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OZET

Spermatogenez, hiicre yenilenmesi ve farklilagsmasini igeren karmagsik bir stiregtir.
Rapamisinin memeli hedefi (Mammalian target of rapamycin/mTOR) sinyal yolagi;
hiicre metabolizmasi, bliylimesi ve kurtulusunda merkezi bir diizenleyicidir. mTOR,
cesitli proteinler ile fiziksel iligki kurarak, mTORCI(mTOR kompleks 1) ve
mTORC2 (mTOR kompleks 2) protein komplekslerini olusturur. mTOR inhibit6rii
rapamisine duyarli olan mTORCI, hiicre biiylimesi i¢in gerekli olan protein sentezini
okaryotik baglatma faktorii 4E (elF4E)-baglanma proteini 1 (4E-BP1) ve p70
ribozomal S6 Kinaz 1 (p70S6K1)’i fosforlayarak tetikler. Tiiberoz Skleroz Kompleks
(TSC2/Tuberin), mTOR aktivitesini negatif yonde diizenleyen bir timor
baskilayicidir. mTOR inhibitorleri, organ transplantasyonu hastalarinda bagisiklik
sistemini baskilamak i¢in kullanilan ilaglardir. Son yillardaki raporlar rapamisinin,
organ nakli hastalarinda kullanilmasmin testosteron diizeylerinde ve sperm
sayilarinda diisiise neden olarak, fertiliteyi olumsuz etkiledigini ortaya koymaktadir.
Rapamisin ve iligkili mTOR sinyal yolagiin sperm iiretimi lizerine olan bu etkiyi ne
sekilde gerceklestirdigi hakkinda literatiirde bilgi oldukc¢a eksiktir. Bu noktadan yola
cikarak birinci asamada mTOR sinyal yolag: ile iliskili proteinlerin eriskin fare
testisinde esasen erken spermatogenik seri hiicrelerinde ekspre oldugunu gdosterdik.
Ikinci asamada bu yolagm testiste ne sekilde rolii olabilecegini arastirmay1
hedefledik. Calismada erigkin erkek farelerden kontrol, tasiyici ve rapamisin olarak 3
grup olusturulmustur. Farelerin testisinden elde edilen seminifer tiibiiller 24 saat
seminifer tiibiil damla kiiltiirtinde kiiltiire edilmistir. Rapamisin grubu 200 nmol
rapamisin varli§inda, tasiyici grubu etanol (rapamisin ¢dziiclisii) varliginda kiiltiire
edilirken, kontrol grubu %0,1 lik BSA igeren RPMI medyumu igerisinde kiiltiire
edilmistir. Kiiltiir sonras1 tim gruplar i¢cin canlilik testi yapilmistir. mTOR sinyal
yolag1 inhibisyonunun belirteci olan fosforile S6K, hiicre boliinme belirtecleri olan
PCNA, mayoz boliinmelere girisin belirteci olan Stra8 ve bir bagka mayoz boliinme
belirteci olan sycp3, germ hiicre belirteci olan VASA ve mTOR sinyal yolagi iligkili
proteinlerinin ekspresyonlar1 western blot teknigi ve immiinohistokimya teknikleri
ile gosterilmistir. Tim gruplara TUNEL metodu uygulanarak hiicre olimi
degerlendirilmistir. Tiim proteinlerin genlerinin mRNA diizeyleri, gercek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenmistir. Tiim gruplarda hiicre canliliklarinin
esit oldugu godzlenmistir. Rapamisin grubunda kontrole oranla p-S6K, PCNA ve
Stra8 ekspresyonlarinin  anlamli  derecede azaldigi gozlenmistir. VASA
ekspresyonunun tiim gruplarda esit oldugu gdosterilmistir. Apoptoza ugrayan hiicre
sayllarinda gruplar arasinda anlamli bir fark goézlenmemistir. 4EBP1 seviyesinin
rapamisin grubunda azaldig1 gozlendi. VASA ve PCNA genlerinin mRNA
seviyelerinin rapamisin uygulanan gruplarda diger gruplara gore anlamli bir sekilde
arttiglt gozlenmistir. Calismamiz mTOR sinyal yolaginin spermatogonyal kok
hiicrelerin proliferasyonu ve mayoz boliinmeye girerek farklanmasinda rolii
olabilecegini gosteren ilk fonksiyonel caligmadir. Bu calisma mTOR sinyal yolagimin
erkek tlireme sistemindeki roliine ek olarak ileride yapilacak olan kok hiicre
calismalari i¢in 151k tutabilecek bulgular1 ortaya koymustur.

Anahtar kelimeler: mTOR, rapamisin, testis, spermatogenez
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ABSTRACT

Spermatogenesis is a complex process of cellular renewal and
differentiation. mTOR signaling pathway serves as a central regulator of cell
metabolism, proliferation and survival. mTOR forms two protein complexes,
mTORC1 and mTORC2, by interacting various proteins. Rapamycin sensitive-
mTORCI positively controls protein synthesis by phosphorylating the eukaryotic
initiation factor 4E (elF4E)- binding protein 1 (4E-BP1) and the p70 ribosomal S6
kinase 1 (p70 S6K1). Tuberous sclerosis complex (TSC/Tuberin) is a negative
regulator of mMTORCI1. mTOR inhibitors are immunosuppressive drugs used in organ
transplantation patients. Recently, several studies have emphasized potential impact
of rapamycin on male gonadal function by decreasing testosterone levels and sperm
counts. Recently, we have shown immunohistochemical distributions of mTOR
signalling proteins in early spermatogenic cells of adult mice. Thus; we aimed to
investigate the effect of rapamycin administration to spermatogenic cells utilizing
seminiferous tubule cultures from adult mice. We grouped adult mice as control,
vehicle and rapamycin. We used 200 nmol rapamycin. We cultured vehicle group
mice with ethanol (solvent of rapamycin) and control group seminiferous tubules
with %0,1 BSA and RPMI medium for 24 hours. After culture cell viability assay
were performed at 0. And 24 hours. Western blot and immiinohistochemistry were
applied for p-S6K, PCNA, Stra8, VASA, Sycp3 and proteins associated mTOR
signaling pathway. For all groups TUNEL was performed for cell death. mRNA
levels were evaluate with RT-PCR. Our results have indicated that cell viability was
similar between groups. For western blot analysis p-S6K, PCNA and Stra8
expression was decreased in rapamycin administrated group significantly. No
differences were observed for VASA expression between the groups. For all groups
the number of apoptotic cells was similar. 4EBP1 levels decreased in rapamycin
group. mRNA levels of VASA and PCNA increased significantly in rapamycin
administrated group. This is the first functional study that reports mTOR signaling
pathway may have an important role in spermatogonial proliferation and
differentiation. Our findings would also contribute to stem cell studies as well.

Key words: mTOR, rapamycin, testis, spermatogenesis
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GIRIS
1.1. Hipotezin temeli ve amac

Spermatogenez, hiicre yenilenmesi ve farklilasmasmi igeren karmasik bir
stiregtir. Testis kok hiicreleri olan Tip A spermatogonyumlarin farklilasmas: ile
baslayarak olgun sperm hiicresinin olusumuna kadar devam etmektedir [1].

mTOR(mammalian target of rapamycin/rapamisinin memeli hedefi) fosfo
inozitol 3 kinaz ailesinin bir iiyesidir. Evrimsel olarak korunmus bir serin treonin
kinazdir [2]. mTOR kompleksl (mTORC1) ve mTOR kompleks2 (mTORC2) olmak
iizere 2 farkli formu bulunmaktadir. mTORCI1 kompleksi bes bilesenden olusur:
katalitik subunite 06zelliginde olan mammalian target of rapamycin (mTOR),
regulatory-associated protein of mTOR (Raptor), mammalian lethal with Secl3
protein 8 (mLST8, diger ismiyle GbL, prolinerich AKT substrate 40 kDa (PRAS40),
DEP-domain-containing mTOR-interacting protein (Deptor) [3]. Rapamisine duyarl
olan mTORCI protein kompleksi, hiicre biiyiimesi i¢in gerekli olan protein sentezini
cesitli alt yolak proteinlerini aktive ederek pozitif sekilde kontrol eder. mTORCI1
hiicre biiylimesini; protein, lipid, organel biyosentezi gibi anabolik olaylar1
indiikleyerek ve otofaji gibi katabolik siirecleri sinirlandirarak gerceklestirir [2].
mTORCI; 6karyotik baslatma faktorii 4E (eIF4E)-baglanma proteini 1 (4E-BP1) ve
p70 ribozomal S6 Kinaz 1 (S6K1)’1 fosforlayarak protein sentezini tetikler. 4E-
BP1’in fosforilasyonu sonucunda cap-bagimli translasyon [4] ve S6K aktivasyonu
sonucunda da mRNA biyogenezi, cap-bagimli translasyon ve uzama, ribozomal
protein translasyonu artar [5]. mTOR bagimli, 4E-BP1 ve S6KI1 aracili yolaklar
hiicre biiylimesi ve c¢ogalmasini birbirlerinden bagimsiz olarak kontrol ederler.
mTORC2 Akt (protein kinaz B ) tarafindan aktive edilmektedir. mTORCI hiicre
biiylimesini diizenleyen 4 esas sinyali analiz ederek birlestirir: (1) biiylime faktorleri,
(11) enerji durumu, (iii) oksijen, (iv) aminoasitler. mTORCI aktivitesinin en dnemli
diizenleyicilerinden birisi, TSC1 (hamartin) ve TSC2 (tiiberin) heterodimerlerinden
olusan Tiiberoz Skleroz Kompleks (TSC)’tir [6]. TSCl1 ve TSC2, mTORCI
kompleksinin aktivitesini negatif yonde diizenleyen 6nemli tiimor baskilayicilardir
ve bu genlerin heterozigot mutasyonlarinda, benign karakterli tiiberoz skleroz
timorleri olusur. mTORC2 ile ilgili yapilan calismalar bu kompleksin hiicre
iskeletinin diizenlenmesinde rolii oldugunu ve indirekt olarak mTORC1 kompleksini
aktive ettigini gostermektedir [6].

Son yillardaki bulgular, mTOR yolagmin T-hiicre aktivasyonu, adipogenez,
insiilin direnci, tiimdr olusumu ve anjiyogenez gibi ¢esitli hiicresel siireclerde aktive
oldugunu ve kanser, tip-2 diyabet gibi hastaliklarda ise diizenlenmesinin
bozuldugunu gostermistir [7]. Bu gozlemler, mTOR sinyal yolagina olan bilimsel ve
klinik ilginin artmasma neden olmustur. mTOR inhibitérleri olan rapamisin ve
analoglarmin, romatoid artrit, koroner restenoz, organ nakli ve solid tiimdrlerin
tedavisi gibi patolojik durumlarda artan kullanimiyla birlikte mTOR sinyal yolagina
kars1 olan ilgi daha da belirginlesmistir [7].



Bir mTOR inhibitorii olan rapamisin Streptomyces hygroscopicus’dan izole
edilmis olan bakteriyel bir makrolidtir [8]. Rapamisin * in bulunmasi ile birlikte
mTOR sinyal yolagna olan ilgi artmistir. Rapamisin FK506 baglanma protein(12
kDa) bolimi (FKBP12) ile mTOR’a baglanarak mTOR’u inhibe etmektedir [2].
mTOR inhibitorleri klinikte organ nakli hastalarinda immiinsiipresif ajan olarak
kullanilmaktadir.

Son yillarda yaymlanan raporlar, bir mTOR inhibitorii olan rapamisinin
(sirolimus), kalp ve bobrek nakli hastalarinda kullanilmasinin testosteron
diizeylerinde ve sperm sayilarinda belirgin bir diisiise neden olarak, erkek gonad
fonksiyonuna ve fertiliteye olumsuz etkileri olabilecegini ortaya koymaktadir [9-16].
Ayrica bu hastalarda, FSH ve LH hormonlarinin diizeyleri de belirgin olarak
artmistir.  2003-2008 yillar1 arasinda rapor edilen bu calismalarin sonuglari;
sirolimusun “hipergonadotropik hipogonadizm” tipinde bir etki olusturarak gonad
fonksiyonunu direkt etkiledigi fikrini desteklemektedir. Literatiirde bu etkinin
arastirildigl ¢ok az ¢alisma mevcuttur. 2000 yilinda yapilan in vitro bir ¢alismada,
mTOR’un spermatogonyal kok hiicre proliferasyonunda anahtar bir diizenleyici
oldugu ortaya konmustur [17].

Ik olarak 6n calisgmamizda mTOR sinyal yolag iliskili proteinlerin erigkin
testisindeki ekspresyonlar1 gosterilmistir [18]. Bu sinyal yolagi ile iliskili proteinlerin
erken spermatogenik hiicrelerde lokalize olmast mTOR sinyal yolagmnin
spermatogonyal kok hiicre proliferasyonu ve farklanmasinda rolii olabilecegini
diistindiirmektedir. Bu bilgiler 1518inda ‘mTOR sinyal yolag1 spermatogonyumlarin
proliferasyonu ve spermatositlerin mayoz boliinmeleri i¢in gereklidir.” hipotezi
kurulmustur.

Bu c¢alismanmm amaci;  Seminifer tiibiill damla kiiltiiriine rapamisin
uygulanarak mTOR sinyal yolaginin inhibe edilmesi ve inhibisyonun spermatogenez
siirecindeki roliiniin degerlendirilmesidir. Ik olarak uygulanan kiiltiiriin hiicre
canlilif1 iizerine etkisi ve rapamisin uygulamasinin apoptoz olusumuna etkisinin
degerlendirilmesi amaglanmaktadir. mTOR sinyal yolagi inhibisyonunun ardindan
spermatogenezde rol alan proteinler (PCNA, Stra8, Sycp3,VASA) ve mTOR sinyal
yolagu ile iligkili proteinlerin (mTOR, p-mTOR, 4EBP1) ekspresyonlarinin western
blot ve immiinohistokimya teknikleri ile degerlendirilmesi ve bu genlerin mRNA
seviyelerinin RT-PCR teknigi ile degerlendirilmesi amaglanmistir. Bdylece
rapamisin uygulamast sonucu olusan gonadal disfonksiyonun molekiiler
mekanizmasinin aydinlatilmasi hedeflenmistir.



GENEL BiLGILER

2.1. Memelilerde Testis Gelisimi

Testis dokusunda, germ hiicre gelisimi, embriyonik gelisimin erken doneminde
baslayarak yetiskinlik donemine kadar devam eden ve bir¢ok hiicresel farklilagsma
asamasini i¢eren bir olgunlagma siirecidir.

2.1.1. Memeli Testisinin Genel Yapisi

Yetigkin testisi, fonksiyonel olarak birbirinden farkli iki bolge igerir;
interstisiyum ve seminifer tiibiiller [19] (Sekil 2.1). Insterstisiyumda, kan ve lenfatik
damarlar, androjenlerin ve diger bazi steroidlerin ilretiminden sorumlu Leydig
hiicreleri ve makrofajlar bulunur [20]. Seminifer tiibiiller (sekil 2.2), yogun olarak
kivrintili bir morfoloji sergiler ve gelismekte olan germ hiicrelerini ve bu hiicrelerin
gelisimini destekleyen epitelyal hiicre soyundan gelen somatik Sertoli hiicrelerini
icerir [20]. Bu tiibiiller, germ hiicre olgunlagsmasinin gerceklesebilmesi i¢cin sekil
2.3’de gosterildigi gibi olduk¢a diizenli bir hiicresel yapiya sahiptir. Her bir Sertoli
hiicresi, tiibiiliin bazal laminaya yakin bolgesinden tiibiil iimenine kadar uzanir. Bu
hiicreler, hem kendisine komsu olan Sertoli hiicresiyle hem gelismekte olan germ
hiicreleriyle sik1 baglant1 (tight junction) ve oluklu baglantilar (gap junction) yaparlar
[21]. Bu baglantilar, seminifer tiibiil epitelini bazal ve adliiminal bdlgelere ayiran
kan-testis bariyerini olusturur ve post-mitotik germ hiicrelerinin tiibiil igerisinde
gelisimi i¢in bir mikrogevre olusturur. Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasi ile iliskide
olan hiicreler germ hiicreleridir. Bu hiicreler, seminifer tiibiillerde olgunlasma
asamalara gore tabakalanirlar:

Mitotik spermatogoniyum, seminifer tiibiildeki en az farklilasma gegirmis (en
az olgun) hiicre olup bazal membrana yakin yerlesir ve seminifer epitelin bazal
boliimiinde bulunur.

En olgun germ hiicreleri adliiminal boliimde yerlesir; mayotik spermatositler,
tiibiiliin kaideye yakim bolgesine yerlesirken yuvarlak ve uzamis haploid spermatidler
tiibiil limenine yakin yerlesirler [20] (Sekil 2.3).

Sertoli-germ hiicre mikrogevresi, bazal lamina ve peritiibiiler myoid hiicreleri
ile sarilidir.

Yetigkin testisinde seminifer tiibiiller, sperm hiicresi liretimi i¢in 6zellesmis
yapilardir. Yukarida tanimlanan diizen, embriyonik gelisimin erken basamaklarinda
baslayan olaylar zincirinin sonucudur.



Sekil 2.1. Testis genel histolojik goriintiimii.
1: Seminifer tiibiil 2: interstisiyum 3: Tunika albuginea [22]

Duktus deferens

Duktus epididimis
Efferent kanalciklar

Rete testis

Tunika
albuginea

Seminifer tibdl

Sekil 2.2. Memeli testisinin genel yapisi [23]
numarali kaynaktan modifiye edilmistir.
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Sekil 2.3: Seminifer epitelin organizasyonu [24] numarali kaynaktan modifiye edilmistir.

2.1.2. Spermatogoniya

Dogum sonras1 donemde, testis dokusunda mitotik boliinme ile ¢ogalan germ
hiicreleri spermatogonya olarak adlandirilir. Bu hiicreler, yetiskin yasami boyunca
testiste germ hiicre populasyonunun yenilenmesi ve varligi i¢in c¢ogalmak
durumundadir. Spermatogonyalar ii¢ kategoride smiflandirilir; Tip A, Intermediyet
ve Tip B [25]. Tip A farklilasmamis spermatogonya, kendi kendini yenileyebilen
spermatogonyal kok hiicre tipi olup, tek bir hiicre ya da A single (As) olarak
adlandirilir [25]. Tip A spermatogonyalar boliinerek kendilerini ¢ogaltiklar1 gibi
diger taraftan A paired (Apr) ve A aligned (Aal) gibi diger tip spermatogonyalari da
olusturur. Apr ve Aal gibi spermatogonya tipleri sitoplazmik kdpriiler araciligi ile
birbirleriyle baglant1 halindedir [19]. Hiicreler arasindaki bu sitoplazmik kopriiler,
spermatogenez boyunca varligini stirdiiriir ve kardes germ hiicreleri arasinda mRNA’
larin ve proteinlerin hareketini saglar [26]. Aal spermatogoniya, mitotik ¢ogalmanin
interfaz basamaginda bir farklilasma gegirerek Al spermatogonyaya farklanir [26].
Al spermatogonya, mitotik bolinmeler gegirdikten sonra sirasiyla A2, A3, A4,
Intermediyet (In) ve Tip B spermatogonyaya farklanir. Tip B spermatogonyalarda
preleptoten spermatositlere farklanir ve daha sonra bu hiicreler mayoza girer [20].
Spermatogonyumlar her zaman seminifer tiibiillerin bazal membrani ile fiziksel



baglant1 halindedir [19] (sekil 2.3) ancak, hiicrelerin farklilasmasi sirasinda bu
fiziksel temas azalwr. As spermatogonyadan Aal spermatogony’ya dogru gelisen
hiicreler, bazal lamina ile yiiksek derecede iliskide iken, Tip B spermatogonyadan
preleptoten spermatogonyaya gelisen hiicrelerin bazal membran ile temasi tamamen
kopar [26].

Yakin zamanda yapilan bir calismada [27], puberte Oncesi kemirgen
testisindeki gonositlerin spermatogoniyaya farklilagmasinda 6nemli bir ozellik
kesfedilmistir. Dogum sonrasinda hiicre siklusuna tekrar giren ve bazal membrana
dogru go¢ eden gonositlerin kaderleri, neurogenin-3 (Ngn3) eksprese edip
etmemelerine gore degismektedir; Ngn3 eksprese etmeyen bir grup gonosit kendi
kendilerini yenileme basamagini atlayarak direkt olarak Al spermatogonyaya
farklilasmaktadir. Bu germ hiicreleri, spematogenezin ilk dalgasi boyunca ilerler ve
matiir spermatozoa’y1 olusturur. Ngn3 eksprese eden gonositler ise kendi kendilerini
yenileme potansiyeline sahip ve sperm iiretiminin devamliligini saglayan hiicreler
olan farklilasmis spermatogonyumlar1 olustururlar [27].

Embriyonik germ hiicre gelisimini kontrol eden iki kritik faktor c-kit/SCF ve
retinoik asit, spermatogonyal farklilasmay1 da kontrol eder. Sertoli hiicrelerinde
bulunan SCF proteini ile spermatogonyada bulunan c-kit proteini, spermatogonyal
hiicre  farklilagmasmin  kontrolinde  onemli  role  sahiptir  [28,29].
Spermatogonyumlarda c-kit/SCF sinyalinin durdurulmasi, Tip A1-4 spermatogonyal
hiicre ¢cogalmasmin bozulmasma neden olur [28, 30] ve spermatogonyal hiicrelerin
apopitozla Olim oranmi artwrrr [31]. Retinol (Vitamin A) ve retinoik asit,
spermatogonyal farklilasmanin anahtar diizenleyicilerinden birisidir. Retinoik asit
sinyali, farklilasmamis spermatogonyanin A1 spermatogonyaya gecisinde dnemli rol
oynadigindan, Vitamin-A hasarli fare testislerinde, sadece Tip A farklilagsmamis
spermatogoniyalar bulunur [32]. Retinoik asit sinyal yolagina ait niiklear retinoik asit
reseptorleri, hem Sertoli hiicrelerinde hem de spermatogonyada eksprese olmaktadir.
Retinoik asit varliginda stra8 (stimulated retinoic acid gene 8) proteini ekspre
olmakta ve germ hiicrelerinin mayoz bolinmeye girisini tetiklemektedir. A
vitamininin aktif bir metaboliti olan retinoik asit postnatal testiste spermatogonyal
proliferasyon ve germ hiicrelerinin mayotik profaza girmeleri i¢cin dnemlidir [33].
Postnatal testiste 5. glinde, germ hiicrelerinin mayoz boliinmeye girdikleri siirecte,
Stra8 ekspresyonun bagladig1 gosterilmistir [33]. Eriskin testiste stra8 ekspresyonun
tip A, tip B spermatogonyalarda ve preleptoten spermatositlerde ekspre oldugu
gosterilmektedir [33].

Spermatogonyal farklilagsmay1 kontrol eden diger bir mekanizma ise hormonal
regililasyondur. Sicanlarda, normal spermatogenez sirasinda, follikiil stimiile edici
hormon (FSH) ve testosteron sinerjistik olarak bu olayr yonlendirir [34, 35].
Radyasyona maruz brrakilan sican testisinde, hem testosteron hem de FSH’un
spermatogoniyal farklilasmay1 durdurdugu gosterilmistir [36, 37]. Hem FSH hem de
intratestikiiler testosteron diizeyleri yiiksek olan bu siganlarin testisinde, sadece Tip
A spermatogonyumlar bulunur [36]. Bu patolojik modelde, FSH ve testosteron
diizeylerinin baskilanmasiyla spermatogonyal farklilasmanin tekrar stimiile edildigi
gozlenmistir [36]. Tiim bu sonuglardan gorildiigii gibi spermatogonyal matiirasyon,



gen ekspresyonunda degisiklikleri tetikleyen bircok biitiinlesmis faktor tarafindan
kontrol edilmektedir.

2.1.3. Spermatositler

Spermatositler, mayoz olarak adlandirilan 6zellesmis hiicre boliinmesi
gecirirler (Sekil 2.4). Bu boliinme, testiste ve ovaryumda bulunan germ hiicrelerine
Ozel bir bolinme sekli olup diploid gametten haploid gamet olusumunu saglar.
Mayoz iki fazda incelenir. Birincisi, homolog kromozomlarin eslesmesi ve
rekombinasyonu, ikincisi ise kardes kromatidlerin ayrilmasidir [38] (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Mayoz hiicre siklusunun basamaklari. Kromozomlar, Profaz I’e girmeden oOnce
replike olurlar. Profaz I, 5 alt basamaga ayrilir: 1) leptoten, 2) zigoten: kromozomlar
yogunlagsmaya ve eslesmeye baslar, 3) pakiten: rekombinasyon gerceklesir, 4)
diploten: kromozomlar rekombinasyon bolgesinde biraraya gelir ve 5) diyakinez:
kromozomlar ayrilir ve tamamen yogun hale gelir. Bundan sonraki asama metafaz I ve
anafaz I’dir. Burada homolog kromozomlar birbirlerinden ayrilarak hiicrenin karsi
kutuplarina yerlesir. Telofaz sirasinda olusan iki kardes hiicre hizlica mayoz II’ye
baglar. Metafaz II ve anafaz II sirasinda kardes kromatidler birbirinden ayrilir ve
hiicrenin karsi kutuplarina gider. Mayoz hiicre siklusu sonucu doért tane haploid gamet
olusur [39].



Fare testisinde, primer spermatositler bazal membran ile iliskisini koparan
Tip B spermatogonyumlardan kdken alirlar [19]. Bu hiicreler ilk 6nce preleptoten
spermatositler olarak adlandirilir. Preleptoten spermatositler, DNA’sin1 replike eden
son germ hiicreleridir [26]. DNA sentezi tamamlandiginda preleptoten spermatositler
mayozun profaz I’ine girer ve artik leptoten spermatositler olarak adlandirilir [20].
Preleptoten spermatositlerin, leptoten spermatosite farklanmasi, bu hiicrelerin Sertoli
hiicreleri arasindan gegerek bazal membrandan uzaklasmasi ve seminifer tiibiillerde
intermediyet kompartman olarak adlandirilan 3. bir kompartman olusturmas: ile
karakterizedir [20]. Bu gb¢ olay1 sirasinda, germ ve Sertoli hiicreleri arasindaki
baglant1 komplekslerinin kirilmasi ve yeniden yapilmasi s6z konusudur.

Memeli kemirgenlerinde mayotik profaz I, dogum sonrasi yaklasik 3. haftada
sonlanir. Mayotik profaz I, spermatositlerde ger¢eklesen kromatin degisiklikleri goz
online alinarak bes faza ayrilir; leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diyakinez
(sekil 2.4) [38]. Profaz 1 swasinda homolog kromozom rekombinasyonu da
gerceklesir. Bu olayda ¢ift zincirli DNA’da kiriklar olusur ancak eslesen
kromozomlar arasindaki DNA degis-tokusuyla DNA zincir tamiri gerceklesir [40].
Mayoz bolinmeye 6zgli olan bu degis-tokus olayr sinoptenamel kompleks (SC)
tarafindan kontrol edilir [38, 41].

Mayotik profazin ilk fazi olan leptoten, iplik-benzeri kromozomlarin
olusumuyla baslar [19]. Zigoten fazinda homolog kromozomlarin eslesmesi
goriilmeye baslar ve SC olusur (sinaps). Ayrica hiicrelerde kromatin kalinlagsmas1 da
zigoten faziyla karakterizedir [29]. Burada gorev alan ii¢ 6nemli SC proteini; SYCP1
(Sinaptonemal complex 1), SYCP2 (Sinaptonemal complex 2) ve SYCP3
(Sinaptonemal complex 3)’ diir. Tiim bu proteinler “fermuar” yapisinda yer almakta
ve rekombinasyonun ger¢eklesmesi i¢in iki homolog kromozomu birbirine yakin
olarak tutmaktadir. Bu proteinler, kromozom yogunlasmasi (kondenzasyon) ve
sinaps olaylarinda da gorev alirlar [38] (Sekil 2.5). Pakiten hiicrelerinde,
kromozomlar tamamen sinaps yapmis ve SC olusumu tamamlanmstir [41]. 2005
yilinda yapilan bir ¢alismada, SYCP1 geninin silinmesi sonucunda sinaps
olusturmada defektler olustugu ve 1. mayoz bdliinmenin pakiten evresinde
apoptozun arttig1 gosterilmektedir. Bunun sonucunda bu deney modelinde erkek ve
disi hayvanlarin infertil olduklar1 gosterilmistir [42]. 2009 yilinda yapilan bir
calismada, azospermi ve olizoospermi tanist alan hastalarda SYCP3 proteininin
ekspresyonlar1 immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmistir. Bu c¢aligmada
spermatogenik defektli hastalarin 1. Mayozun pakiten evresinde sinaps yapisinin
olusmamasi, diizensiz sinaptonemal kompleks olusumu ve sinaptonemal kompleks
fragmentasyonu gibi anormallikler oldugu gosterilmistir [43]. Rekombinasyonun
gergeklestigi ve hiicrelerin hizli bir sekilde biliyiime gosterdigi faz olan pakiten,
memelilerde yaklasik bir hafta sonunda tamamlanir [20]. Diploten, rekombinasyonun
oldugu, kiazmata bolgelerinin goriintiilenebildigi, SC kompleksinin birbirinden
ayrilmaya baglayarak sadece rekombinasyonun oldugu bolgelerde kontagin kaldig:
fazdir [38]. Profaz 1, diyakinezle sona erer. Diyakinez, kromatinlerin ileri derecede
kondanse oldugu ve kromozom ayrilmasina hazirhk olarak kiazmatanin
serbestlendigi fazdir [29].
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Sekil 2.5. Mayoz profaz 1 asamasinnin kromozomal olaylar1 ve sinaptonemal kompleks dagilimi
[44] numarali kaynaktan modifiye edilmistir.

Erkeklerde, homolog kromozomlarin mayotik eslenmesi disilerden farklilik
gosterirler. Erkek diploid germ hiicreleri, 22 ¢ift homolog otozom ve X-Y seks
kromozomlarmi tasir (XY, bivalent). Profaz 1 srrasinda, seks kromozomlari
genellikle eslesmemis olarak kalir. Rekombinasyon sadece pseudootozomal
bolgelerde (bu iki kromozomun eslestigi) kalmaktadir [38]. XY bivalent, pakiten ve
metafaz arasinda transkripsiyonel olarak inaktif olup XY cisimcigini yapmak i¢in
heterokromatin yapisinda belirgin degisiklikler yapar [45]. XY cisimcigi,
spermatositlerin niikleusuna 06zgilidiir ve mayotik bdliinmenin ilerlemesi i¢in
gereklidir [46].

Profaz1 takip eden metafaz asamasinda homolog kromozomlar, 1§
iplik¢iklerine tutunurlar ve anafaz agsamasinda hiicrenin karsit kutuplarina yerlesirler
[47] (sekil 2.4). Telofaz swrasinda, her biri iki kromatid i¢ceren haploid kromozomlu
iki kardes hiicre meydana gelir ve bu hiicreler, hiicrelerarasi kopriilerle halen
birbirlerine baghdir [29].

Birinci mayozun profazi tamamlandiktan sonra sekonder spermatositler
olusur. Testiste, mayoz II ¢cok hizli bir sekilde gerceklesen bir olay oldugundan bu
hiicreler kisa Omiirlii hiicrelerdir. Sekonder spermatositler adeta mitozu taklit ederler;
kardes kromatidler ig iplikcikleriyle birbirlerine tutunurlar ve metafaz-anafaz II

10



sirasinda hiicrenin karsit kutuplarina yerlesirler [19]. Mayoz II sonunda olusan en
son iirlin, spermatid olarak adlandirilan 4 adet haploid gamettir.

Mayoz sirasinda meydana gelebilecek herhangi bir mutasyon germ hiicre
soyu boyunca kalitildigindan mayoz hiicre boliinmesi sik1 bir sekilde kontrol edilir.
Sinaptonemal kompleks, mayozun kontroliinde biiyilkk 6nem tasir; cift zincirli
DNA’nin rekombinasyonu ve tamirini kontrol eden hiicre siklusu diizenleyici
proteinler i¢in yerlesim bolgesidir [38]. Hiicre siklusunda kontrol noktalarinin
diizenlenmesi, mayozun diizgiin ilerlemesi i¢in gereklidir ve mitozda oldugu gibi
siklinler ve siklin bagimli kinazlar, (cdks) ile kontrol edilir. Mayoz i¢in 6nemli olan
iki diizenleyici cdk2 ve siklin Al dir. cdk? geni olmayan erkek farelerde,
spermatositler pakiten fazina kadar ilerlemekte ancak bu hayvanlarin testislerinde
diploten spermatosit goriilmeyip SYCP3 dagilimi bozulmaktadir [48]. Siklin Al,
germ hiicre 6zellikli bir siklin olup mayoz I de profazdan metafaza gecisi diizenler
[49]. Bu proteini ekspre etmeyen mutant hayvanlarin testislerinde spermatositler
metafaz ge¢isinde duraklar ve bu hayvanlar infertil bir fenotip sergilerler.

2.1.4. Spermatidler

Spermatidler, spermiyogenezin habercisidir. Spermiyogenez, yuvarlak ve
haploid olan spermatid’in olgun spermatozoaya farklilagsmasidir. Spermiyogenez
sirasinda 5 farkli islem gerceklesir; 1) akrozom olusumu 2) niikleer yogunlasma ve
uzama 3) kuyruk (flagellum) gelisimi 4) sitoplazmanin yeniden organizasyonu 5)
spermiasyon [29].

Akrozom, spermatozoanin ovosite penetrasyonu sirasinda gerekli olan
enzimleri icerir [19]. Akrozom, Golgi kompleksi tarafindan iiretilen kiigiik
proakrozomal vezikiillerin bir araya gelerek yuvarlak, membran-bagimh vezikiil
haline gelmesiyle olusur [20]. Akrozom daha sonra, spermatid hiicre niikleusu ile
fiziksel olarak iliskiye girer ve yassilasarak spermatidlerin 6n yarisim kaplar [29].
Niikleusun spermatid ylizeyine hareketiyle birlikte akrozomda hiicre membraniyla
yakin iligkiye geger [20]. Bu olay, spermatidlerin polarize olmasimi saglar; bas (6n
kisim bolgesi) ve kuyruk (flagellum) bolgesi olusur.

Spermatidlerde niikleusun pozisyon degistirmesi disinda, kromatin de
kademeli olarak kondenzasyona ugrar ve sekil degistirir [20, 29]. Bu yeniden
organizasyon sirasinda histonlar, protaminler olarak bilinen kii¢iik niikleozom
proteinleri ile yer degistirir. Histonlarin protaminlerle yer degistirmesi, kademeli bir
islem olup ilk 6nce, histonlarin tranzisyon proteinleri (TP) ile daha sonra da bunlarin
protaminlerle yer degisimi s6z konusudur. Kromatin yeniden modellenmesi
sayesinde spermatid DNA’s1 cok kiiclik hacimde paketlenir (somatik hiicre
niikleusunun 1/20’si kadar) [50]. Protamin genlerinden herhangi birisine sahip
olmayan erkek farelerde, spermin niikleer yogunlasmasi tahrip olur [51].
Glinlimiizde, spermatidlerde histonlarin yerdegistirme mekanizmas1 heniiz tam
olarak anlasilamamis olmasina ragmen bu olayim diizenlenmesinde, Ca"/Calmudilin-
bagimli protein kinaz [V’iin (CaMKIV) direkt bir rol oynadig1 bilinmektedir [29, 52].
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Spermatidlerde, kromatinin yeniden diizenlenmesinin ardindan transkripsiyon
durur. Transkripsiyonun durmasmdan once mRNA’lar spermatidlerde depo edilir ve
daha sonra bu depo mRNA’larin kullanilmasiyla birlikte protein translasyonu
gergeklesir. Bu olay translasyonel gecikme olarak adlandirilir [53]. Mayozdan sonra
ve spermatid kondenzasyonundan 6nce, biiyiik miktarda mRNA transkripte edilir ve
messenger riboniikleoprotein parcaciklart (mRNP) olarak depo edilir. mRNP’ler
daha sonra uzamig spermatidlerde translasyona wugratilir [53]. Ayrica,
spermatositlerde ve yuvarlak spermatidlerde, mRNA depolanmasmi kolaylastirmak
amaciyla ¢ok miktarda RNA-baglayici protein iretilir. Bu RNA-baglayici
proteinlerin en 6nemlileri TRAX ve TB-RBP’dir.

Sperm kuyrugu (flagellum)’nun gelisimi, haploid erkek germ hiicrelerinde
baslar. Spermatid sitoplazmasinin periferinde bulunan bir ¢ift sentriyol, flagellum
olusumunun baslamasmdan sorumludur [29]. ki sentriyolden birisi, 9+2 seklinde
diizenlenme goOsteren mikrotiibiil yapisindaki aksonemi yapar. Mikrotiibiillerin
aksonem yapisina eklenmesiyle beraber flagellum, seminifer tiibiil limenine
uzanmaya baglar. Mikrotiibiil organizasyonunu baslatan sentriyol ¢ifti daha sonra
spermatid niikleusuna dogru hareket eder ve en sonunda akrozomun karsit kutbunda
niikleusa yapisir [20]. Aksonem uzamaya devam eder ve aksiyal filamani olusturur
[54].

Flagellar gelisim, yapisina aksesuar bilesenlerin eklenmesiyle tamamlanir ve
kuyrugun farkl segmentleri olusur; orta, esas ve son parga [54].

Spermatidlerdeki yeniden sekillenmede, kuyruk olusumu disinda, sitoplazma
iceriginin biiylik kisminimn atilmasi da s6z konusudur. Bu olay sonrasinda, daha kii¢iik
ve kendi genetik bilgisini etkili bir sekilde ovosite aktaracak olan hiicre soyu ortaya
cikar [20]. Sitoplazmanin yeniden organizasyonu sirasinda spermatidler kendi
orijinal hacimlerinin %?25ine kadar kiigiiliir [55]. Bu olayda, niikleus ve
sitoplazmadaki suyun eliminasyonu, baz1 sitoplazmik kisimlarin uzayan
spermatidlerden atilmasi[56] ve sperm salinimi swrasinda rezidual cisim olarak
adlandirilan paketlenmis sitoplazmanin atilmasi s6z konusudur [57].

Spermiasyon, matiir spermatozoanin tiibiil limenine atilmasini tarif eder. Bu
olay farede yaklasik dogum sonrasi 35.giinde baglar [20]. Memelilerde, ge¢
spermatidler, tiibiil liimenine salinimlarindan 6nce kademeli olarak Sertoli hiicreleri
ile olan baglantilarini kaybeder [29]. Ancak bu olay1 kontrol eden yegane mekanizma
heniiz tam olarak aydinlatilamamustir.

2.1.5. Yetiskin Kemirgen Testisi

Yetiskin testisinde, farklilagsmamis spermatogonyumdan spermatozoaya kadar
olan farkl gelisim evrelerindeki hiicreler yer alir. Spermatogenez olayinda gelisimsel
evreler siki bir sekilde takip edilir (Sekil 2.6). Spermatogonya, spermatosit ve
spermatid populasyonlar1 her zaman bir arada goriiliir. Bu nedenle enine kesitteki her
bir tiibiil, barmndirdig1 germ hiicre ¢esidine baglh olarak smiflandirilir (Sekil 2.7).
Seminifer tiibiildeki bu evre, olgun sperm {iretimini garantiler.
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Sekil 2.6. Seminifer epitelyum ve intersitisyumun genel histolojik goriiniimii.
Spermatogoniya, Kirmizi ok: Primer spermatosit, Daire: Yuvarlak spermatid, Yesil ok:
Uzamis spermatid, Mavi ok: Sertoli hiicre niikleusu, Siyah ok: Myoid hiicre [58]

numarali kaynaktan modifiye edilmistir.
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SIKLUSUN BASAMAKLARI

Sekil 2.7. Fare seminifer tiibiill evrelerinin basamaklandirilmasi. Yetiskin fare testisi germ
hiicreleri birbirleriyle “basamak (stage)” olarak bilinen belirli bir diizen iliskisi igerisinde
bulunurlar. Spermatogenik dalga, seminifer tiibiiliin uzunlugu boyunca linear bir
diizlemde bulunur. Yetiskin fare testisinde 12 tane basamak tanimlanmis olup asagida
belirtilmigtir. A: Tip A spermatogoniya, 1-4, (m: M faz s: S faz), IN: Intermediate
spermatogoniya, B: Tip B spermatogoniya, PL: preleptoten primer spermatosit, LE:
Leptoten primer spermatosit, Z: Zygoten spermatosit, P: Pakiten spermatosit, D: Diploten
spermatosit, m2em: Sekonder spermatosit, 1-16: spermiogenez basamaklar1 boyunca
bulunan spermatidler [39].
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2.1.6. Kemirgen Testisinin Somatik Hiicreleri

Germ hiicre gelisimi, Sertoli ve Leydig hiicrelerini i¢eren bir¢ok farkli somatik
hiicre tipi tarafindan desteklenir. Sertoli hiicreleri, germ hiicre gelisimini direkt
olarak desteklerken Leydig hiicreleri, testikiiler gelisim ve testis fonksiyonu icin
gerekli olan androjenlerin iiretiminden sorumludur.

2.1.6.1. Sertoli Hiicreleri

Germ hiicreleri, Sertoli hiicreleri ile fiziksel temas ederek gelisimlerini
tamamlar. Sertoli hiicreleri, hem fotal hem de dogum sonras1 testis gelisiminde germ
hiicreleri i¢in bir destek gorevi goriir. Sertoli hiicre Onciilleri, s6lomik epitelyum
hiicrelerinden kdken alir. Bu hiicreler, sdlomik epitelin ylizeyinden ayrilarak genital
kabarmt1 bolgesine gd¢ eder. Oncii-Sertoli hiicreleri olarak adlandirilan bu hiicreler,
E11.5°de Sry eksprese eder ve gelismekte olan gonaddaki bipotent hiicre soylarini
erkek-ozellikli farklilasmaya yonlendirerek testis gelisimine onciiliik eder [59].
Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, oncii Sertoli hiicrelerinin prostaglandin D2
iirettigi [60] ve prostaglandin D2’nin reseptoriine baglanmasiyla Sox9 ekspresyonunu
stimiile ederek onciil hiicreleri Sertoli hiicre soyuna yonlendirdigi belirtilmektedir
[61]. Gelismekte olan erkek gonadlarda, PGH kolonizasyonundan sonra dncii-Sertoli
hiicreleri, germ hiicrelerini ¢evreleyerek seminifer kordonlar1 olusturur ve PGH nin
spermatogenez yoniinde farklilagsmasini saglar.

Fotal donem ve puberte Oncesi donem, Sertoli hiicre gelisimi ve
proliferasyonu icin kritik bir siirectir. Dogumla beraber Sertoli hiicreleri, algak
prizmatik bir morfoloji sergiler, diizensiz bir yerlesim gosterir ve bazal membrana
yakin bir konumda bulunur. immatiir Sertoli hiicreleri metobolik olarak aktif olup
proliferasyon, aromataz aktivitesi, 0strojen ve anti-Miillerian hormon salgilanmasi ve
FSH’a maksimum diizeyde yanit olusturma gibi fonksiyonlar1 gerceklestirir [62].
Sertoli hiicrelerinde sekil ve pozisyon degisimi, Sertoli hiicreleri olgunlasirken
olmaktadir. Bu anda Sertoli hiicreleri uzamakta, bazal membrana dikey bir konuma
yerlesmekte ve sitoplazmasini uzatarak seminifer kordonun merkezine apikal olarak
uzanmaktadr. Yeniden diizenleme swrasinda Sertoli hiicreleri, siki1 baglantilar ve
baglant1 kompleksleri de kurmaktadir [63]. Bu hiicreler, matiirasyonlar1 sirasinda
proliferasyon kapasitelerini  yitirir ve spermatogenezi destekleyebilecekleri
fonksiyonlar kazanirlar [63, 64]. Sertoli hiicrelerinin destek gorevi gérmesi ve
ilettikleri cesitli sinyaller, yetiskinlerde germ hiicre farklilagsmasi, mayoz bdliinme,
spermiogenez ve spermatogoniyal kok hiicre havuzunun devamliligi i¢in kritik
oneme sahiptir [65, 66].

Sertoli hiicresi siki1 baglantilar1 farede PNG (postnatal giin)7 ile PNG14
arasinda olusturulmakta ve boylelikle kan-testis bariyeri (BTB) kurularak mayotik ve
post-mayotik germ hiicreleri, lenf ve kan dolasiminda olan faktorlerden uzak
tutulmaktadir. Tip B spermatogoniyal kok hiicresinin pre-leptoten spermatosite
farklilasmas1 sirasinda germ hiicrelerinin  bazal kompartmandan adluminal
kompartmana gegisi s6z konusu olup, bu sirada BTB biitiinliiglinde herhangi bir
hasar olugsmamaktadir [67]. Germ hiicrelerinin sik1 baglant1 komplekslerinden gecisi
sirasinda baglant1 komplekslerinin hizli bir sekilde agilmasi ve pre-leptoten
spermatositin go¢iinden sonra hizli bir sekilde kapanmasi gerekmektedir [68].
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Seminifer tiibiillerin bazal kompartimaninda bulunan Sertoli ve germ hiicrelerinden
iiretilen ve mikrocevreye salinan tiimor nekroz faktor-o (TNFa) nin Sertoli hiicreleri
arasindaki baglantilar1 gecici siire yeniden yapilandirarak germ hiicre gociini
sagladig1 distliniilmektedir [69]. Germ hiicreleri BTB’yi gectikten sonra, seminifer
epitelinde tiiblil limenine dogru hareketleri sirasinda, Sertoli hiicreleriyle gegici
adhezyon baglantilar1 yapar. Hiicre adezyon molekiillerinden JAM/CTX ve nektin
ailesi testiste yogun bir sekilde eksprese olmakta ve homofilik ya da heterofilik
etkilesimler yaparak germ hiicrelerinin tiibiil limenlerine dogru gogclerine
katilmaktadir [68]. Bu etkilesimler spermatogenezin ilerlemesi i¢in kritik dneme
sahiptir ve her bir Sertoli hiicresi belirli kapasitede germ hiicresinin gelisimine destek
verebilir [70, 71]

Spermatogenez i¢in gerekli olan pek ¢ok faktdr Sertoli hiicreleri tarafindan
iiretilmektedir. Ornegin, primer spermatositler glikoliz olaylarinda glukoz yerine
laktat’1 tercih etmektedir; Sertoli hiicreleri, FSH’ m kontrolii altinda laktat tretimi
yaparak primer spermatositlerin glikoliz olayma katilir [72, 73]. Demir baglayic1 bir
protein olan testikiiler transferrin de, FSH kontroliinde Sertoli hiicrelerinde iiretilen
diger bir onemli salgi trlniidir. Transferrin, reseptor-aracili endositozla primer
spermatositlere demir getirir [74-76]. Sertoli hiicreleri ayn1 zamanda bakir baglayici
bir protein olan ceruloplasmin de salgilar. Seriiloplasmin, germ hiicrelerine bakir
getirilmesinden sorumludur [70].

Ozetle, Sertoli-germ hiicre etkilesimi spermatogenezin diizgiin olarak
gerceklesebilmesinde ¢ok biiyiik 6nem tagimaktadir.

2.1.6.2. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri, luteinize edeci hormon (LH) stimiilasyonuna yanit olarak
testiste androjen iiretiminden sorumlu olan hiicrelerdir. Bu hiicreler, tiibiiller arasi
alanda yer alip genellikle kan damarlar1 ¢evresinde yiginlar olusturmalarina ragmen
seminifer tiibiillere yakin olarak da yerlesim gdsterirler [19].

Memelilerde, fotal ve dogum sonrasi donemlerde farkli Leydig hiicre
populasyonu bulunur. Fotal Leydig hiicreleri, mezonefrozdan kdken alir ve testisin
farklanmasi esnasinda interstisyel alanda bulunan mezensim-benzeri kok hiicrelerden
gelisir [77-79]. Fotal Leydig hiicrelerinin gelisimi, Sertoli hiicrelerince kontrol edilir
[80]. Fotal Leydig hiicrelerinin proliferasyon ve farklilagsmasi, platelet derived
growth factor (PDGF) ve reseptorii PDGFRA [81], Desert Hedgehog (Dhh) ve
reseptorii Patched [82] gibi proteinleri gerektirmekte ve bu faktorler i¢in mutant olan
hayvanlarda, Leydig hiicre gelisiminin bozuldugu goriilmektedir [81, 82]. Fotal
Leydig hiicreleri, E12.5 giinde, testiste ana androjen olan testosteron iiretimini
baslatarak maskiilanizasyonu saglar. Bu donemde {iretilen testosteron, yetiskin
Leydig hiicrelerinde oldugu gibi LH’a bagimli degildir [79]. Fotal Leydig hiicreleri
embriyonik gelisim boyunca sayilarini artirirlar [83].

Dogum sonrasinda, fotal Leydig hiicre sayis1 hizli bir sekilde azalir ve bu

hiicreler yetiskin Leydig hiicre populasyonu ile yer degistirir. Yetiskin Leydig hiicre
populasyonu koken olarak, fotal Leydig hiicrelerden degil, interstisiyel alanda
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bulunan farklilagmamis mezensimal hiicrelerden gelismektedir [80-84]. Bu
mezensimal hiicreler, Leydig hiicre soyunu olusturmak iizere yonlenirler ve LH
stimiilasyonuyla beraber olgunlasmamis Leydig hiicrelerine doniisiirler. Hiicre
capinda biiyiime, diiz endoplazmik retikulum hacminde artis ve sitoplazmik yag
damlaciklar1 oraninda azalma olgunlagsmamis Leydig hiicrelerinin, yetiskin Leydig
hiicrelerine doniistiigiiniin gostergesidir. Yetiskin Leydig hiicrelerinden testosteron
salgilanmas1 LH ve reseptorleri araciligiyla kontrol edilir; LH ve reseptorleri, steroid
iligkili yolaklarin ¢alisabilmesi i¢in gerekli enzimlere ait genlerin transkripsiyonunu
uyarir [85]. Androjen reseptorleri, Sertoli hiicrelerinde ve peritiibliler myoid
hiicrelerde yerlesim gosterir [86].

2.1.6.3. Peritiibiiler Myoid Hiicreler

Oncii Sertoli hiicrelerindeki Sry ekspresyonuyla beraber baslayan testikiiler
gelisim sirasinda, mezonefrozdan gelismekte olan gonada, hiicre gog¢ii devam eder
[87, 88]. Bu go¢ eden hiicrelerden bazilar1 peritiibiiler myoid hiicreler haline gelir ve
Sertoli hiicreleri ile etkilesime gecerek bazal membran kordonunu olusturur.
Peritiibiiler myoid hiicrelerin gelisim ve farklilasmasi Sertoli hiicrelerinden eksprese
olan ve peritiibiiler myoid hiicrelerinde reseptdrii bulunan Dhh kontroliinde gelisir
[89]. Mezonefrozdan gi¢ eden hiicreler ayn1 zamanda Leydig hiicre ve
interstisiyumda bulunan vaskiiler yapinin gelisimine de katilir [78].

Peritiibiiler myoid hiicreleri yassi, diiz-kas-benzeri hiicreler olup testikiiler
kordonlar1 sarar. Farede, bu hiicreler sadece tek kat seklinde bulunur[90]. Myoid
hiicreler birbirlerine baglant1 kompleksleri ile baglanir ve ¢ok miktarda aktin
filamani icerir. Bu aktin filamanlari, seminifer tiibiillerin diizensiz kasilmalarma
olanak saglar ve bdylece Sertoli hiicrelerince iiretilen salginin ve spermatositlerin
limene atilmasmi kolaylastirir [91]. Bu hiicreler, Sertoli hiicre fonksiyonunu
etkileyen, hiicre dist matriks bilesenleri ve biliylime faktorleri gibi diger bazi
maddeler de salgilarlar [90].

Myoid hiicrelerin, testis gelisimi i¢in gerekli olan androjen reseptorii icerdigi
ve retinol islevinde gorev aldigi da bilinmektedir [90]. Ozetle, myoid hiicreleri
testisin yapisal biitlinliigiiniin korunmasinda ve normal spermatogenik fonksiyonun
islemesinde gorev iistlenmektedirler.

2.1.6.4. Endotelyal Hiicreler

Her iki cinsiyete ait gonadlar, fotal donemlerde olduk¢a yogun damarlanma
gosterir [81, 92]. Testisteki endotelyal hiicreler, 6zellikle anti-mezonefrik yiizeyde ve
testis kordonlar1 arasindaki bolgelerde yogun bir damarlanma gosterir [61]. Kan
damarlar1 ve testis kordonlari, birbirlerini tamamlayan yapilar oldugundan, testis
kordonlarinin olusumu ve vaskiiler yolak arasinda karsilikli bir etkilesim s6z
konusudur. Son yillarda yapilan bir ¢alismada, germ hiicrelerinin kendi kendilerini
yenileme kapasitelerinin, farklilasmamis olan spermatogonyanin vaskiiler aga yakin
bir konumda yerlesim gostermesine bagli oldugu gosterilmistir [93]. Vaskiiler sistem,
ayni zamanda testis matiirasyonu ve fonksiyonu i¢in gerekli olan Leydig ve Sertoli
hiicrelerince iiretilen hormonlarin dolagima katilmasini da saglar.
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2.1.7. Spermatogenezin Hormonal Kontrolii

Testikiiler fonksiyonun gerceklesebilmesi i¢in, hipotalamustan salinan
gonadotropin salgilayict hormon (GnRH) un salgilanmasi ve bunun hipofizi uyararak
FSH ve LH gibi, testis lizerinde direkt etki gdsteren, glikoprotein yapisindaki
hormonlar1  salgilatmast  gerekir. Testikiiler fonksiyonun diizenlenmesinde
gonodotropin {iiretimini negatif yonde etkileyen aktivin, inhibin ve follistatin gibi
hormonlar da rol oynar. ilerleyen béliimde spermatogenezin hormonal kontrolii ve
hormonlarin Sertoli ve Leydig hiicreleri iizerindeki 6zel fonksiyonlar1 anlatilacaktir.
Sekil 2.8. hipotalamus-hipofiz-gonad aksinda LH, FSH, aktivin, inhibin
vefollistatin’in spermatogenez diizenlenmesindeki rolii 6zetlenmistir.
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SEKIiL 2.8. Spermatogenezin hipotalamus-hipofiz-gonad aksi iizerinden hormonal kontrolii.
Gonadotropin salgilatict hormon (GnRH), hipotalamus tarafindan salgilandiktan sonra
hipofizi etkileyerek buradan Luteinize edici hormon (LH) ve folikiil stimule edici
hormon (FSH) gibi gonodotropinlerin salgilanmasini uyarir. LH, Leydig hiicrelerini
uyararak testosteron {iretimini saglar; testosteron, Sertoli hiicreleri {izerinde rol oynar
ve germ hiicre davranigini diizenler. FSH Sertoli hiicreleri iizerinde etkisini gdstererek
bu hiicrelerin proliferasyonunu diizenler ve indirekt olarak germ hiicre sayisini
belirler. Aktivin, inhibin ve follistatin, testis geribildirimiyle FSH seviyesini
diizenlemek igin hipofizden tiretilir [24].
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2.1.7.1. Follikiil Stimiile Edici Hormonun Rolii

Erkek bireylerde FSH, Sertoli hiicre sayisinin belirlenmesi, sperm liretiminin
indiiklenmesi ve devamliligi i¢cin gereklidir. Testiste, FSH reseptoriiniin ekspresyonu
(FSH-R) yalnizca Sertoli hiicreleriyle sinirlidir [94]. Spermatogenez olayinda FSH’1n
birincil rolii, puberte Oncesi donemde Sertoli hiicre proliferasyonunun
indiiklenmesidir [95]. GnRH hasarli farelere testosteron verildiginde bu hayvanlarda
kalitatif olarak normal spermatogenez goriilmesine ragmen testis biiylikliiglinde ve
germ hiicre sayisinda azalma olmaktadir. Testosterona ilaveten FSH verilen ayni
hayvanlarda hem kalitatif olarak normal spermatogenez hemde normal testis
biiytikligi gorilmektedir [96, 97]. Ayrica, FSH 1 neonatal ve pre-pubertal testislere
eklenmesiyle testis biiyiikliigliniin normalden daha fazla arttigi1 ve Sertoli hiicre
sayisinin artmasina bagli olarak toplam germ hiicre sayisinin da daha yiiksek oldugu
gosterilmistir [98, 99].
Ozetle, FSH ekspresyonu, Sertoli hiicre proliferasyonunu ve matiirasyonunu
etkileyerek testisin biiyiikliigiinii ve dolayisiyla testisin spermatozoa yapim
kapasitesini etkilemektedir.

FSH diizeyi, hipofiz bezindeki aktivin, inhibin ve follistatin aktivitesi ile
belirlenir. Aktivin, hem FSH salgilanmasini hemde FSH/ mRNA ekspresyonunun
artmasmi saglarken, inhibin ve follistatin bu mRNA ekspresyonunu azaltmakta ve
belirlenemeyecek diizeylere kadar yikima ugratmaktadir [100-104]. Aktivin ve
follistatin gonad, hipofiz ve hipotalamus tarafindan sentezlenir [105]. Follistatin,
aktivine doniisiimsiiz olarak baglanarak aktivitesini negatif yonde diizenler. Inhibin,
Sertoli hiicrelerinden dolasima salgilanir ve hipofizde aktivin tip II reseptoriine
baglanarak FSH salgilanmasini baskilar. Bdylece aktivin sinyali durdurulur.
Dolasimdaki FSH diizeyinin, yeri geldiginde Sertoli hiicrelerince iiretilen inhibin
dretimini diizenlemesi bu olayin, klasik bir negatif kontrol mekanizmasiyla
calistigini gosterir.

2.1.7.2. Luteinize Edici Hormonun Rolii

LH, heterodimerik bir glikoprotein olup hipofizden GnRH stimiilasyonuna
yanit olarak eksprese olur. LH reseptorleri (LH-R) baslica Leydig hiicrelerinde
bulunmasmma ragmen reseptore ait boyanmalara spermatogenik hiicrelerde de
rastlanir [106]. LH-R eksik erkek fareler, fenotipik olarak normal dogmakta ve vahsi-
tip yavrulardan ayirt edilememektedir. Ancak, postnatal farelerde, testikiiler biiyiime
ve testikiiler inme defektleri, eksternal genitallerin ve aksesuar bezlerin
olgunlasmasinda durma ve spermatogenezin yuvarlak spermatid basamaginda
durmas1 (arrest olmasi) gibi bozukluklar goriiliir. Bu farelerde, Leydig hiicre sayisi
ve hacmi de anlamli bir sekilde azalir. Testikiiler testosteron iiretimi, neonatal mutant
ve vahsi-tip hayvanlarda ayniyken, yetiskin homozigot mutant farelerde anlamli bir
azalma s6z konusudur. Bu nedenle, LH nin f6tal fare Leydig hiicrelerinin farklilasma
ve fonksiyonu i¢in gerekli olmadigi ancak yetiskin Leydig hiicrelerinin endokrin
fonksiyonunda gorev aldig1 diistiniiliir [107, 108].

LH fonksiyonu, 6zellikle testisteki Leydig hiicrelerinden {iretilen testosteron

sentezinin diizenlenmesinde gereklidir [109]. LH-R silinmis farelere disaridan
testosteron verildiginde bu hayvanlarda spermatogenezin kurtarildigi gosterilmistir
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[106, 110]. Testosteron uygulamasi ayn1 zamanda, hem FSH hem de LH dan yoksun
olan erkek farelerde spermatogenezin kurtarilmasimi basarmistir [97]. Testosteron
fonksiyonu, cinsiyet farklilagmasinin diizgiin gergeklesebilmesi ve spermatogenezin
normal devam edebilmesi i¢in gereklidir. Testosteron’un ortamdan ¢ikarilmasiyla, ilk
olarak yuvarlak spermatidlerin ve daha sonra uzamis spermatidlerin kayboldugu
gosterilmistir [111]. Germ hiicreleri ile Sertoli hiicreleri arasindaki adezyon da
androjen-bagimlidir.  Testosteron’un  azalmasiyla  beraber matir uzamis
spermatidlerin fagositoza ugradigi ve yuvarlak spermatidlerin prematiir olarak
kaldig1 gozlenmistir [112-114].

2.2 mTOR (rapamisin memeli hedefi) sinyal yolag:

mTOR proteini evrimsel olarak korunmus, 289kDa agirhiginda bir serin-
treonin kinazdir ve ¢esitli proteinler ile fiziksel iliski kurarak, mTORC1 ve mTORC2
protein komplekslerini olusturur [2]. Rapamisine duyarli olan mTORCI protein
kompleksi, hiicre biiylimesi i¢in gerekli olan protein sentezini ¢esitli alt yolak
proteinlerini aktive ederek pozitif sekilde kontrol eder. mTORCI1 hiicre biiylimesini;
protein, lipid, organel biyosentezi gibi anabolik olaylar1 indiikleyerek ve otofaji gibi
katabolik siirecleri sinirlandirarak gergeklestirir.

mTORCI fonksiyonlar1 hakkinda elde edilen bilgilerin ¢cogu, bakteriyal bir
makrolid olan rapamisin’in kullanimi ile ortaya c¢ikmistir. Rapamisin hiicreye
girdikten sonra; FKS506-baglanma proteini 12kDa (FKBP12)’ye baglanir ve
mTOR’un FKBPI12-rapamisin baglama domeyni (FRB)’ye baglanarak aktivitesini
inhibe eder [2], (Sekil 2.2.1).

mTORCI1 kompleksi bes bilesenden olusur: (i) katalitik subunite 6zelliginde
olan mammalian target of rapamycin (mTOR); (i1) regulatory-associated protein of
mTOR (Raptor); (ii1)) mammalian lethal with Sec13 protein 8 (mLST8, diger ismiyle
GbL); (iv) prolinerich AKT substrate 40 kDa (PRAS40); (v) DEP-domain-containing
mTOR-interacting protein (Deptor) [3]. Bu kompleksi olusturan proteinlerin rolleri
henliz net olarak aydinlatilmamis olsa da; iist sinyal yolaklar1 tarafindan
fosforlanarak aktive oldugunda mTOR’un hiicre biiylimesini ve c¢ogalmasini
destekleyen sinyal yollarmi calistirdigt bilinmektedir (Sekil 2.9). Rapamisinin
memeli hedefi (mTOR) sinyal yolagi, hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyalleri bir araya
getirir ve hiicre metabolizmasi, biiylimesi, ¢ogalmasi ve kurtulusunda merkezi bir
diizenleyicidir [7]. Son yillardaki bulgular, mTOR yolagmm T-hiicre aktivasyonu,
adipogenez, insiilin direnci, timdr olusumu ve anjiyogenez gibi cesitli hiicresel
sireglerde aktive oldugunu ve kanser, tip-2 diyabet gibi hastaliklarda ise
diizenlenmesinin bozuldugunu gostermistir [7].

Bu gézlemler, mTOR sinyal yolagna olan bilimsel ve klinik ilginin artmasina
neden olmustur. mTOR inhibitdrleri olan rapamisin ve analoglarinin, romatoid artrit,
koroner restenoz, organ nakli ve solid tiimorlerin tedavisi gibi patolojik durumlarda
artan kullanimiyla birlikte mTOR sinyal yolagina karst olan ilgi daha da
belirginlesmistir [7].
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Sekil 2.9. mTOR organizasyonu ve sinyal kompleksleri. (a) mTORun yapisinin sematik ¢izimi. (b)
mTORC komplekslerinin &zeti ve fonksiyonlari [115] numarali kaynaktan modifiye
edilmistir.

mTORCI; 6karyotik baslatma faktorii 4E (eIF4E)-baglanma proteini 1 (4E-BP1) ve
p70 ribozomal S6 Kinaz 1 (S6K1)’1 fosforlayarak protein sentezini tetikler (Sekil
2.10). 4E-BPI’in fosforilasyonu sonucunda cap-bagimli translasyon [4] ve S6K
aktivasyonu sonucunda da mRNA biyogenezi, cap-bagimli translasyon ve uzama,
ribozomal protein translasyonu artar [5]. mTOR bagimli, 4E-BP1 ve S6K1 aracilt
yolaklar hiicre biliyiimesi ve c¢ogalmasmi birbirlerinden bagimsiz olarak kontrol
ederler. mTORCI hiicre biiylimesini diizenleyen 4 esas sinyali analiz ederek
birlestirir: (i) biiylime faktorleri, (i) enerji durumu, (ii1) oksijen, (iv) amino asitler
mTORCI aktivitesinin en dnemli diizenleyicilerinden birisi, TSC1 (hamartin) ve
TSC2 (tiiberin) heterodimerlerinden olusan Tiiberoz Skleroz Kompleks (TSC)’tir [6]
(Sekil 2.10). TSC1 ve TSC2, mTORC1 kompleksinin aktivitesini negatif yonde
diizenleyen Onemli timor baskilayicilardr ve bu genlerin  heterozigot
mutasyonlarinda, benign karakterli tiiberoz skleroz tiimorleri olusur [6].
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Sekil 2.10. mTOR sinyal ag1 [115] numarali kaynaktan modifiye edilmistir.

2.3. Rapamisin:

Bir mTOR inhibit6rii olan rapamisin 1975 yilinda Streptomyces hygroscopicus
dan izole edilmis olan bakteriyel bir makrolidtir [8]. Rapamisin’in antifungal ve
antiprolifreatif etkileri bulunmaktadir. Interldkin 2 reseptdriiniin Interlokin 2’ye
baglanmas1 T hiicre proliferasyonu kontrol etmektedir [116]. Rapamisin Interlokin
2(IL-2) mRNA translasyonunu baskilamakta ve IL-2 stabilitesini bozmaktadir ve bu
etki ile immiin yanitta rol alan T hiicrelerini inaktive olmaktadir [116]. Rapamisin
kalp, bobrek transplantasyonu hastalarinda immiinsiipresif olarak yaygin olarak
kullanilmaktadir.

1991 yilinda proteini rapamisine duyarli olan TOR (target of
rapamycin/rapamisin hedefi ) isimli bir gen bulunmustur. Rapamisinin bulunmasi ile
birlikte mTOR(rapamisin memeli hedefi) sinyal yolagma olan ilgi artmigtir.
Rapamisin hiicreye girdikten sonra; FK506-baglanma proteini 12kDa (FKBP12)’ye
baglanir ve mTOR’un FKBP12-rapamisin baglama domeyni (FRB)’ye baglanarak
aktivitesini inhibe eder [2] (Sekil 2-11, 2-12)
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Sekil 2.11. Rapamisin’in molekiil yapisi [117] numarali kaynaktan modifiye edilmistir.
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Sekil 2.12. Rapamisin’in mTOR sinyal yolagi iizerindeki etkisi. Rapamisin mTORC1’in
aktivasyonunu inhibe etmektedir. mTORC1’in baskilanmasi sonucu alt yolaginda bulunan
S6K ve 4EBP1 proteinlerinin fosforilasyonunu baskilanmakta ve transkripsiyon, ribozom
biyogenezi gibi olaylar gerceklesememektedir. [118] numarali kaynaktan modifiye
edilmistir.

2.3.1. Rapamisin ve erkek infertilitesi

mTOR inhibitorleri, organ nakli hastalarinda bagisiklik sistemini baskilamak
icin kullanilan ve bobrekte toksik etki olusturmayan yeni smif ilaglardir. Bununla
birlikte, son yillarda yayinlanan raporlar, bir mTOR inhibitorii olan rapamisinin
(sirolimus), kalp ve bobrek nakli hastalarinda kullanilmasinin testosteron
diizeylerinde ve sperm sayilarinda belirgin bir diisiise neden olarak, erkek gonad
fonksiyonuna ve fertiliteye olumsuz etkileri olabilecegini ortaya koymaktadir [9-16].

Ayrica bu hastalarda, FSH ve LH hormonlarinin diizeyleri de belirgin olarak
artmigtir.  2003-2008 yillar1 arasinda rapor edilen bu calismalarin sonuglari;
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sirolimusun “hipergonadotropik hipogonadizm” tipinde bir etki olusturarak gonad
fonksiyonunu direkt etkiledigi fikrini desteklemektedir. Literatiirde rapamisinin
erkek gonad fonksiyonuna olumsuz etkisinin degerlendirildigi cok az ¢alisma
mevcuttur. 2000 yilinda yapilan in vitro bir ¢alismada, mTOR’un spermatogonyal
kok hiicre proliferasyonunda anahtar bir diizenleyici oldugu ortaya konmustur [17].

Rapamisinin literatiirde artarak rapor edilen erkek fertilitesindeki olumsuz
etkilerine ragmen, bu etkilerin mekanizmasmda rol oynayabilecegini diisiindiigiimiiz
mTOR sinyal yolagi proteinlerinin, erigkin testisindeki ekspresyonlar1 heniiz
tanimlanmamigtir. Yapmis oldugumuz 6n ¢aligmada mTOR sinyal yolag: ile iliskili
proteinlerin erigkin fare testisindeki ekspresyonlarinin degerlendirilmistir. Bu
calisma ile mTOR sinyal yolag1 proteinlerinin spermatogonyal kok hiicrelerde ve
erken spermatositlerde ekspre oldugu gosterilmistir [18].

Bu calismada; erigkin fare seminifer tiibiil kiiltiirinde mTOR sinyal yolagi
inhibisyonunun fare spermatogenik hiicrelere etkisinin gdsterilmesi amacglanmaistir.
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GEREC ve YONTEM

Calismamizda, Akdeniz Universitesi “Deney Hayvanlar1 Unitesi’’ tarafindan
saglanan ve standart laboratuar kosullarinda beslenen 18 adet Mus Musculus
BALB/C wki yetiskin (8 haftalik) erkek fare kullanildi. Farelerden elde edilen testis
dokularindan seminifer tiibiiller elde edildi. Calisma i¢in asagidaki gruplar
olusturuldu.

1. Kontrol (n=6)
2. Taswyict (n=6)
3. Rapamisin(n=6)

3.1. Seminifer tiibiill damla Kkiiltiirii

Farelerden elde edilen testis dokular1 RPMI medyumu igerisine alindi.
Mikroskop altinda kapsiilii uzaklastirilan testis igerisindeki seminifer tiibiiller bir
pens yardimi ile tutularak cekildi ve 5 mm'lik pargalara boliindii. Tiibiil parcalar:
petri kabinin kapag icerisinde olusturulan 30 pl'lik damlalara (RPMI + % 0,1'lik
BSA igeren) alindi. Bir damla igerisine 5 adet tiibiil konuldu. Petri kisminin alt
kismma yiizeyi kaplayacak kadar distile su konuldu. Damlalar1 i¢eren kapak kismi
distile su iceren kisim iizerine kapatildi. Bu sekilde damlalar icerisinde bulunan
seminifer tiibiillerin askida kalmasi saglandi.

Rapamisin grubu i¢in alinan tiibiiller 200 nmol rapamisin varliginda, tasiyici
grubu rapamisinin ¢0ziiclisii olan etanol (200nmol) varliginda kiiltiire edilirken,
kontrol grubu ise RPMI ve % 0,1 lik BSA igeren damlalarda kiiltiire edildi. Tiibitiller
32°C ve %5 CO; igeren inkiibatorde 24 saat kiiltiire edildi. Bu gruplar igin kullanilan
hayvanlardan kontrol 0. saat i¢in de doku temin edildi.

3.2. Hiicre canhhk testi:

Kiiltiir ortaminin saghkli olup olmadigimi ve kiiltiire edilen hiicrelerin
canliligmi test etmek amaciyla ilk olarak tiim gruplardan elde edilen seminifer
tiibiiller i¢in canlilik testi yapildi. Bu amacgla ‘Roche Cell proliferation assay MTT
kit’ kullanildi. Canlilik testi metabolik olarak aktif hiicrelerde dehidrogenaz enzimi
aktivitesi ile birlikte tetrozolium’un formazana doniisiimiiniin 6l¢iilmesi prensibine
dayanmaktadir.

3.2.1. Hiicre izolasyonu

Kontrol 0. saatte ve 24 saatlik kiiltiirden sonra tiibiiller 10 dk. siire ile 1 mg/ml
konsantrasyondaki kollajenaz varliginda 32°C ve %5CO; igeren inkiibatorde inkiibe
edildi. Ardindan ortama %0.025 konsantrasyonunda tripsin-EDTA eklendi ve 15 dk.
inkiibasyona birakildi. Bu inkiibasyonlar sirasinda mekanik calkalama ve pipetaj
yapilarak tiibiiller parg¢alandi ve hiicreler ayristirildi. Elde edilen hiicreler santrifiij
yapilarak ¢oktiiriildii. 2 kez %0,5’lik BSA iceren RPMI medyumu ile yikandi ve
resuspanse edildi. Ardindan bu hiicreler thoma laminda sayildi. Tiim gruplar i¢in esit
sayida hiicre 96 kuyucuklu plaklara yiiklendi. Her grup icin 6 ayr1 kuyucuk
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yiiklenerek hiicre sayisiin esitligi test edildi. Kuyucuklara MTT isaretleyici
soliisyon eklendi ve 4 saat 32°C ve %5CO, iceren inkiibatorde inkiibe edildi.
Ardindan MTT ¢6ziicti soliisyon eklenerek gece boyu inkiibe edildi. Ertesi giin 570
nm’de ELISA plak okuyucuda absorbanslar okundu. Elde edilen degerler
karsilagtirildi.

3.3. Doku takibi ve kesit alma

Kiiltiire edilen tiim gruplardaki tiibiiller, Bouin fiksatifi ile 1 saat oda 1sisinda
tespit edildi ve ardindan fiksatifin fazlasini uzaklastirmak amaciyla 3-4 saat %70
alkolde yikandi. Yikama islemini takiben seminifer tiibiiller Akdeniz iiniversitesi
Patoloji Laboratuvarinda otomatik doku takip cihazinda takip edildi. Son olarak
parafin bloklar hazirland1 ve hazirlanan bloklardan 5 mikrometre kalinliginda kesitler
alindi. Bloklardan alinan kesitlere immiinohistokimya ve TUNEL metodu uygulanda.

3.4. immiinohistokimya protokolii

Bes um kalinligindaki parafin kesitler, pozitif yiiklii lamlar (Superfrost) iizerine
almarak bir gece 45°C’lik etiivde bekletildi. Deparafinizasyon i¢in iki kere 5’er
dakika ksilollerden geg¢irildikten sonra, her birinde beser dakika olmak kaydiyla
%100, %90, %80 ve %70’lik alkol serilerinden gegirilerek rehidrate edildi. Daha
sonra, distile suda g¢alkalanarak, tris tamponunda (TBS; pH: 7.2-7.4) ii¢ kere beser
dakika yikandi. Antijenik maskenin giderilmesi amaciyla kesitler 200 ml glisin
tamponu (pH:3.5) icerisinde mikrodalga firmmda 10 dk muamele edildikten sonra, 20
dakika oda 1sisinda sogumaya birakildi. Cevresi hidrofobik kalemle ¢izilen kesitler,
distile su ve TBS’ten gecirildi. Endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi amaciyla
kesitler %3’liik hidrojen peroksit ile 5 dk inkiibe edildi. Distile suda g¢alkalanip
TBS’te yikanan kesitler, oda sicakliginda ve nemli ortamda 6zgiil olmayan
Immunoglobulin (Ig) baglanmalarint 6nlemek amaciyla bloklama serumu (Lab
Vision) ile 6 dk muamele edildi. Serumun fazlasi1 alindiktan sonra kesitler, tavsan
poliklonal anti-mTOR (Cell Signalling, Kat. 2983) ile 1:400 diliisyon oraninda, oda
1s1sinda gece boyu; tavsan poliklonal anti-fosfo-mTOR (Ser2448) (Cell Signalling,
Kat. 2976) ile 1:100 diliisyon oraninda oda 1sisinda gece boyu; tavsan poliklonal
anti-fosfo-4EBP1 (Thr37/46) (Cell Signalling Kat. 2855) ile, 1:100 oraninda oda 1s1s1
gece boyu; anti-sinaptonemal complex 3 (Abcam Kat no: 15093) oda isisinda 20
dakika inkiibe edildi. Kontrol kesitlerine primer antikorlarin protein miktar: ile ayni
oranda protein i¢eren izotip kontrolleri uygulandi. Kesitler, inkiibasyon sonunda TBS
ile lic defa beser dakika yikandi.

Daha sonra sirasiyla, 1 saat oda isisinda biyotinli tavsan sekonder antikor
(Vector) ile ve onceden 30 dk oda isisinda bekletilen Vectastain Avidin Biotin
Complex Kit [Vector PK 4000] ile 30 dk inkiibasyon yapildi. Her iki uygulama
sonrasinda da, TBS ile 3 defa beser dakika yikama yapildi. Sinyali gelistirmek icin
dokular {i¢ dakika 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) kromojeni (Sigmafast Kat: 4168)
ile muamele edildikten sonra, distile suda yikandi. Mayer’in Hematoksilen’inde
(Dako) 30 saniye zit boyama yapildiktan sonra 3’er dk swrasiyla %70, %80 ve
%90’lik alkol, 10 dk %100’liik alkol ve son olarak 5’er dk ksilollerden gegirilerek
entellan kapatma soliisyonu ile kapatildi. Immunohistokimyasal tekniklerle boyanan
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biitiin kesitler Axioplan mikroskopunda (Zeiss) degerlendirildi ve Spot Advance
Programu araciligiyla resimler elde edildi.

3.5. Sds - poliakrilamid jel elektroforezi (page) ve western blot

Seminifer tiibiill Ornekleri, proteaz inhibitdér kokteyli igeren “Triton-X”
soliisyonuna alindiktan sonra; sonikator kullanilarak homojenize edildi. Tim
ornekler, 10.000 g’de, +4°C’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra elde edilen
stipernatant —20°C’de buzdolabinda saklandi. Total protein ekstraksiyonu yapilmis
bu dokularin icerdigi protein miktarlari, NanoDrop 2000 cihaziyla niceliksel olarak
elde edildi. Elektroforezden hemen once, 100 °C’deki suda Ornekler 5 dakika
kaynatildi. Jel elektroforezi i¢in, %4-12 lik gradient Bis-Tris jeller kullanildi. Her
kuyucuga 20 mikrolitre 6rnek, protein miktarlar1 esit olacak sekilde konuldu ve Mini
protean sistem III tankinin i¢ine yerlestirildi. Mini protean sistem III tankina,
elektroforez solusyonu eklenerek, tank giic kaynagina baglandi. Proteinler, giic
kaynagi araciligr ile 200 Volt, 115 miliamperde 35 dakika elektroforez edildi.
Proteinler jelde yiiriirken, PVDF membran iistte ve altta 3 er adet filtre kagidi olacak
sekilde sandvi¢ bigiminde hazirlandi. PVDF membran {izerine proteinleri iceren jel
konularak hazirlanan sandvi¢ Mini protean III sistemindeki tank blot i¢erisine alind1.
Mini protean III tankma transfer soliisyonu eklendi ve +4 °C’de gece boyu
proteinlerin membrana transfer olmasi saglandi. Proteinlerin PVDF membrana
transferinden sonra elde edilen membran, Tris tuz soliisyonu (TBS) ile hazirlanan %
5 lik yagsiz kuru siit tozu ile oda 1sisinda 1 saat calkalayici iizerinde bloklandi.
Membran, iireticinin tavsiyesine gore hazirlanmis ve bloklama soliisyonu i¢inde
dilue edilmis olan primer antikorlar (p-S6K, PCNA, Stra8, Vasa, GAPDH)
kullanilarak oda sicakliginda 2 saat karstirici iizerinde inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda TBS-T ile 1 saat boyunca 10 dakikada bir TBS-T soliisyonu yenilenerek
yikama yapildi. Membran, primer antikorlar i¢in uygun olan ve bloklama soliisyonu
icerisinde dilue edilmis olan horseradish peroksidaz (HRP) konjuge IgG iceren
sekonder antikorla oda sicakliginda karistirict tlizerinde 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 1 saat boyunca 10 dakikada bir TBS-T soliisyonu
yenilenerek yikama yapildi. Membranlar, SuperSignal Chemiluminisans (CL)-HRP
substrat sistemi ile 5 dakika inkiibe edildi ve sonrasinda membranlardaki sinyaller
hiperfilme karanlik odada kaset kullanilarak aktarildi Banyo sirasinda film,
developer ve fiksatiften gecirildi ve distile su ile yikanip kurutuldu.

Rapamisinin mTOR sinyal yolagmi inhibe edip etmedigini gostermek
amaciyla; fosforile S6K1 antikoru kullanildi. Boylece; mTOR sinyal yolaginin
seminifer tiibiildeki aktivasyonu degerlendirildi. Ardindan bu sinyal yolaginin
inhibisyonunun hiicrelerin mitoz ve/veya mayoz boliinmelerinde rol alan belirtecleri
etkileyip etkilemedigini arastrmak amaciyla asagidaki proteinlerin ekspresyonlari
degerlendirildi:

*Spermatogoniumlarin mitoz boliinmelerini belirlemek amaci ile PCNA antikoru
kullanildi.

*Premayotik hiicreleri belirlemek amaci ile Stra 8 antikoru kullanildi.
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*Spermatogonyumlardan yuvarlak spermatidlere kadar olan germ hiicrelerini
belirlemek ve sayilarimi degerlendirmek amaciyla; germ hiicre belirteci olan MVH
(Mouse VASA homolog protein) antikoru kullanild1.

GAPDH primer antikoru ise; proteinlerin esit yiiklendigini gostermek amaciyla
internal kontrol olarak kullanildi. Elde edilen sinyaller, NIH internet sitesinde
mevcut olan ve densite Olgen bilgisayar programlar: ile niceliksel olarak
degerlendirildi.

3.6. Tunel metodu

mTOR sinyal yolagi inhibisyonunun apoptoz etkisinin degerlendirilmesi
amaciyla tiim gruplar arasinda apoptotik hiicrelerin sayist degerlendirildi.

Bes um kalinliginda seri kesitler Poli-L lizin kapli lamlara alind1 ve 24 saat
ya da daha uzun siireyle oda 1sisinda kurutma yapildi. Boyanmanin uygulanacagi
glinden 1 gece Once, kesitler 45°C’lik etiivde gece boyu bekletildi. Uygulamadan
once, kesitler 60°C’lik etiivde 1 saat bekletildi. 2 kez, 5’er dakika ksilol
soliisyonunda deparafinizasyon uygulandi. Al¢alan alkol derecelerinde (%100, %90,
%380, %70) 1’er dakika siirelerle rehidratasyon uygulandi. Kesitler suya konularak,
TUNEL islemine baslandi. PBS soliisyonunda 2 kez 5’er dakika yikama yapild.
Permeabilizasyon soliisyonunda, +4°C’de (buzdolabinda ya da oda 1sisinda buz
iizerinde) 8 dakika bekletildi. PBS soliisyonunda 2 kez 5’er dakika yikama yapild.
TUNEL soliisyonununda, 37°C’de, 1 saat, nemli ortamda, karanlikta bekletildi. PBS
soliisyonunda 2 kez 5’er dakika yikama yapildi. 30ul Converter-AP (vial 3) kesitler
tizerine damlatilir ve 37°C’de, 30 dakika, nemli ortamda, karanlikta bekletildi. PBS
soliisyonunda 2 kez 5’er dakika yikama yapildi. Fast Red substrat soliisyonunda oda
is1sinda, 10 dakika, nemli ortamda, karanlikta bekletildi. PBS soliisyonunda 2 kez
5’er dakika yikama yapildi. Kaisers jelatin ile kapatma yapildi.

3.7. Ger¢ek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR):

Rapamisin’in varliginda (deney grubu) ve yoklugunda (kontrol grubu) kiiltiire
edilen seminifer tiibiillerden, RNA izolasyon kiti kullanilarak, total RNA elde edildi
ve daha sonra bu RNA, reverse transkriptaz araciligiyla komplementer DNA’ya
(cDNA) ¢evrildi. Bu cDNA’larda mTOR, S6K1, 4E-BP1, tuberin, VASA, PCNA,
Sycp3, Stra8 genlerine ait mRNA’larin ekspresyonlar1 tiim gruplarda RT-PCR
reaksiyonu ile karsilastirildi. RT-PCR’de belirtilen genler i¢in, dnceden tasarlanmis
ve kullanima hazir plakalar kullanildi. Reaksiyonda, 18S, beta-aktin ve alfa-tubulin
referans genler olarak kullanild1.

3.8. Istatistiksel analizler

Tiim degerler ortalama + standart sapma (SD) olarak ifade edildi. Rapamisin’in
varliginda (deney grubu) ve yoklugunda (kontrol grubu ve sham grubu) 0. saat, 24.
saatte kiiltiire edilen seminifer tiibiillerde, hiicre canliligi; kontrol grubundaki
hiicrelerin %100 canli oldugu kabul edilerek diger gruplarla “Student’s t” test
kullanilarak karsilastirildi. Deney grubunun ve sham grubunun kontrol grubu ile ayr1
ayr1 karsilagtirilmasi i¢in “One Sample t” testi kullanildi. Western blot analizleri i¢in
gruplar arasindaki fark ‘One Way Anova’ testi ile degerlendirildi. Post hoc
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analizlerde PCNA ve VASA icin ‘Tukey’ testi, Stra8 ve S6K icin ‘Holm Sidak’
testi kullanildi. RT-PCR reaksiyonu sonunda One Way ANOVA ile istatistiksel
analiz yapild1 ve gruplar arasindaki mRNA ekspresyonu karsilastirildi. p degerleri
0.05 altinda oldugunda sonuglar anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

4.1. Seminifer tiibiil damla kiiltiirii

Seminifer tlibiil kiiltiirii sonunda kontrol 0. Saat ve 24 saatlik
inkiibasyonlardan elde edilen tibiiller rutin histolojik boyamalar yapilarak
degerlendirildi (Sekil 4.1, Sekil 4.2). Bu degerlendirmelerin sonunda seminifer tiibiil
kiiltiir kosullarinin saglikli oldugu belirlenerek kontrol, tasiyici ve rapamisin grubu
i¢in kiiltiire devam edildi.

Sekil 4.1. Kontrol 0. saatte izole edilen Sekil 4.2. Kontrol 24. saatte kiiltlirden
seminifer tiibiillerin genel alman seminifer tiibiilin genel
mikroskobik goriiniimii mikroskobik goriiniimii
(Biiyiitme: 40X) Kontrol 0. (Biiyilitme: 40X). Seminifer
saatte saglikl tiibiiller elde tiibiil kiiltiirii sonunda saglikli
edildigi gozlendi. tibiller elde edildigi gdzlendi.

4.2. Canhlik testi

Seminifer tiibiil kiiltiirii sonrasinda tiim gruplar i¢in elde edilen canlilik testi
sonuclar1 degerlendirildi. Gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark
bulunmadi. Bu sonuglara gore seminifer tiibiil kiltliri ve hiicre izolasyonu
asamasinda sonuglarimizi etkileyecek bir hiicre kayb1 olmadigi gosterildi (Sekil 4.3).
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benzer oldugu gozlendi.

Sekil 4.3. Kontrol 0. saatte ve 24 saatlik kiiltiir sonunda elde edilen hiicre
canlilik degerleri. Kontrol ve deney gruplarinda hiicre canliligiin

Her seminifer tiibiil kiiltlirliniin ardindan canlilik testi ve rutin histolojik
degerlendirme yapildi.

4.3. Western blot
Seminifer tiibiil kiiltiiri sonrasinda ilk olarak mTOR
inhibisyonunun bir belirteci olan p70S6K proteininin gruplar arasindaki degisimi
western blot teknigi ile gosterildi. p70S6K miktarmin 24 saatlik rapamisin grubunda
kontrol 0. saat ve kontrol 24 saatlik gruplara gore anlamli sekilde azaldig1 gozlendi.
Elde edilen bu sonuglara gore seminifer tiibiil kiiltlirine 200 nmol rapamisin
uygulamasi sonucunda mTOR sinyal yolagmin inhibe edildigi gosterildi (Sekil 4.4,
Sekil 4.5).

J | J | ) |
| | | |

KONTROL KONTROL RAPAMISIN ETANOL
0. SAAT 24 SAAT 24 SAAT 24 SAAT

Sekil 4.4. Kontrol 0. saat ve 24 saatlik kiiltiirden elde
edilen seminifer tiibiillerin p70S6K
ekspresyonu. GAPDH (internal kontrol).
Rapamisin  uygulanan  grupta  p70S6K
ekspresyonun azaldigi goézlendi.
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FOSFORILE S6K
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Sekil 4.5. Her grup i¢in elde edilen fosforile S6K / GAPDH oranlar1
Rapamisin uygulanan grupta p70S6K ekspresyonun anlamli
sekilde azaldig1 gozlendi.  (*P<0.05)

mTOR sinyal yolagi inhibisyonun ardindan premayotik hiicre belirteci olan
Stra8 ve prolifere olan hiicre belirteci olan PCNA seviyelerinin de p70S6K ile benzer
bir sekilde rapamisin uygulanan grupta diger gruplara gore anlamli sekilde azaldigi
gosterildi (Sekil 4.6-4.7-4.8).

..’. GAPDH (37 kDa)
.b S M | stra 8 (45 kDa)

“- M | PCNA (36 kDa)
\ J | J \ ) |\ J

| | | |

KONTROL KONTROL RAPAMISIN ETANOL
0. SAAT 24 SAAT 24 SAAT 24 SAAT

Sekil 4.6. Kontrol 0. saat ve 24 saatlik kiiltiir sonunda
mitoz ve mayoz bolinme belirteclerinin
ekspresyonlari. GAPDH (internal kontrol)
Rapamisin uygulanan grupta PCNA ve Stra8
ekspresyonlarinin azaldigi gézlendi.
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Sekil 4.7. Her grup igin elde edilen PCNA / GAPDH oranlar1. Rapamisin
uygulanan grupta PCNA ekspresyonunun anlaml sekilde azaldigi
gozlendi. (*p<0.05)
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Sekil 4.8. Her grup igin elde edilen Stra8 /GAPDH oranlar1. Rapamisin
uygulanan grupta Stra8 ekspresyonunun anlaml sekilde azaldigi
gt')zlendi. (*¥P< 00 05)

Germ hiicre belirteci olan VASA (Mouse vasa homolog) proteininin tiim
gruplarda esit oldugu gozlendi (Sekil 4.9-4.10).
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Sekil 4.9. Kontrol 0. saat ve 24 saatlik kiiltiirden elde
edilen seminifer tiibiillerin VASA (Germ
hiicre belirteci ) ekspresyonlari. GAPDH
(internal kontrol) Kontrol ve deney
gruplarmda VASA ekspresyonunun benzer
oldugu gozlendi.

VASA

500
400

T
300
200 -
100 -
0 - T T T

KONTROLO. KONTROL 24 RAPAMISIN ETHANOL 24
SAAT SAAT 24 SAAT SAAT

| VASA/GAPDH ORANI |

KONTROL ve DENEY GRUPLARI

Sekil 4.10. Her grup i¢in elde edilen VASA / GAPDH oranlart. VASA
ekspresyonunda kontrol ve deney gruplari arasinda anlamli bir fark
gozlenmedi.
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4.4. Tunel

Kontrol 0. saat ve 24 saatlik kiiltiirden elde edilen seminifer tiibiillerde apoptotik
hiicre sayisinin benzer oldugu gozlendi (Sekil 4.11).

KONTROL 0. SAAT KONTROL 24 SAAT

p 2T - 4
> '..‘ : e s’ . ]
.’.
A 50 um -
RAPAMISIN 24 SAAT ETANOL 24 SAAT

Sekil 4.11. Kontrol 0. Saat ve 24 saatlik kiiltiirden elde edilen seminifer tiibiillerdeki TUNEL
reaksiyonu. Kontrol ve deney gruplarinda apoptotik hiicre sayisinin benzer oldugu
gozlendi. Siyah oklar: TUNEL reaksiyonu pozitif olan hiicreler

4.5. Immiinohistokimya

mTOR sinyal yolag: iligkili proteinlerin mayoz belirteci olan sycp3
proteininin ekspresyonu immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi. mTOR,
fosforile mTOR ve Sycp3 proteinlerinin ekspresyonlarinda kontrol 0. Saat ve 24
saatlik kiiltirden elde edilen seminifer tiibiiller arasinda fark olmadigi gozlendi.
(Sekil 4.12, 4.13, 4.14). 4EBP1 ekspresyonunun rapamisin grubunda azaldigi
gozlendi. (4.15).
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KONTROL 0. SAAT

KONTROL 24 SAAT

RAPAMISIN 24 SAAT

ETANOL 24 SAAT
Sekil 4.12. Kontrol 0. Saat ve 24 saat kiiltiirden elde edilen seminifer tiibiillerdeki mTOR

ekspresyonu. mTOR ekspresyonunun kontrol ve deney gruplarinda benzer oldugu

gozlendi. Siyah oklar: preleptoten spermatositlerdeki mTOR ekspresyonu,
Etanol 24 saat sag iist kdse: negatif kontrol
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KONTROL 0. SAAT

KONTROL 24 SAAT

RAPAMISIN 24 SAAT ETANOL 24 SAAT

Sekil 4.13. Kontrol 0. Saat ve 24 saat kiiltiirden elde edilen seminifer tiibiillerdeki p-mTOR
ekspresyonu. P-mTOR ekspresyonunun kontrol ve deney gruplarinda benzer oldugu

gozlendi. Kirmizi oklar: Spermatogonyumlardaki p-mTOR ekspresyonu , Kontrol
0. Saat sol iist kose: negatif kontrol
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KONTROL 0. SAAT

KONTROL 24 SAAT

RAPAMISIN 24 SAAT ETANOL 24 SAAT

Sekil 4.14. Kontrol 0. Saat ve 24 saat kiiltiirden elde edilen seminifer tiibiillerdeki sinaptonemal
kompleks 3 ekspresyonu. Kontrol ve deney gruplarinda Sycp3 ekspresyonunun

benzer oldugu gozlendi. Siyah oklar: primer spermatositlerdeki sycp3 ekspresyonu,
Kontrol 24 saat sag iist kdse: negatif kontrol
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KONTROL 0. SAAT KONTROL 24 SAAT

RAPAMISIN 24 SAAT ETANOL 24 SAAT

Sekil 4.15. Kontrol 0. Saat ve 24 saat kiiltiirden elde edilen seminifer tiibiillerdeki p-4EBP1
ekspresyonu. P-4EBP1 ekspresyonunun rapamisin uygulanan grupta anlamli
sekilde azaldig1 gozlendi. Siyah oklar: preleptoten spermatositlerdeki p-4EBP1
ekspresyonu, kirmizi oklar: spermatogonyumlardaki p-4EBP1 ekspresyonu,
Rapamisin 24 saat sag iist kose: negatif kontrol

4.6. Gercek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu

RT-PCR degerlendirmeleri sonucunda S6K geninin mRNA diizeylerinde
gruplar arasinda anlamli sekilde fark olmadigi gosterildi (Sekil 4.16). mTOR,
4EBP1, TSC2, Stra8, Sycp3 genlerinin mRNA seviyelerinin gruplar arasinda benzer
oldugu gozlendi. Istatistiksel agidan anlamh bir fark gozlenmedi (Sekil 4.17, 4.18,
4.19, 4.20, 4.21). Rapamisin uygulanan grupta VASA ve PCNA genlerinin mRNA
seviyelerinin kontrol 0. saatteki seminifer tiibiillere oranla istatistiksel olarak anlaml1
sekilde arttig1 gozlendi (Sekil 4.22, 4.23).
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Sekil 4.16. Kontrol 0. saatte ve 24 saatlik kiiltiirden elde edilen seminifer
tiibiillerdeki S6K mRNA ekspresyonu. Kontrol ve deney
gruplarimda S6K ekspresyonunun benzer oldugu goézlendi.
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Sekil 4.17. Kontrol 0. saatte ve 24 saatlik kiiltiirden elde edilen seminifer
tiibiillerdeki mTOR mRNA ekspresyonu. Kontrol ve deney
gruplarinda mTOR ekspresyonunun benzer oldugu gézlendi.
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Sekil 4.18. Kontrol 0. saatte ve 24 saatlik kiiltiirden elde edilen seminifer
tiibiillerdeki 4EBP1 mRNA ekspresyonu. Kontrol ve deney
gruplarmda 4EBP1 ekspresyonunun benzer oldugu gézlendi.
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Sekil 4.19. Kontrol 0. saatte ve 24 saatlik kiiltiirden elde edilen seminifer
tiibiillerdeki TSC2 mRNA ekspresyonu. Kontrol ve deney
gruplarmda TSC2 ekspresyonunun benzer oldugu gozlendi.
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Sekil 4.20. Kontrol 0. saatte ve 24 saatlik kiiltiirden elde edilen
seminifer tiibiillerdeki SYCP3 mRNA ekspresyonu. Kontrol ve
deney gruplarinda Sycp3 ekspresyonunun benzer oldugu gozlendi.
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| GORECELI STRA8 mRNA DUZEYi |

Sekil 4.21. Kontrol 0. saatte ve 24 saatlik kiiltiirden elde edilen seminifer
tiibiillerdeki STRA8 mRNA ekspresyonu. Kontrol ve deney
gruplarinda Stra8 ekspresyonunun benzer oldugu gézlendi.
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Sekil 4.22. Kontrol 0. Saatte ve 24 saatlik kiiltiirden elde edilen seminifer

tiibiillerdeki VASA mRNA ekspresyonu. VASA ekspresyonunun

rapamisin uygulanan grupta anlaml sekilde arttig1 gézlendi.
(¥P< 0.05)
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Sekil 4.23. Kontrol 0. Saatte ve 24 saatlik kiiltiirden elde edilen seminifer

tiibiillerdeki PCNA mRNA ekspresyonu. PCNA ekspresyonunun
rapamisin uygulanan grupta anlaml sekilde arttig1 gézlendi.
(*P<0.05)
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TARTISMA

Rapamisin klinikte organ nakli hastalarinda immiin sistemi baskilamak i¢in
yaygin olarak  kullanilmaktadir. Son yillarda rapamisin kullaniminin erkek
hastalarda gonad fonksiyon bozukluguna neden oldugunu gdésteren bazi ¢alismalar
bulunmaktadir. Rapamisin uygulamas1 erkek hastalarda sperm sayisinda diisiise
neden olarak geri doniisiimlii ya da kalic1 bicimde gonad fonksiyon bozukluguna
sebep olabilmektedir.

2004 yilinda Kaczmarek ve arkadaslarmin rapamisin uygulanan kalp
transplantasyon hastalarinda yaptiklar1 bir calismada; erkek hastalarin testesteron
seviyelerinde diisiis ve gonadotropin seviyelerinde artis oldugu gosterilmistir [11].
2004 yilinda Frietsche ve arkadaslarmin yaptigi diger bir ¢alismada, rapamisin
uygulanan bdobrek transplantasyon hastalarinda testosteron seviyesinin rapamisin
uygulanmayanlara gore diisiik oldugu gosterilmistir [10]. 2007 yilinda yaymlanan bir
raporda; bobrek transplantasyon hastalarinda rapamisin (sirolimus) uygulamasi
sonucu gelisen hipergonadotropik hipogonadizm etkisinin, hastalara uygulanan
immiinsiipresif ajan degistirildiginde geri dondiigii gosterilmektedir [8]. Literatiirde
rapamisinin erkek fertilitesindeki olumsuz etkisinin degerlendirildigi ¢cok az calisma
mevceuttur.

c-KIT/SCF (c-KIT  reseptdrii) sinyali mTOR sinyalinin iist yolaginda
bulunan fosfo inozitol 3 kinaz ile aktive olmaktadir ve spermatogenez ve erkek
fertilitesi agisindan dnemlidir. c-KIT homozigot mutant hayvanlarin spermatogonyal
kok hiicre proliferasyonundaki diisiis ve kok hiicre apoptozundaki artisa bagl olarak
steril olduklar1 2000 yilinda yapilan bir ¢alisma ile gosterilmistir [119]. 2000 yilinda
yapilan bir calismada rapamisin’in fosfo inozitol 3 kinaz c¢-KIT baglantismmn alt
yolagin1 baskiladig1 gosterilmistir [17]. Feng ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bu
calismada rapamisin’in spermatogonyal proliferasyonu PI3K/AKT/mTOR/P70S6K
sinyalini baskilayarak bloke ettigi gosterilmistir. Calismada spermatogonya
kiiltiiriinde mTOR sinyalinin spermatogonyada SCF/c-KIT aracilig1 ile siklin D3’ii
upregiile ettigi ve hiicre siklusunun devamliligini sagladigi gosterilmektedir. Bu
calismaya gore rapamisin &nemli bir kok hiicre faktdrii olan c-KIT sinyalini
baskilayarak spermatogenezi duraklatmaktadir [17]. Fakat bu calisma sadece
spermatogonya hiicrelerin izole edilerek mTOR sinyal yolaginin baskilandig in vitro
bir ¢aligmadir. Rapamisinin diger spermatogenik seri hiicreleri lizerindeki olasi
etkisini gosteren baska bir ¢calisma literatiirde bulunmamaktadir. Bu bilgiler 1s1ginda
yapmis oldugumuz 6n ¢aligmada; mTOR sinyal yolagi proteinlerinin erigkin
testisindeki ekspresyonlar1 degerlendirilmis ve mTOR sinyal yolagi proteinlerinin
spermatogonyum ve premayotik hiicrelerde ekspre oldugu gosterilmistir. Bu sonuclar
dahilinde mTOR sinyal yolaginin spermatogenik hiicrelerin proliferasyonunda ve
mayoz boliinme stirecinde rolii oldugu diisiiniilerek bu ¢alisma planlanmistir.

Calismamiz, mTOR sinyal yolagmin spermatogenez iizerindeki roliiniin
detayli olarak gosterildigi ilk fonksiyonel ¢alismadir. Bizim ¢alismamizda, seminifer
tiibiil kiiltiiriinde bu sinyal yolaginin olasi etkisi arastirilmustir. ilk olarak, uygulanan
seminifer tlibiil kiiltiirlinde spermatogenik hiicrelerin canli kaldiklar1 ve rapamisin
uygulamasi sonrasinda bu yolagin inhibe edildigi gosterilmistir. Ciinkii rapamisin
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uygulamasinin ardindan, fosforile S6K proteininin ekspresyonu anlamli olarak
azalmistir. Buna karsilik germ hiicre sayisiin tiim gruplarda esit oldugu germ hiicre
belirteci (VASA) ile gosterilmistir. Hem apoptoza giden hiicre sayisinin hem de
germ hiicre sayisinin kontrol ve deney gruplarinda benzer olmasi, 24 saat rapamisin
uygulamasi sonrasinda seminifer tiibiilde heniiz germ hiicre sayismnin degismedigini
gostermektedir. Rapamisin uygulamasindan 24 saat sonra proliferasyon belirteci olan
PCNA seviyesinin rapamisin uygulanan grupta diger gruplara gore anlamli sekilde
azaldig1 gosterilmistir. Bir sonraki asamada hiicrelerin farklanma siireci
degerlendirilmistir.

Retinoik asit varliginda Stra8 proteinin ekspre oldugu ve germ hiicrelerinin
mayoz boliinmeye girisini tetikledigi bilinmektedir [33]. A vitamininin aktif bir
metaboliti olan retinoik asitin postnatal testiste spermatogonyal proliferasyon ve
germ hiicrelerinin mayotik profaza girmeleri i¢cin énemli oldugu, 2008 yilinda Qing
Zhou ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir caligmada gosterilmistir. Bu c¢aligmada
postnatal testiste 5. giinde, germ hiicrelerinin mayoz bolinmeye girdikleri siirecte,
Stra8 ekspresyonun basladig1 gosterilmektedir [33]. Eriskin testiste Stra8
ekspresyonun tip A, tip B spermatogonyumlarda ve preleptoten ve erken leptoten
spermatositlerde ekspre oldugu gosterilmektedir [33].

Bizim ¢alismamizda, rapamisin uygulanan grupta, premayotik hiicre belirteci
Stra8 seviyesinin diger gruplara gore anlamli sekilde azaldig1 gosterilmektedir.
Boylece mTOR sinyal yolaginin mayoz boliinmeye giristeki etkisinin Stra8 proteini
aracilig ile olabilecegi ortaya konmustur.

2010 yi1linda yayinlanan bir ¢alismada, mTOR ekspresyonun testis dokusunda
hiicreler farklandik¢a farklanan hiicrelerde progresif olarak azaldigi gosterilmektedir
[120]. Spermatogonyumlarda mTOR ekspresyonu yiiksek iken farklanmadan itibaren
mTOR ekspresyonu azalmaktadir. Yine bu ¢alismada mTOR sinyalinin alt yolaginda
bulunan p-S6K ekspresyonunun mayotik profaz 1 asamasinda yiiksek iken,
mayozdan sonra azaldig1 gosterilmektedir [120]. 2012 yilinda yaymlanan bir
calismada rapamisin uygulamasmin yaslanmayir geciktirdigi gosterilmektedir.
Rapamisin uygulamasmin doz bagimli olarak karaciger dejenerasyonunu azalttigi,
kardiyak miyositlerde atipik niikleus olusumunu azalttig1 gosterilmistir. Yiiksek doz
rapamisin’in endometrial hiperplaziyi engelledigi, diisiik ve yiiksek rapamisin
uygulamasinin adrenal tiimor olusumunu azalttigi gosterilmektedir. Bu ¢alismada
ayrica geng ve yasl hayvanlar ile diisiik ve yiiksek dozda rapamisin uygulanan
gruplarda testikiiler dejenerasyon degerlendirilmistir. Erkeklerde testikiiler tiibiiler
lezyon olusumu yaslanma ile artmaktadwr. Bu lezyon dejenere ve nekrotik
spermatogenik hiicre olusumu ve ¢ok niikleuslu hiicrelerin goriilmesi ile
karakterizedir. Yaslanmanm ileri asamasinda testiste birka¢ Sertoli hiicresi ve
spermatogonya kalmaktadir. Bu ¢aligmada rapamisin uygulanan gruplarda kontrol
grubu gen¢ ve vyasli hayvanlara gore testikiiler dejenerasyonun arttigi
gosterilmektedir. Dejenerasyon spermatid, spermatosit, farklanmis spermatogonya ve
primer spermatogonyumlarin kaybi ile karakterizedir. Daha ileri agamada tiibiillerde
biitiin evrelerin kaybi, limende ¢ok ¢ekirdekli hiicreler, olii hiicreler ve debris
gozlenmektedir. Kontrol grubunda dejenerasyon %13 iken, diisiik doz rapamisin
grubunda bile % 83 dejenerasyon oldugu gosterilmektedir. Bu ¢aligmada gosterilen
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testikiiler dejenerasyonun mekanizmasi tanimlanmamistir. Yapmis oldugumuz
calisma literatiirde tartisilan bu olasi etkinin molekiiler mekanizmasi hakkinda
aydinlatic1 bilgiler sunmaktadir.

Sonug¢larimiz mTOR sinyal yolagmin spermatogenezde Onemli bir roli
olabilecegini kanitlar niteliktedir. Bu baglamda ilk asamada, 24 saatlik zaman
diliminden sonra rapamisin uygulanan hiicrelerin proliferasyon ve farklanma ile
ilgili faktorlerinin baskilandig1 sdylenebilmektedir. Bu baskilanma sonucunda germ
hiicreleri mayoz Oncesi asamada kaliyor olabilir ve bdylece ilerleyen giinlerde bu
durum spermatogenezin duraklamasi ile sonucglanabilir. Bu olasiligin daha uzun
siirelerle (Orn:48 saat veya 72 saat) seminifer tiibiil kiiltiirii yapilarak ya da in vivo
calismalar ile desteklenmesi gerekmektedir. Bu konuyu irdeleyen caligmalarimiz
devam etmektedir.

Riera ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaptiklar1t bir c¢aligmada, FSH’in
PI3K/AKT/mTORCI1 yolag1 araciligi ile Sertoli hiicrelerinin proliferasyonunu
sagladig1 gosterilmektedir. Bu calismada AMPK gibi farkli sinyallerin de mTOR
sinyalini aktive ettigi ve bu aktivasyonun Sertoli hiicre proliferasyonunda rolii
oldugu gosterilmistir [121]. Literatiire yeni giren bu bilgilerden ve bu c¢aligmalar1
destekleyici bulgularimizin orijinalliginden destek alarak konuyu detayli olarak
irdeleyen caligmalarimiz devam etmektedir.

Elde edilen RT-PCR sonuglarimiza gore; rapamisin uygulanan grupta PCNA
ve Stra8 genlerinin mRNA ekspresyonlarmin diger gruplara gore artis gosterdigi
gozlenmektedir. Buna karsilik, her iki molekiiliin protein miktar1 rapamisin
uygulanan grupta belirgin olarak azalmistir. Bu nedenle bizim ¢alismamizda
rapamisinin bu genlerin mMRNA’larinin translasyonunu baskiliyor olabilecegi
sOylenebilmektedir. Bunun yanisira bu calisma ile ilk kez mTOR sinyal yolagi
aktivasyonunun Stra8 geninin mRNA translasyonunu saglayabilecegi gosterilmistir.
S6K mRNA seviyesinin diger gruplar ile benzer olmasi, rapamisinin S6K iizerindeki
baskilayic1 etkisinin mRNA translasyonu siirecinde degil, protein fosforilasyonu
asamasinda oldugunu agiklayabilmektedir. Sinaptonemal kompleks 3 proteini mayoz
bolinme asamasindaki hiicrelerde ekspre olmaktadir [61]. Bu molekiil, mayoz
boliinme asamasinda kromozom sinapslar1 sirasinda gozlendiginden ¢alismamizda
mayoz boliinme belirteci olarak kullanilmistir. Kontrol ve deney gruplari arasinda
bu faktor molekiilin mRNA ve protein seviyelerinde anlamli bir farklilik
gozlenmemistir. Seminifer tiibil kiiltiirinde rapamisin uygulamas: 24 saat
oldugundan, mTOR sinyal yolagi blokaji heniiz mayoz boliinmeleri etkileyecek
siireci tamamlayamamis olabilecegi gibi belki de sadece mayoz bdoliinmelere
baslayan hiicreleri dogrudan etkiliyor olabilir. Bu konunun farkli calismalar ile
desteklenmesi gerekir.

Tim bu sonuglar ile rapamisin uygulamasinin, dolayisiyla mTOR sinyal
yolagi baskilanmasinin, erken spermatogenik hiicrelerin gelisimi lizerinde olumsuz
etkisi olabilecegi gosterilmistir. Klinikte organ nakli hastalarinda T hiicre
aktivasyonunun baskilanmasi i¢in uzun siireli rapamisin uygulamasi, olasilikla bu
olumsuz etkinin uzun siireglerde gerceklesmesine ve dolayisiyla bu erkeklerde sperm
sayisinin azalmasi yada kaybma neden olmaktadir. Murakami ve arkadaslarinin
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yapmis oldugu bir ¢caligmada, mTOR geni silinmis hayvanlarin implantasyondan
sonra letal oldugu, bu embriyolarda embriyonik ve ekstraembriyonik dokularin
proliferasyonunun normal sekilde gelismedigi gosterilmistir. Bu ¢alismada mTOR
un kinaz aktivitesi gosteren bolgesinin kondisyonel olarak silinmesi sonucunda
embriyonik kok hiicrelerin proliferasyonun ve hiicre boyutlarnin azaldigi
gosterilmektedir. Bu calisma ile mTOR sinyal yolagmin erken fare embriyolarinda
ve embriyonik kok hiicrelerde biiylime ve proliferasyonda onemli rolii oldugu
gosterilmistir [122]. Literatiirdeki bu ¢aligmalar mTOR sinyalinin kok hiicre gelisimi
iizerindeki roliinii gostermektedir.

Bizim ¢aligmamiz = rapamisin uygulamasmin erkek hastalarin {lireme
hiicrelerine olumsuz etkisinin molekiiler mekanizmas1 hakkinda aydinlatici, literatiire
yeni bir katki saglayici niteliktedir. Diger yandan elde ettigimiz sonuglar, mTOR
sinyal yolagmin spermatogonyal kok hiicre gelisimi ve farklanmasindaki olasi
roliinii gosterdiginden spermatogonyal kok hiicreler ve /veya diger kok hiicrelerle
ilgili caligmalara da 151k tutabilecektir.
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SONUCLAR

Seminifer tiibiil kiiltiirii sonunda kontrol, rapamisin ve tasiyict gruplari
arasinda hiicre canlilif1 acgisindan bir fark olmadigi, kiiltiir kosullarinin ve
rapamisin uygulamasinin hiicre kaybina neden olmadigi,

. Rutin histolojik degerlendirmelere gore; 24 saat kiiltiire edilen seminifer

tiibiiller ve 0. Saatteki seminifer tiibiillere benzer sekilde saglikli bir hiicresel
organizasyon gosterdigi,

. mTOR sinyal yolagi inbisyonunun belirteci olan p70S6K proteininin 24

saatlik kiiltlir sonunda rapamisin uygulanan grupta diger gruplara gore
anlamli sekilde azaldigy,

. Western blot analizlerinde; prolifere olan hiicrelerin belirteci olan PCNA ve

premayotik hiicre belirteci olan Stra8 ekspresyonlarmnin rapamisin uygulanan
grupta diger gruplara gore anlamli sekilde azaldigi, germ hiicre belirteci
VASA ekspresyonunun ise gruplar arasinda benzer oldugu,

. Immiinohistokimyasal analizlerde; mTOR sinyal yolag: iliskili proteinlerden
mTOR, p-mTOR, TSC2 ve mayoz bolinme belirteci olan sinaptonemal
kompleks 3 (sycp3) immiinreaktivitesinin gruplar arasinda benzer oldugu,
4EBP1 proteinin  immiinreaktivitesinin ise rapamisin uygulanan grupta
anlamli sekilde azaldigy,

. RT-PCR analizlerine goére; mTOR, S6K, TSC2, 4EBPI1, Stra8, Sycp3

genlerinin mRNA diizeylerinin gruplar arasinda benzer oldugu, PCNA ve
VASA genlerinin mRNA diizeylerinin ise rapamisin uygulanan grupta diger
gruplara oranla anlamli sekilde arttig1,

. TUNEL analizlerine gore; kontrol, rapamisin ve tasiyci gruplarinda apoptotik

hiicre sayisinin benzer oldugu,

. Rapamisinin spermatogenez sirasinda mitoz bdliinme ve mayoz boliinme ile
iliskili proteinleri baskilayarak spermatogenezi bozuyor olabilecegi,

. Erkek hastalarda organ nakli sonrasinda immiinsiipresif ajan olarak kullanilan

rapamisinin, hiicre boliinme ve farklanmalarma olan bu etkisi ile infertiliteye
neden oluyor olabilecegi sonucuna varilmistir.
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