pakiten spermatositler), sperm sayisini azaltig
(oligospermi/azospermi), sperm motilitesi/morfolojisini bozdugu, spermde
DNA hasari olusturdugu bilinmektedir (30). Bu ¢alismada siklofosfamid verilen
farelerede CREB immunoreaktivitesinin hem immunohistokimyasal hemde
Western Blot teknidi ile incelendiginde kontrol grubuna gore azalmis oldugu
tespit edildi ve CREB aktivesindeki azalmanin  siklofosfamidin
spermatogenezis patogenezinde hasar olusturmasi ile iligkili oldugu
dusunuldu. Testisteki CREB fonkisiyonlart ile ilgli cok sayida ¢alisma olmasina
ragmen, siklofosfaidin CREB Uzerinden testis Uzerine etkilerinin incelendigi tek
bir calisma bulunmaktadir. Bu ¢alismada da siklofosfamid uygulamasi sonrasi
CREB gen ekspresyonun azaldigi gosterilmistir (97). Ayrica, disi sicanlarda
POI modeli olusturmak icin siklofosfamid verilen CREB seviyesinin azaldigi
bildirilmistir (98). Post-mayotik hiucrelerde yuksek oranda ifade edilen cAMP-
responsive element modulator olan (CREM) geninin eksikligi erkek
infertilitesine neden oldugu, farelerde testis agirhginin azalmasinda, sperm
sayisinin ve hareketliliginin azalmasinda ve anormal yapiya sahip
spermatozoalarin artmasinda rol oynadigi bildirilmigtir (99,100).

ABL uygulanan ratlarin testislerinin incelenmesinde, CREB
immunoreaktivitesi kontrol grubu ile benzer 6zellikle bulundu, buna karsilik
ABL+Siklofosfamid uygulanan grupta CREB immnunoreaktivitesinin kontrol
grubuna goére dusuk olsa da siklofosfamid grubuna gore yuksek bulundu ve
abalaloparatidin CREB Uzerinden spermatogenezis patogenezine koruyucu
etki yaptigi dusunuldi. ABL ile CREB iligkisini testis Uzerinde inceleyen
calisma bulunmamaktadir. Bununla beraber ABL'in guglu bir cAMP yanitini
destekledigini ve protein kinaz A'nin (PKA) ve cAMP yanit elementi baglayici
proteinin (CREB) daha fazla aktivasyonuna neden oldugunu gosterilmigtir (10).
CREB immun hucresel stres ve DNA hasari durumlarinda DNA hasar yanit
yollarini (DDR) destekleyerek hucre proliferasyonu ve hayatta kalma
sureclerinde gorev aldigi bildirilmigtir (52). Bu bilgiler degerlendirildiginde ABL
nin CREB ekspresyonu arttimasi siklofosfamidin zararh etkisine kargi
koruyucu etki yaptigi ileri surulebilir. Daha 6nce Kore bitkisel formuli MYOMI-
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14 ile yapilan bir galismada siklofosfamid ile tedavi edilen grupta CREM mRNA
ifadesinin azaldigi ve azalmis ifadenin MYOMI ile tedavi edilen gruplarda eski
haline dondugu bildirilmigtir (97).

Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA), okaryotik hicrelerde DNA
replikasyonu ve onariminda kritik bir rol oynayan temel bir protein oldugu,
seminifer tubullerin tim evrelerindeki spermatogonyumlarda ve erken faz
primer spermatositlerde ifade edildigi bilinmektedir (101). Kontrol grubunda
immunohistokimya ve Western-Blot incelemelerinde seminifer tubullerde
PCNA immunoreaktivitesinin yuksek oldugu tespit edildi ve spermatogenezis
patogenezinde DNA replikasyonunda o6nemi rol oynadigi bigiminde
degerlendirildi. PCNA, testikuler gelisim boyunca dinamik ekspresyon kaliplari
sergiledigi, pre-pubertal donemde (6rnegin sigcanlarda dogum sonrasi 9.
gunde) mitotik olarak ¢gogalan spermatogonya (Spga) ve Sertoli hicrelerinde
yuksek diuzeyde eksprese edildigi gosterilmigtir. Germ hucre populasyonu
farkhlasmig spermatositlere dogru kaydikga ve Sertoli hucreleri olgunlastik¢a,
PCNA immunoreaktivitesinin azaldigi rapor edilmigtir (62).

PCNA indeksleme ile spermatogenezin hassas analizi, kimyasal olarak
tetiklenen testis toksisitesini tespit etmek icin erken bir biyobelirte¢ olarak
kullabilece@i ileri sdrulmektedir (101). Bununla beraber PCNA’ nin
spermatogenez patogenesindeki roli tam olarak bilinmemektedir. Bazi
arastirmacilar PCNA' nin  pozitif ekspresyonunun spermatogenez
disfonksiyona karsi iyi bir yanitin gostergesi olduguna inanirken (8), digerleri
bunun iyi dizenlenmig spermatogenezin bir gostergesi oldugunu oOne
surmektedir. Bu calismada siklofosfamid uygulanan grupta PCNA
immunoreaktivitesinin kontrol grubuna gore anlamli olarak dustugu tespit edildi
ve siklofosfamidin testis hasari olusturmasinda PCNA’ nin dnemli rol
oynadigini dusunuldd. Hem overde hemde testiste kemoterapinin gonadal
toksitesinin incelendigi ¢calismada siklofosfamid verilen farelerde overlerde ve
testislerde PCNA immunoreaktivitesinin azaldigi gosterilmistir (102). Adana
MY ve arkadaslan yaptiklari ¢alismada, siklofosfamid uygulanan ratlarda
PCNA ekspresyonunun azaldigini tespit etmisler ve bu azalmanin seminifer
tubullerin bazal membrani boyunca siralanan germinal epitelin spermatogonik
hdcrelerin ve primer spermatositlerin hasar gormesi nedeniyle hucresel

replikasyonun azalmasina baglh oldugunu bildirmislerdir (8).
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ABL+Siklofosfamid uygulanan grupta PCNA immunorektivitesinin
siklofosfamid grubuna gore anlamli derecede yukseldigi tespit edildi ve
ABL'nin siklofosfamidin olusturdugu hasara karsi, PCNA' nin merkezi oldugu
DNA onarim mekanizmalarindaki aktive ettigi dusunuldi. PCNA eksikliginin,
spermatogenez durmasina ve anormal rekombinasyona neden oldugu,
nihayetinde erkek infertilitesine yol actigi bilinmektedir (64). PCNA, DNA
onarimi ve rekombinasyonu i¢in ¢ok sayida enzimi toplayan mobil bir platform
gorevi gormesi nedeni ile (59), abaloparatidin PCNA' nin mayoz profazi
sirasinda "DNA eksizyon onarimindaki" rolu artirmig olmasi ileri surulebilir.
Biyoaktif bir flavonoid olan timokinonal ile yaptiklari ¢alismada siklofosmatid
verilen grupta dusen PCNA immunoreaktivitesinin, timokinonal uygulamasi ile
kontrol grubuna yakin duzeyine ulagtigr gosterilmigtir (8). PCNA’ nin onarim
mekanizmalarindaki kusurlarin spermatogenez durmasina ve anormal
rekombinasyona yol agarak nihayetinde erkek infertilitesine neden oldugu g6z
onune alindiginda (64), abaloparatidin PCNA'nin immunorektivitesinin
artmasi, siklofosfamid etkisini azaltarak saglikli, genetik olarak saglam sperm
proliferasyonu ile dogrudan baglantili olabilir.

Isi soku proteinleri, protein katlanmasini ve protein agregasyonunu
onleyen molekuler saperonlar olarak dnemli roller oynarlar. HSPA4’ Un testis
Uzerinde etkilerini inceleyen ¢ok az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bununla
beraber, HSPA4 prenatal gonadlarin erkek ve disi germ hiucrelerinde oldukga
zengin olarak eksprese edildigi, testiste hem somatik hem de germ
hdcrelerinde yaygin olarak bulundugu, erkek gonositlerinde HSPA4
ekspresyonun, seminifer tubdllerin bazal katmanlarina gog¢ ettikten ve
spermatogoniaya farkhlastiktan sonra kademeli olarak azaldigi gosterilmigtir.
Bu calismada immunohistokimya ve Western-Blot yontemleri ile HSPA4
immunoreaktivitesini kontrol grubunda belirgin olarak varhgi gozlendi ve
spermatogeneziste dnemli rol oynadigi dugunuldu. Germ hucrelerinin gelisimi
icin HSPA4 fonksiyonunun gerekli oldugu, ayrica embriyonik, noral ve
hematopoietik kok hucrelerde yuksek seviyelerde ifade edildigi bildirilmistir
(18).

Bu c¢alismada siklofosfamid grubunda HSPA4 immunreaktivitesi,
siklofosfamid etkisi ile azalmig olarak bulundu. Siklofosfamidin HSPA4

Uzerinden etkisini inceleyen tek bir calisma bulunmaktadir ve bu c¢alismada
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HSPA4 yuksek dizi homolojisi olan HSPA4L esas olarak yuvarlak ve uzun
spermatidlerde ifade edildigi ve SF enjeksiyonunda1 hafta sonra dnemli dlgtide
azaldigr gosterilmigtir (103). HSPA4L sperm kalitesiyle iligkili anahtar
spermatogenez proteinleri olarak tanimlandigi géz onune alindiginda (79),
siklofosfamidin spermatogonezi HSPA4 Uzerinden etkiledigi ileri surulebilir.
Hspa4 eksikligi olan farelerde erkek infertilitesinin belirgin olarak ortaya ciktigi
ve post-mayotik germ hicrelerinin sayisinda azalmaya ve apoptozise ugrayan
germ hdcrelerinin sayisinda artisa neden oldugu rapor edilmistir. HSPA4
yoklugunda, mayoz profaz I' in sonraki asamalari ve post-meyotik germ
hdcreleri igin belirte¢ genlerinin ekspresyonu azaltigi ve geg profaz I' deki gogu
germ hdcresinin geligimininin  bozuldugu bildirilmistir (18). Erkek germ
hdcrelerinin mayotik ve post-mayotik agamalarda geligimi i¢in gerekli olan ¢ok
sayida protein ¢gogunlukla pakiten spermatosit asamasinda c¢evrilmektedir
(104). Yeni sentezlenen proteinlerin dogru katlanmasini yonlendiren molekuler
saperonlarin basarisizligi, pakiten spermatositlerde yanlis katlanmis ve
hasarli proteinlerin birikmesine yol agabilir ve bu da spermatositlerin mayoz
bolinmeye devam etmek yerine apoptoza ugramasina neden olabilir.

Abaloparatid ve siklofosfamid uygulanan farelerin testis dokularinda
HSPA4 immunoreaktiviteleri siklofosfamid grubuna gore artmig bulundu.
Abalopalatinin, testis Uzerine siklofosfamidin zararli etkilerine karsi HSPA4’(n
onemli rol oynadigi dusunuldl. Abaloparatidin HSPA4 Uzerine etkilerini
inceleyen galisma bulunmamaktadir. Abaloparatidin testis tUzerindeki etkilerini
inceyen tek bir caligma vardir ve bu ¢alismada, abaloparatid tarafindan aktive
edilelen PTH1R'nin hem testis hem de epididimiste kabakulak virisu veya LPS
kaynakl inflamatuar yanitlar hafiflettigi ve hem fare modelinde hem de insan
orneklerinde sperm fonksiyonlarini 6nemli dlgude iyilestirdigi gosterilmistir (6).
Ayni calismada ABL'nin anti-inflamatuar etkilerinin, Gnaqtx ve Arrb1-/-
uzerinden, PTH1R'nin asagi akigindaki ise Gqg ve p-arrestin-1 yolunun
kullanildig1 bildirilmistir. Bu galismada, siklofofamidin HSPA4 ekspresyonunu
azaltici etkisi, abaloparatid tarafindan yukseltildigi goz onune alindiginda
abaloparatidin HSPA4 Gzerinden sperm kalitesini artici etki gerceklestirdigi ileri
surulebilir.

RECS oositler ve spermatositler tarafindan ifade edilmektedir, mayozun

dogru duzenlenmesi, normal spermatogenez igin kritik Gneme sahiptir, saglikli
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sperm uretimini saglayarak erkek germ hucresi gelisimi ve olgunlasmasini
sagladigi bilinmektedir (90). Bu galismada immunohistokimya ve Western Blot
yontemleriyle  kontrol ~ grubuna  ait testis  dokusunda RECS8
immunoreaktivitesinin varligi gozlendi ve spermatogenezis patogenezinde
onemli rol oynadidi dugunuldu. Kanonik kohezin alt birimi RAD21'in mayoz-
spesifik paraloglari olan RECS8, sinaptonemal kompleksin eksenel/lateral
elemanlarinin dizgin olusumu, homolog kromozomlarin sinapsisi ve memeli
mayozunda gapraz rekombinasyon i¢in gereklidir. Taniuchi Y ve arkadaslari
2023 yilinda, Western blot analizi ile inceledikleri testis dokusunda, profaz I'in
erken evrelerinde spermatosit bagina yaklasik 413.000-453.000 RECS8
molekllu oldugunu rapor etmislerdir (105).

Siklofofamid uygulan farelerin testis dokulari incelendiginde
immunoreaktivitenin kontrol grubuna gore azalmis oldugu tespit edildi.
Siklofosfamidinin REC8 Uzerine etkisini inceleyen tek bir c¢alisma
bulunmaktadir, bu calismada siklofosfamid ile tedavi edilen farelerde, REC8
seviyeleri nemli 6lgude azaldig1 ve spermatogonyum ve spermatositlerin ciddi
sekilde etkilendigini bildirmistir (103). REC8 bozuldugunda da mayotik
hatalarin meydana geldigi, sinaptonemal kompleks benzeri (SC) yapilarin,
homolog kromozomlar yerine kardes kromatidler arasinda anormal bir sekilde
olusdugu ve erkek ve disi infertilitesine yol agtigi bilinmektedir (106). REC8-/-
erkek epididiminin histolojik incelemesi infertilitenin olgun sperm veya
oncullerinin tamamen yoklugundan kaynaklandigini gosterilmigtir. Yetigkin
REC8 -/- tubdullerinde spermatidler ve spermatozoa tamamen olmadigi
TUNEL boyamada, REC8-/- testis tubullerindeki apoptotik hlcrelerin yaygin
olarak gozlenmesi, ayrica REC8 —/- tubullerin bazal tabakasi PCNA (mitotik
proliferasyon belirteci) pozitif mitotik spermatogonial hucrelerin bulunmasi
nedeni ile yuksek hucre dlumu seviyelerinin REC8 —/- erkeklerin infertilitesine
neden olan testis tubuler defektlerinden sorumlu oldugunu gosterdigi ileri
surtlmektedir (106). Buna karsilik, REC8 genindeki mutasyonlarin azospermi
veya siddetli oligozoosperminin yaygin bir nedeni olmadigini; ancak tespit
edilen polimorfizmlerin, bazi hastalarda multigenik etkilere sahip
polimorfizmlerle iligkili olabilecegi de ileri surtlmektedir (90).

RECS8 ’in immunohistokimya ve Western Blot yontemleriyle Olgllen
immunoreaktivitesi abalopalatid+siklofosfamid verilen grupta siklofosfamid
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grubuna gore artmis bulundu ve REC8'’ in siklofosfamidin zararli etkilerinden
abaloparatid tarafindan engellenmesinde rol oynadigi dusunuldd.
Abalapalatidin REC8 Uzerinden etkisini inceleyen c¢alisma literatirde
bulunmamaktadir. REC8 mitotik olarak ¢ogalan spermatogonyumlarda ve
daha sonra mayotik profazda (zigoten ve pakiten spermatositler) tespit
edilmigtir; burada mayotik rekombinasyon sirasinda DNA eksizyon onariminda
rol oynayabilir (63). Bu ¢calismada da abaloparatidin, siklofosfamid tarafindan
olusturulan DNA hasarini REC8 Uzerinden onardigi ileri surulebilir.
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6. SONUC VE ONERILER
H&E boyanmis testis orneklerinde, kontrol ve sham grubunda testis

morfolojisinin korundugu, siklofosfamid uygulanan grupta ise spermatogeneze
ait hdcrelerin sayisinin azaldigi, hucreler arasi bosluklarin arttigi, tespit edildi.
Testisin morfolojik olarak spermatogenezi degerlendirmekte kullanilan
Johnsen skorlari, kontrol grubunda 9,36 iken, siklofosfamid grubunda anlamli
olarak dustugu ve 8,12 olarak tespti edildi. Siklofosfamidin DNA c¢apraz
baglari, DNA replikasyonu ve transkripsiyonu gibi hicresel suregleri kritik
sekilde bozarak hizla bolinen hucrelerde apoptozu (programlanmis hucre
olumu) tetikledigi goz onune alindiginda, siklofosfamid uygulanan farelerin
seminiferoz tubullerdeki hicre kayiplarinin ortaya ¢ikmasinda apoptosisin rol
oynadig;

ABL uygulanan ratlarin testis morfolojik ozellikleri kontrol grubu ile
benzer 6zellikle benzer oldugu, ABL+Siklofosfamid uygulanan grubunda ise
morfoloji kontrol grubuna gore bozulmus olsa da siklofosfamid grubuna gore
oldukga iyi korundugu tespit edildi ve abaloparatidin siklofosfamidin zararli
etkilerinden anti inflamatuvar ve anti apoptotik yolaklari aktive ederek

korudugu;

Kontrol grubunda CREB immunorektivitesinin yuksek oldugu,
siklofosfamid  verilen farelerede CREB immunoreaktivitesinin  hem
immunohistokimyasal hemde western blot teknigi ile incelendiginde kontrol
grubuna gore azalmig oldugu tespit edildi ve CREB aktivesindeki azalmanin
siklofosfamidin spermatogenesis patogenesinde hasar olusturmasi ile iligkili

oldugu;

ABL uygulanan ratlarin testislerinin incelenmesinde, CREB
immunoreaktivitesi kontrol grubu ile benzer 6zellikle bulundu, buna karsilik
ABL+Siklofosfamid uygulanan grupta CREB immnunoreaktivitesinin kontrol
grubuna gore dusuk olsa da siklofosfamid grubuna gore yuksek bulundu ve
ABL’'nin CREB ekspresyonu arttimasi siklofosfamidin zararl etkisine karsi

koruyucu etki yaptigi;

Kontrol grubunda seminfer tubdllerde PCNA immunoreaktivitesinin
yuksek oldugu, siklofosfamid uygulanan grupta PCNA immunoreaktivitesinin
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kontrol grubuna gore anlamli olarak dustugu tespit edildi ve siklofosfamidin

testis hasari olusturmasinda PCNA’ nin dnemli rol oynadig;

ABL+Siklofosfamid uygulanan grupta PCNA immunorektivitesinin SF
grubuna gore anlamli derecede yukseldigi tespit edildi ve ABL'nin SF
olusturdugu hasara kargl, PCNA'nin merkezi oldugu DNA onarim

mekanizmalarindaki aktive ettigi;

HSPA4 immunoreaktivitesini kontrol grubunda belirgin olarak varhgi
goOzlendi, siklofosfamid grubunda HSPA4 immunreaktivitesinin anlamli
azalmisg oldugu gozlendi ve pakiten asamasindaki spermatositlerde yanhs
katlanmig ve hasarl proteinlerin birikmesine yol agarak mayoz bolunmeye

devam etmek yerine apoptoza ugramasina neden oldugui;

Abaloparatid ve siklofosfamid uygulanan farelerin testis dokularinda
HSPA4 immunoreaktiviteleri siklofosfamid grubuna gore artmig bulundu ve

ABL’nin HSPA4 Gzerinden sperm kalitesini artici etki gergeklestirdigi;

Kontrol grubuna ait testis dokusunda REC8 immunoreaktivitesinin
varligr gozlendi, Siklofofamid uygulan grupta ise immunoreaktivitinin kontrol
grubuna goére azalmis oldugu tespit edildi ve siklofosfamidin mayozu, erkek

germ hucresi geligsimi ve olgunlagmasini bozdugu;

REC8 immunoreaktivitesi abalopalatid ve siklofosfamid verilen grupta
siklofosfamid grubuna gore artmig bulundu ve abalopatin, siklofosfamid
tarafindan olusturulan DNA hasarini REC8 Uzerinden onardigi sonucuna

varildi.
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7. OZET
SIKLOFOSFAMID ARACILIGIYLA RAT AZOSPERMi MODELINE

ABALOPARATITE’NiIN TEDAVI EDICi ETKiSi

ilaclara bagli infertilite en bliylk saglik problemlerinden biridir. Kanser
tedavileri igin yaygin olarak kullanilan siklofosfamidin germ hicrelerini bozarak
infertiliteye neden oldugu bilinmektedir. Bu ¢alismada siklofosfamid tedavisi ile
ortaya c¢lkan testis hasarinda, parathormonun reseptdor analogu olan
abaloparatidin koruyucu etkisinin incelenmesi amaglanmistir.

Bu galismada, 12-16 haftalik 30 adet erkek Wistar siganlari rastgele,
kontrol, sham, abaloparatid, siklofosfamid, abaloparatid+siklofosfamid, olmak
uzere 5 gruba ayrildi. Siklofosfamidin 20 gun sureyle gunde 1 defa 15 mg/kg
intraperitoneal uygulanmasi ile testikuler hasar olusturuldu. Abaloparatid ise
56 gun boyunca gunde 10 mikrogram/kg 1 kez intraperitoneal uygulandi.
Uygulamalarin sonunda sakrifiye edilen hayvanlarin testis dokulari, histoloji ve
Western Blot teknikleri ile incelenmesi igin ikiye ayrildi. Histolojik incelemeler
H&E boyanmasi sonucu morfolojik ve Johnsen skoru degerlendirmesi ile
yapildi. immunohistokimyasal teknik ve primer CREB, PCNA, HSPA4, RECS8
antikorlari  kullanilarak hazirlanan preparatlar image J programi ile
degerlendirildi. Molekuler incelemeler, ayni primer antikorlar kullanilarak
Western Blot yontemiyle yapildi.

Siklofosfamidin testis morfolojisini bozdugu, testis agirhgini ve Johnsen
skorunu dusurdugu goruldu. Siklofosfamid grubunda CREB, PCNA, HSPA4
ve REC8 immunoraektivitesi ve protein duzeyleri, kontrol grubu, sham grubu,
ABL ve ABL+SF grubuna gore anlamli dizeyde azaldigi gozlendi (p<0,05).
Abaloparatidin, uygulanan gruplarda testis morfolojisi ile testis agirligini
korundugu, Johnsen skorunu artirdigi, kilo kaybini azalttigi, ayrica CREB,
PCNA, HSPA4 ve REC8 ekspresyonunu artirdigi tespit edildi.

Bu calismada, abaloparatidin, siklofosfamid tarafindan olusturulan
germ hucre kaybindan korudugu, mayoz bolunme (REC8) ve sperm kalitesini
(HSPA4) duzelttigi, etkisini CREB/PCNA yolagl Uzerinden gercgeklestirdigi
sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Abaloparatid, CREB, GAPDH, HSPA4, infertilite,
PCNA, RECS, Siklofosfamid
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8. INGILizCE OzET
THE THERAPEUTIC EFFECT OF ABALOPARATIDE ON THE

CYCLOPHOSPHAMIDE iNDUCED RAT AZOOSPERMIA MODEL

Drug-related infertility is one of the biggest health problems.
Cyclophosphamide, which is widely used for cancer treatments, is known to
cause infertility by damaging germ cells. This study aimed to investigate the
protective effect of abaloparatide, a parathyroid hormone receptor analog, on
testicular damage induced by cyclophosphamide treatment.

In this study, 30 male Wistar rats, 12-16 weeks old, were randomly
divided into 5 groups: control, sham, abaloparatide, cyclophosphamide, and
abaloparatide+cyclophosphamide. Testicular damage was induced by
administering 15 mg/kg of cyclophosphamide intraperitoneally once a day for
20 days. Abaloparatide was administered intraperitoneally at 10 ug/kg once a
day for 56 days. At the end of the applications, the testicular tissues of the
sacrificed animals were divided into two for examination using histology and
Western blot techniques. Histological examinations were performed with H&E
staining, and morphological and Johnsen scores were evaluated. Preparations
made using immunohistochemical techniques and primary CREB, PCNA,
HSPA4, and REC8 antibodies were evaluated with the ImageJ program.
Molecular examinations were performed with the Western blot method using
the same primary antibodies.

It was observed that cyclophosphamide disrupted testicular morphology
and decreased testicular weight and Johnsen scores. In the
cyclophosphamide group, CREB, PCNA, HSPA4, and REC8 immunoreactivity
and protein levels were found to be significantly reduced compared to the
control, sham, ABL, and ABL+SF groups (p<0.05). It was determined that
abaloparatide preserved testicular morphology and weight, increased Johnsen
scores, and reduced weight loss in the groups it was administered to, and also
increased the expression of CREB, PCNA, HSPA4, and RECS8.

This study concluded that abaloparatide protected against germ cell
loss caused by cyclophosphamide, improved meiosis (REC8) and sperm
quality (HSPA4), and achieved its effect through the CREB/PCNA pathway.

Keywords: Abaloparatide, CREB, GAPDH, HSPA4, Infertility, PCNA,
RECS, Cyclophosphamide
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