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1. OZET

Tezin bashgi : Annesiitii Kaynakli Mikrokimerizmde Kimerik Hiicrelerin Testiste
Belirlenmesi, Kimyasal ve Fiziksel Hasar Modellerindeki Rolii

Ogrencinin Adi Soyad : Olgu Enis Tok

Damismanin Adi Soyad : Prof. Dr. Feriha Ercan

Programin Adi : Histoloji ve Embriyoloji Doktora Programi

Amac: Mikrokimerizm, immiin yanit gerg¢eklestirmeden bir bireye baska bir bireyden az
miktarda hiicresinin gegisidir. Gebelikte annenin hiicrelerinin yavrulara gegmesine ise maternal
mikrokimerizm ad1 verilir. Anne siitiine bagli mikrokimerizm ile ilgili olarak olduk¢a az yayina
rastlanmaktadir. Caligmamizda hedef organ olan testis ile ilgili mikrokimerizm g¢aligmast
bulunmamaktadir. Bu projede emzirme yoluyla yavru testis dokusuna gegen kimerik hiicrelerin
tanimlanmas1 ve kimyasal ve fiziksel hasar modellerindeki roliiniin aydinlatilmasi amaclandi.

Gere¢ ve Yontem: Farclerle gergeklestirilecek proje temel olarak hiicrelerindeki aktin
filamentinde yesil floresan protein (GFP) eksprese eden transgenik hayvanlar ile deney
yapmaya dayanmaktadir. Bu baglamda GFP+ transgenik anneden normal yavruya anne siitii
araciliryla gecen kimerik hiicreler 7, 30, 60 Giinliik kontrol ve Busulfan, iskemi/Reperfiizyon
gruplarinda aragtirildi. GFP+ kimerik hiicre gruplara ait testis doku Orneklerinde akim
sitometrisi ve qPCR metodu ile analiz edildi. Testis doku incelemeleri ise konfokal ve lightsheet
mikroskoplari araciligya yapildi.

Bulgular: Yapilan gPCR ve akim sitometrisi analizleri sonucunda tiim gruplara ait testis
dokularina anne siitii kaynakli kimerik hiicrelerin gegisi gézlemlendi. Konfokal ve lightsheet
mikroskobik incelemelerde GFP+ kimerik hiicrelerin testiste hem seminifer tiibiil igerisnde hem
de interstisyal bag doku i¢erisinde goriintiilendi. Biitlin analizler degerlendirildiginde 6zellikle
30 Giinliik Kontrol ve Busulfan hasar grubunda daha fazla GFP+ kimerik hiicre popiilasyonu
gozlemlendi.

Sonu¢: Anne siitii kaynakli kok hiicrelerin yavruya gegerek testis dokusuna gog¢ ederek
yerlestigi farkli metodlar kullanilarak ispatlandi. Hipotezimizi normal sartlarda bir hiicrenin
gecisi bile ispatlayacakken 6zellikle Busulfan hasar grubunda daha fazla sayida bulundu. Anne
stitii hiicrelerinin girisimsel olmayan yontemlerle elde edilebilmesi ve hiicresel farklilagma
potansiyelleri g6z oniine alindiginda bu hiicrelerin kullanimina yonelik aragtirma ihtiyaci ortaya
cikmaktadir. Anne siitli yoluyla yavruya gegen hiicrelerin, yavrunun dokularina gecebilme
yetenegi, anne slitliniin beklenenden daha biiylik bir biyolojik 6neme sahip olabilecegini
diistindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mikrokimerizm, anne siitii, anne siitii kaynakli kok hiicre, testis



2. SUMMARY

Title of Thesis: Determination of Breastmilk Induced Microchimerism in Testis, Its Role in
Chemical and Physical Damage Models

Student Name, Surname: Olgu Enis Tok

Supervisor Name : Prof. Dr. Feriha Ercan

Program Name : Histology and Embryology PhD Program

Objective: Microchimerism refers to the presence of a small number of cells from one organism
in another organism without eliciting an immune response. Maternal microchimerism occurs
when the mother's cells pass to the offspring during pregnancy. There is limited literature on
microchimerism associated with breast milk. In our study, we aimed to investigate
microchimerism related to breast milk, specifically focusing on the testis as the target organ.
We aimed to detect chimeric cells that migrate from the mother to the offspring’s testis through
breastfeeding, characterize their phenotype and differentiation properties, and elucidate their
role in chemical and physical damage models.

Materials and Methods: The fundamental experimental approach of this project with mice
relies on using transgenic animals that express green fluorescent protein (GFP) in all their cells.
GFP+ chimeric cells transferred from GFP+ mothers to normal offspring through breastfeeding
were investigated in control groups at 7, 30, and 60 days, as well as in Busulfan-induced damage
and ischemia-reperfusion groups. Testis samples from the GFP+ chimeric cell groups were
analyzed using flow cytometry and gPCR methods. Testis tissue examinations were conducted
using confocal and lightsheet microscopes.

Results: Analysis by gPCR and flow cytometry confirmed the presence of breast milk-derived
chimeric cells in the testis tissues of all groups. Confocal and lightsheet microscopic
examinations revealed the presence of GFP+ chimeric cells within seminiferous tubules and
interstitial connective tissue in the testis. Overall, especially in the 30-Day Control and Busulfan
damage groups, a higher population of GFP+ chimeric cells was observed.

Conclusion: The migration and engraftment of stem cells from breast milk to the offspring's
testis were demonstrated using different methods. Our hypothesis was supported by the
presence of these cells, even though their numbers were particularly higher in the Busulfan
damage group. Considering the non-invasive methods for obtaining breast milk cells and their
potential for cellular differentiation, there is a need for further research on the use of these cells.
The ability of cells transferred to the offspring's tissues through breastfeeding suggests that
breast milk may have biological significance beyond current understanding.

Keywords: Microchimerism, breastmilk, breastmilk derieved stem cell, testis



3. GIRIS ve AMAC

Mikrokimerizm, bir bireye ait hiicre ya da genetik materyalin, immiin yanit olusturmadan
genetik olarak farkli bireyde gézlenmesidir. Bu durumun en sik goriildiigii kaynak gebelik
stirecidir. Gebelik sirasinda, fetal hiicreler kan dolasimi1 ve plasenta yoluyla annenin dolagimina
gecer ve bu duruma fetal hiicre mikrokimerizmi (FHM) denir. Maternal hiicre mikrokimerizmi
(MHM) ise gebelik siiresince anneye ait hiicrelerin yavruya gegisidir. Gebelik sirasinda iki

fetiis arasindaki hiicre gec¢isi mikrokimerizmin baska bir tiirtidiir (van Dijk ve ark., 1996).

Anne siitii ile beslenme sadece beslenme siirecinde degil, ilerleyen yaslarda da olumlu etkiler
saglar. Anne siitii ile beslenme, enfeksiyon hastaliklar1 gibi birgok hastaligin goriilme sikligini
azaltmaktadir (Gartner, 1997). Anne siitii, suyun yani sira gesitli proteinler, vitaminler,
mineraller ve yaglar gibi maddeler icerir. Ayrica oligosakkaritler, hormonlar, enzimler,
immiinoglobiilinler, laktoferrin, biiyiime faktorleri, sitokinler, antienflamatuvar ajanlar ve
mikrobiyal faktorler gibi immiin sistem gelisiminde etkili olabilecek biyoaktif maddeleri de
icerir (Walker, 2010). Anne siitii icerisinde meme bezini olusturan hiicrelerin yan1 sira kan
dolagimindaki hiicreler de bulunabilir. Ayrica, laktogenez siirecinde meme bezinin olusumunu
saglayan kok hiicrelerin de anne siitiinde bulundugu tespit edilmistir (Hassiotou ve ark., 2012).
Bu kok hiicreler, pluripotent kok hiicre belirteglerini ifade ederek néronlar, hepatositler, kalp
kas1 hiicreleri ve osteositler gibi farkli hiicre tiplerine farklilasabilme yetenegine sahiptir
(Hassiotou ve ark, 2012). Anne siitiinde bu 6zellikteki kok hiicrelerin farklilasma potansiyelleri
ve emzirme sonrasi yavruyla olan iligkilerinin arastirilmasi ilgi ¢ekici bir konudur. Ayrica, anne

siitliniin, yavrunun beslenme ihtiyacinin 6tesinde daha fazla etkisi oldugunu diistindiirmektedir.

Meme kok hiicreleri (MKH) ve farklilasma kapasiteleri ile igili ¢alismalar yapilmistir.
MKH'nin meme bezinde bulunan alveolar hiicrelere, kanal hiicrelerine ve siit bosaltilmasina
yardimci olan miyoepitelyal hiicrelere doniisebildigi belirtilmektedir (Visvader ve ark., 2009).
Transgenik olarak isaretlenmis MKH'lerin farelere transplantasyonu yapildiginda, bu
hiicrelerden tamamen yeni bir meme olusumu goézlemlenmistir. Transplantasyon sonrasinda
MKH'lerinden miyoepiteliyal hiicreler ve gebelik sirasinda fonksiyonel hale gelebilen alveolar
tinitelerin olustugu gosterilmistir (Shackleton ve ark., 2006). Meme i¢indeki MKH'lerin epitel
ve miyoepitel hiicrelerin genel oOzelliklerine ve immiinohistokimyasal isaretlenme
kapasitelerine sahip oldugu bilinmektedir, ancak bu hiicreler arasindaki gelisimsel etkilesimler

hala belirsizligini korumaktadir (Hassiotou ve ark., 2013).



Meme kok hiicreleri (MKH) ve diger meme hiicreleri, hiicre gogii, hiicre dongiisii ve/veya
emzirme sirasindaki mekanik etki yoluyla anne siitine gegebilir. insan siitiiyle yapilan
caligmalarda, anne siitii i¢inde meme bezi hiicre isaretleyicileri (CK14, CK18, CK19 ve -
casein) disinda embriyonik kok hiicre isaretleyicileri (OCT4, SOX2, NANOG) ve noronal kdk
hiicre isaretleyicisi (nestin) ile isaretlenebilen hiicrelerin varligi gosterilmistir (Cregan ve ark.,
2007). Bu bulgular, siit icinde bulunan kok hiicrelerin 16kositler gibi yavrunun dolagimina
katilarak cesitli organlara go¢ edebilmesi ve orada farkli hiicre tiplerine doniisebilmesiyle
mikrokimerizme yol agabilecegini disiindiirmektedir. Anne siitii kaynakli maternal
mikrokimerizm hakkindaki bilgiler olduk¢a sinirlidir. Siit yoluyla ¢esitli hiicrelerin ve hiicresel

materyallerin yavruya gegisi ile ¢esitli sinyal aktive olabilmektedir.

Anne siitiiniin yenidogan bebekler i¢in vazgegilemez bir besin kaynagi oldugu siliphesizdir.
Bununla ilgili anne siitiiniin besinsel igeri ve yavru i¢in faydalar1 konusunda bir¢ok c¢aligsma
yapilmistir. Anne siitiinlin besinsel degerinin disinda hiicresel igeriginin simdiye kadar
bilinmeyen o6zellikleri ortaya ¢ikmaya baslamistir. Ozellikle son birkag yilda anne siitiiniin
hiicresel igerigi ile ilgili ¢alismalar hiz kazanmaya baslamistir. Bu konuda olduk¢a kisitlt
calisma olmasina kars1 anne siitii igerisindeki kok hiicrelerin farklilasma potansiyelleri tizerinde
onemli bulgular elde edilmistir. Bu veriler anne siitiiniin hiicresel 6zellikleri ve bu hiicrelerin
cesitli tedavi yontemlerinde kullanilabilmesi konusunda kapsamli arastirma geregini ortaya

koymustur.

Son yillarda erkek infertilitesinde sperm tliretim bozuklugunun oldugu olgularda hiicresel tedavi
yontemleri biiyiik bir umut 15181 olmaktadir. Gliniimiizdeki hiicresel tedavi yontemleri ile ilgili
girisimler ve aragtirmalar diisiiniildiigiinde anne siitii i¢erisindeki kok hiicrelerin de bu alandaki
yontemlerin gelistirilmesi ve olgunlastirilmasinda yer almasi heyecan vericidir. Kok hiicre
alanindaki aragtirmalara bakildiginda iPSC ve mezensimal kok hiicreler gibi konularin yaninda
anne siitli —son yillarda ortaya ¢ikarilmis olmasi nedeniyle- gerektigi ilgiyi gérememistir. Bu
alandaki calismalar da genellikle in vitro farklilagma ozellikleri ve fenotipik hiicresel

Ozelliklerin belirlenmesi ile kisitli kalmistir.

Anne siitii icerisindeki hiicrelerin, dogal diizeninde oldugu gibi, anneden yavruya emzirme
yoluyla gecis mekanizmalari ve yavru icerisindeki organizasyonlari belirsizligini korumaktadir.
Bu nedenle ilk olarak bu hiicrelerin anne-yavru arasindaki fizyolojik isleyisinin ortaya

¢ikarilmasi gerekmektedir.



Caligmamiz ile bu konudaki temel eksikliklerin giderilerek bu hiicrelerin anne-yavru arasindaki
dogal siirecinin ortaya c¢ikarilarak kimerik hiicrelerin testise yerlesimini gdstermek
amaclamaktadir. Bu silirecin daha Once testiste incelenmemesi ve in vivo ydntemlerle
calisilacak olmasiyla bu alanda literatiirdeki Onemli bir boslugun doldurulmasi
planlanmaktadir. qPCR ve akim sitometrisi yontemi ile miktar1 az sayida olan kimerik
hiicrelerin varlig1 ispatlanmaktadir. Ozellikle kulanacagimiz doku seffaflastirma yontemleri ve
ileri mikroskopi gortintiileme teknikleri ile birlikte bu alanda daha once hig¢ elde edilmemis
verilere ulasilmasi saglanacaktir. Hiicre terapisi pek ¢ok hastalikta timit vadeden yeni bir tedavi
yontemidir. Bu yontemdeki stratejilerden biri dokudaki mevcut kok hiicreleri hasar durumunda
rejenerasyon ve restorasyonu igin harekete gegirmektir. Bu projenin konusu olan anne siitii
icerisindeki hiicreler bu baglamda yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesi i¢in bir baslangi¢

noktasi olabilecegi diisliniilmektedir.

Projenin birincil amaci, anne siitii igerisinde bulunan farklilasma kapasitesine sahip
mikrokimerik hiicrelerin emzirme yoluyla yavrusuna ait testis dokusuna gecisini gostermek ve
farklilasma ozelliklerini belirlemektir. Ikincil amaci ise busulfan ile olusturulmus kimyasal
hasar modelinde ve iskemi-reperfiizyon ile olusturulmus fiziksel hasar modelinde mikrokimerik

hiicrelerin yerlesim ve farklilasma potansiyellerinin tanimlanmasidir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1 Meme Bezi ve Laktasyon
Meme bezi, ergenlik ve iireme dongiisii sirasinda epitel hiicrelerinde ¢ok sayida degisiklikler
meydana gelen olduk¢a dinamik bir organdir (Fu ve ark., 2020). Siit sentezi ve laktasyon,

dallanmis epitelyal ekzokrin bir organ olan meme bezi tarafindan saglanir (Hannan ve ark.,
2023).

4.1.1 Meme bezi histolojisi

Meme bezleri, modifiye edilmis tubuloalveolar apokrin ter bezleridir. Epidermisin icerisinde
yer alan modifiye edilmis ter bezlerinden tlireyen tubuloalveolar meme bezleri, deri alt1 dokuda
bulunur. Inaktif yetiskin meme bezi, fibroz bag doku bantlarryla ayrilmis 15 ila 20 diizensiz
lobdan olusur. Bu loblar meme basi veya etrafindan yayilir ve terminal kanal lobiiler birimleri
(TDLU) olarak bilinen bir¢ok lobiile boliinmiistiir. Dermis ile baglantili olan siispansiyon veya
Cooper baglar1 ad1 verilen baz1 fibroz bantlar vardir. Yogun bag doku arasinda, aralobiiler

alanlarda bol miktarda yag dokusu bulunur (Ross, 2016) (Sekil 1).

Yag bezi
Laktifer6z f (
siniis &

} ¥ {

Laktiferoz / A ;

kanal o \\ ]
)
Meme / - )
ucu \

Tubuloalveolar
bez lobiilleri

Sekil 1. Laktasyon doneminde kadin memesinin sematik ¢izimi (Ross, 2016).



Her bez, bir konstrikte agikliga sahip olan bir laktiferdz kanal ile sonlanir ve meme basina agilir.
Areola'nin altinda, meme basini ¢evreleyen pigmentli bolge, her kanalin geniglemis bir kismi
olan laktiferdz siniisiine sahiptir. Laktiferdz kanallarinin agikliklarina yakin olan boliimleri, ¢ok
tabakali yassilasmis keratinize epitelyum ile kaplidir. Kanalin epitelyal astari, ¢ok katli yass1
epitelden, laktiferdz siniiste iki katli kiiboidal epitele ve kanal sisteminin geri kalaninda tek katli

prizmatik veya kiiboidal epitele dogru dereceli gecis gosterir (Ross, 2016).

Yetiskin meme basi ve areolasinin epidermisi oldukga pigmentlidir ve biraz kirigiktir ve derinin
ylizeyine uzanan uzun dermal papillalar igerir. Keratinize olmus ¢ok tabakali yass1 epitelyum
ile kaplidir. Meme basinin pigmantasyonu ergenlik doneminde artar ve meme basi daha belirgin
hale gelir. Gebelik sirasinda, areola daha biiyiik hale gelir ve pigmentasyon derecesi daha da
artar. Areolanin ve meme basinin derininde, yogun bag dokuda ve laktifer6z kanallar boyunca
diizgiin kas lifi demetleri radyal ve dairesel olarak diizenlenmistir. Bu kas lifleri, meme basinin

cesitli uyaricilara tepki olarak diklesmesini saglar (Ross, 2016).

Areola, yag bezleri, ter bezlerini ve modifiye edilmis meme bezlerini (Montgomery bezleri)
igerir. Bu bezler, ter bezleri ile gergek meme bezleri arasinda bir yapiya sahiptir ve areola
yiizeyinde kiigiik kabartilar olustururlar. Montgomery bezlerinin cildin pH'imi1 degistiren ve
mikrobiyal biiylimeyi engelleyen bir yaglama ve koruyucu salgi irettigi diisiiniilmektedir.
Meme basinda bir¢cok duyusal sinir ucu bulunurken, areola daha az duyusal sinir ucu igerir

(Ross, 2016).

Meme bezindeki TDLUlar, siit bezinde kii¢iik salg1 yapan alveollerin (laktasyon durumunda)
veya terminal kanallarin (pasif bezde) intralobiiler stroma ile ¢evrili kiimelenmesini temsil eder.
Laktifer6z kanallarin ardigik dallanmas1 TDLU’ya yol acar. Her TDLU, {iziim salkimina benzer
kiigiik alveollerden olusan bir lobiilii olusturan bir kiimelenmeyi temsil eder ve terminal kanal,
intralobiiler toplama kanali, intralobiiler stromayi igerir (Sekil 2). Terminal kanallar, pasif
bezde bulunur. Gebelik ve dogumdan sonra, sekretuar hiicrelerle doseli olan terminal kanallarin
epiteli, siit {ireten tamamen islevsel alveollere farklilasir. Intralobiiler toplama kanali alveoler
salgilart laktiferdz kanala tasir. Intralobiiler stroma, terminal kanal ve alveollerin etrafin1 saran
hormonal olarak duyarli gevsek bag dokusudur. Intralobiiler bag dokusu az miktarda yag

hiicresi igerir (Ross, 2016).

Meme bezi kanallar1 ve lobiilleriyle iligkili en 6nemli hiicreler glandiiler epitelyal ve
miyoepitelyal hiicrelerdir. Glandiiler epitelyal hiicreler kanal sisteminin igini ddserken,

miyoepitelyal hiicreler epitelyal hiicrelerle bazal lamina arasinda derinlemesine bulunurlar.
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Sekretuar bezin hiicrelerinden olusan bu sepet benzeri ag diizenlemesi, glandiiler yapilarin

sekretuar bolgelerinde bulunur (Ross, 2016).

Meme bezinin salgi yapan boliimiiniin morfolojisi menstrual dongiiye baglh olarak degisir. Pasif
bezde, bez yapisi seyrek ve ¢cogunlukla kanallardan olusur. Menstrual dongii sirasinda, pasif
meme hafif dongiisel degisikliklere ugrar. Follikiiler fazin baslarinda, intralobiiler stroma daha
az yogundur ve terminal duktiiller, kiibik sekilli epitelyal hiicreler tarafindan olusturulan
liimensiz veya ¢ok az liimenli kordonlar seklinde goriiniir. Luteal faz sirasinda, epitelyal
hiicreler boyca artar ve salgilar biriken kiigiik miktarda liimenlerde goriiniir. Ayrica bag
dokusunda s1v1 birikir. Bu, menstrual dongiiniin son birkag giiniinde ani involiisyon ve apopitoz
ile devam eder ve menstrual dongii baslamadan once gerceklesir. Gebelik sirasinda, glandiiler
dokudaki degisiklikler bag dokusu ve yag dokusunun miktarinda azalmaya neden olur (Ross,
2016) (Sekil 2).

Laktifersz  Intralobiiler
kanal toplama kanali

— (bag doku ve
yag bezi)

q Laktiferoz

Terminal kanal lobiiler birim Jeug]

(TDLU)

Sekil 2. Meme bezi morfolojisinin sematik ve histolojik goriinlimii a. Terminal kanal lobiiler
birim (TDLU). b. Inaktif meme bezi. c. Aktif meme bezinde miyoepitel hiicre (mEp) (Ross,
2016).

Meme bezinde salg1 yapan hiicreler, bol miktarda graniiler endoplazmik retikulum, orta sayida
biiyilk mitokondri, supraniikleer bir Golgi cisimcigi ve bir dizi yogun lizozom igerir. Siit
tiretiminde hem merokrin hem de apokrin salgiya katilir. Salgi durumuna bagli olarak, apikal

sitoplazmada biiyiik lipid damlaciklari ve salgi kesecikleri bulunabilir (Ross, 2016).

4.1.2 Meme bezi gelisimi
Meme bezi gelisiminin ii¢ ana asamasi vardir: embriyonik, ergenlik ve tireme donemi.

Embriyogenez sirasinda memeli bezi belirginlesmesi ve sekillenmesini saglayan kesin siiregler
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heniliz belirsizdir, ancak mezenkimal hiicrelere yonelik indiiktif sinyaller, meme bezi
hiicrelerini olusturmak i¢in yerel go¢ veya agregasyonu yonlendirebilir (Fu ve ark., 2020).
Ergenlik donemine kadar hem disi hem de erkek meme bezleri benzer sekilde gelisir.
Erkeklerde ergenlik baslangicinda testosteron, mezenkimal hiicreler iizerinde etki ederek meme
bezlerinin daha fazla biiyiimesini engeller. Ayni1 zamanda, kadinlarda ise meme bezleri,
dstrojen ve progesteron hormonlarinin etkisi altinda daha fazla gelisir. Ostrojen, mezenkimal
hiicrelerin daha fazla gelismesini uyarir. Meme bezleri, interlobiiler yag dokusunun biiyiimesi
nedeniyle daha da biiyiir. Kanallar, genisleyen bag doku stromasina dogru uzar ve dallanir.
Epitelyal hiicrelerin ¢ogalmasi, epitelyum ile 6zellesmis intralobiiler hormon duyarli gevsek
bag dokusu stromasi arasindaki etkilesimlerle kontrol edilir. Yetiskinlik donemine
gelindiginde, meme bezinin tam kanal yapisi olugsmustur. Meme bezleri, gebelik donemine
kadar pasif bir durumda kalir. Gebelik sirasinda, meme bezleri morfolojik ve fonksiyonel
olgunlugunu tamamlar. Bu, baslangigta korpus luteumdan ve daha sonra plasentadan salgilanan
Ostrojen ve progesteron, hipofiz bezinden salgilanan prolaktin ve adrenal korteksten tiretilen
gonadokortikoidler tarafindan uyarilir. Gebeligin sonunda, epitelyal hiicrelerde salg1 vezikiilleri
bulunur, ancak yiiksek progesteron seviyeleri nedeniyle siit iretimi inhibe edilir. Siit
salgilanmasinin gercek baslangict dogumdan hemen sonra, adenohipofiz tarafindan salgilanan
prolaktin tarafindan indiiklenir. Siitin memeden atilmasi, ndrohipofiz tarafindan salgilanan
oksitosin tarafindan uyarilir. Menopozdaki hormonal ortam degisikligiyle birlikte, meme

bezinin glandiiler bileseni geriler ve yag ve bag doku ile degistirilir. (Ross, 2016) (Sekil 3).

Dogum Ergenlik Yetiskinlik Hamilelik
TDLU
£ —> —> e —>
\ Ostrojen | Ostrojen SR
Progesteron A Progesteron } Alveoli
Yag bezi i
g : Prolaktin l Prolaktin

Involiisyon Laktasyon

Sekil 3. Dogum sonrast meme bezi gelisimi semasi (Fu ve ark., 2020).



4.1.3 Laktasyon evreleri

Laktogenez, siit salgilama yeteneginin gelisme siirecidir ve alveolar hiicrelerin olgunlagmasini
icerir. Iki asamada gerceklesir: salgi baslangic1 ve salgi aktivasyonu.

I. Asama olan laktogenez (salg1 baslangici), gebeligin ikinci yarisinda gergeklesir (Pillay ve
Davis, 2021). Meme bezinin kazein ve laktoz gibi belirli siit bilesenlerini salgilamak igin
yeterince farklilagsmasini saglar. Artan laktos ve a-laktalbumin plazma konsantrasyonlari
olgiilerek tespit edilebilir (Arthur ve ark., 1991). Laktogenez I. asamasi tamamlandiginda meme
bezleri siit salgilamak igin yeterince farklilasmistir (Kuhn, 1977). Plasenta, yiiksek miktarda
progesteron saglar ve bu salgilanan progesteron yeterince farklilasan meme bezlerinin daha da
farklilasmasini engeller (Pillay ve Davis, 2021). Gebeligi devam eden kadinlarin meme
bezlerinden kolostrum adi verilen salgi {irinii alinabilir (Allen ve ark., 1991; Kulski ve
Hartmann, 1981). Kolostrum igerisinde yiiksek konsantrasyonda sodyum ve kloriir bulunurken,
immiinglobiilinler ve laktoferrin gibi koruyucu maddeler de icerir (Neville ve ark., 2001). Bu
donemde kolostrumda kazein bulunmaz (Chen ve ark., 1998; Patton ve ark., 1986), laktoz

konsantrasyonu ise disiiktiir (Allen ve ark., 1991).

II. Asama olan laktogenez (salgi aktivasyonu), dogumdan sonra bol miktarda siit iiretimiyle
baslar. Dogumda plasentanin ¢ikarilmasiyla progesteronun ilk 4 giin i¢inde yaklasik 10 kat
azalmasi (Chen ve ark., 1998; Neville ve ark., 1988), prolaktin, kortizol ve insiilin seviyelerinin
artis1 bu asamay1 uyarir (Pillay ve Davis, 2021). Progesteronun yiiksek oranda azalmasi meme
epitelinde programlanmis bir doniisiimii tetikler, bu da dogumdan itibaren 5 giin boyunca
yenidogana giinliik 500-750 ml arasinda siit transferinin gerg¢eklesmesini saglar (Chen ve ark.,
1998; Neville ve ark., 1988).

Bu doniisiim, epitel hiicreleri arasindaki paraseliiler yolun gegirgenligindeki degisiklikler dahil
olmak iizere ¢esitli islemlerde uyumlu bir degisiklik gerektirir; immiinoglobulinler, laktoferrin
ve kompleks karbonhidratlar gibi koruyucu maddelerin salgilanmasindaki degisiklikler, ve tiim
slit bilegenlerinin artan salgilanma oran1 (Neville ve ark., 2001). Genellikle dogum sonrasi 2.
veya 3. giinlerde ¢cogu kadin meme sismesi ve bol miktarda siit {iretimi yasar. Bu durumda
laktogenezin II. agsamasi, bol miktarda siit 6rneklerinin kolay elde edilebilmesi sayesinde, siit
yapisindaki degisikliklerle izlenebilir (Neville ve ark., 1991). ilk 4 giin postpartum ve
dogumdan sonraki 4 ila 10 giin arasindaki siirecte meme salgis1 iiriinlinii tanimlamak i¢in
geleneksel olarak kolostrum ve gegis siitli terimleri kullanilmaktadir, ancak bu terimler siit
bilesimindeki kesin zamansal degisiklikleri tanimlamaz ve yararli ayrimlar degildir. Bunun

yerine, dogum sonrasi siit bilesiminde meydana gelen degisiklikler, dogumun ilk 4 giliniinde
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hizli degisikliklerin ardindan laktasyon siiresince farkli bilesenlerde yavas degisikliklerin

meydana geldigi bir siireklilik olarak degerlendirilmelidir (Neville ve ark., 2001).

4.2 Anne Siitii

Anne siitii dogumla birlikte bebeklerin biiylimesi ve gelismesi i¢cin dnemlidir (Agostoni ve ark.,
2009). Bu nedenle Diinya Saglik Orgiitii ve Birlesmis Milletler Cocuklara Yardim Fonu, yeni
dogan bebekler i¢in anne siitiinii ideal besin olarak tanimlayip ilk alt1 ay sadece anne siitii ile
beslenmesini 6nermektedirler (Organization, 2013). Amerikan Pediatri Akademisi en az 12 ay
stireyle emzirmeyi onerirken (Eidelman, 2012), Beslenme ve Diyetetik Akademisi sadece anne
siitii ile ilk alt1 ay ve alt1 aydan sonra en az 12 aya kadar tamamlayic1 gidalarla birlikte
emzirmenin ideal beslenme sekli oldugunu tanimlamistir (Lessen ve Kavanagh, 2015).
Kapsamli veriler, sadece anne siitii ile beslenen ¢ocuklarin, akut veya kronik pek ¢ok hastalikta
daha diisiik bir goriilme sikligina sahip oldugunu gostermektedir. Bunlar arasinda, orta kulak
iltihabi, akut ishal, alt solunum yolu enfeksiyonlari, ani bebek 6liim sendromu, inflamatuar
bagirsak hastaligi, juvenil 16semi, diyabet, obezite, astim ve atopik dermatit bulunmaktadir
(Agostoni ve ark., 2009; Eidelman, 2012). Anne siitiiniin sindirim sistemi, bagisiklik sistemi ve
beyin gelisimini degistiren ¢esitli makro ve mikro besin maddeleri, immiin proteinler,
hormonlar ve biiylime/farklilasma faktorleri gibi biyoaktif maddeler, mikroRNA'lar,
mikrobiyota ve kok hiicreler igerdigi ¢ok sayida ¢alisma tarafindan desteklenmektedir (Ballard
ve Morrow, 2013; Geddes ve ark., 2021; Kim ve Yi, 2020; Savino ve ark., 2013) (Tablo 1, 2).

Anne siitlinde emzirme donemine, 1irka, emziren annenin diyetine ve bdlgeye 6zgii ¢evresel
kimyasallara gore degisimler gosterilmektedir (Kim ve ark., 2019; Martin ve ark., 2016).
Dogumdan sonra salgilanan ilk siite kolostrum denir ve hacim, goriiniim ve bilesim agisindan
farklidir. Kolostrum, yaklasik dogumdan sonraki ilk 5 giin boyunca diisiik miktarlarda tiretilen
cok degerli bir besindir. Dogum sonrasindaki ilk gilinlerde diisiik miktarlarda iiretilen
kolostrum, sekretuar IgA, laktoferrin, l6kositler gibi immiinolojik bilesenler ve epidermal
bliylime faktorii gibi gelisimsel faktorler acisindan zengindir ve olgun anne siitiindeki yag
iceriginden daha az yag icermektedir (Castellote ve ark., 2011; Pang ve Hartmann, 2007).
Dogumdan sonraki 6-15 giin arasinda gegis donemi siitii tiretilir ve hizla biiyiiyen bebegin
beslenme ve gelisimsel ihtiyaglarini desteklemek i¢in "artirilmig" siit {iretimi donemini temsil
etmektedir. Bu donemde, siit daha yiiksek seviyelerde laktoz, yag, su bazli vitaminler ve daha
az miktarda immiinolojik bilesenlerle {iretilir. Anneler arasindaki en yiiksek bilesim

degiskenligi gecis siitinde gozlemlenmektedir. Anne siitii, dogumdan sonraki 15. giinden
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itibaren neredeyse olgun ve dogumdan 4-6 hafta sonra tamamen olgun olarak kabul
edilmektedir. (Fields ve Demerath, 2012).

4.2.1 Anne siitii bilesimindeki makro besin maddeleri

Elde edilen anne siitii, su hari¢ (%87-88) en temel bilesenleri olan karbonhidratlar, proteinler
ve yaglar agisindan zengindir (Kim ve Yi, 2020) (Sekil 4, Tablo 1). Bu makro besinler, bebek
biiyiimesi ve gelisimi i¢in gerekli olan temel besin destegini saglar ve 100 mL'de 65-70 kalori
enerji saglar. Anne siitliniin bilesenleri, laktasyon donemlerine ve tek bir beslenme siirecinde
emzirme seanslarma gore dinamik olarak degisir ve laktasyonun durumuna veya ¢ocugun

biiyiimesine gore ¢esitli ihtiyaglar i¢in uygun hale gelmektedir (Martin ve ark., 2016).

Anne Siitii Bilesimi

Probiyotikler 0.5-2%

Vitaminler ve '

Mineraller 0.2%

Karbonhidratlar 7%\

Proteinler 1%

Sekil 4. Anne siitii bilesenleri (Kim veYi, 2020).

Karbonhidrat, insan siitiiniin yaklasik %7'sini (60-70 g/L) olusturur ve toplam kalori rezervinin
%40'm1 olusturur. Insan siitiindeki ana karbonhidrat laktoztur ve laktaz-flozin hidrolaz
tarafindan monosakkaritler (glukoz ve galaktoz) halinde ayristirilir ve emilir. Laktoz, insan
beyninin yiiksek enerji gereksinimlerini karsilar ve bebek kilo alimiyla pozitif iligki gosterir.
Ayrica oligosakkaritler, mineraller ve kalsiyum gibi biyoaktif bilesenlerin emilimini ve
baglanmasini da kolaylastirir ve insan siitiiniin osmolar+itesine biiyiik katki saglar. Insan
stitlindeki laktoz konsantrasyonu, kolostrumdan gecis siitliine ve olgun siitiine kadar hafifce artar
ve olgun siitte nispeten sabit bir konsantrasyonda kalir, boylece insan siitii sabit osmotik basinci

korur (Eriksen ve ark., 2018; Hester ve ark., 2012; Mosca ve Gianni, 2017).

Anne siitii proteini whey, kazein ve ¢esitli peptitlerin karisimindan olusan ve bebek biiylimesi

ve gelismesi i¢in zorunlu olan 6nemli amino asitleri, ayrica birgok islev i¢in hayati 6neme sahip
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biyoaktif protein ve peptitleri saglar. Kazeinler, midede peynir veya piht1 seklinde var olan
miseller halinde bulunur ve anne siitiindeki kalsiyum ve fosfatin ana kaynagidir. Whey protein
ise ¢oOzelti halinde bulunur. Alfa-laktalbumin, beta-kazein, folat baglayici protein, haptokorin,
safra tuzu uyarili lipaz, amilaz, alfa-1 antitripsin ve laktotransferrin gibi bazi proteinler, diger
besin maddelerinin sindirimi ve kullanimina yardimc olurlar (De Luca ve ark., 2016; Mosca
ve Gianni, 2017). Protein, anne siitiiniin yaklasik %]1'ini (8-10 g/L) olusturur ve dogumun
baslangicinda 14-16 g/L gibi yiiksek miktarda bulunurken, 3-4 ayda 8-10 g/L'ye, 6 aydan sonra
ise 7-8 g/L'ye diiser (Kim ve Yi, 2020).

Bebeklerin besin kaynaginin neredeyse %50'sini olusturan yag, anne siitiindeki ikinci en yaygin
makro besindir ve bebek biiytimesi ve merkezi sinir sistemi gelisimi i¢in 6nemlidir (Delplanque
ve ark., 2015). Genel olarak, anne siiti %3,5-4,5 yag igerir, bunun %95-98'i trigliserid
formundadir. Yag igerigi, beslenme aligkanliklarindaki farkliliklar, anne diyeti, hamilelik
sirasindaki kilo degisimi ve son emzirme zamani dahil olmak {izere pek cok faktore baghidir.
Kolostrum, 15-20 g/L yag igerir, ancak emzirme siiresiyle artarak olgun siitte 40 g/L'ye kadar
ulagir (Saarela ve ark., 2005). Anne siitii araciligiyla saglanan ve az miktarda bulunan uzun
zincirli goklu doymamis yag asitleri bebeklerin retina ve beyin korteks gelisimini etkiler (Mosca
ve Gianni, 2017). Uzun zincirli ¢oklu doymamis yag asitlerinin siitteki bulunma orani1 bebek
viicut yag yiizdesi ile pozitif bir iliski gdsterir ve bebek adipositesini etkiler (Delgado-Noguera
ve ark., 2015). Anne siitiindeki kisa zincirli yag asitleri, bebek biiylimesi i¢in 6nemli kalori

kaynaklarindan biridir ve gastrointestinal olgunlasmada 6nemli rol oynar (Peng ve ark., 2009).

4.2.2 Anne siitii bilesimindeki mikro besin maddeleri

Anne siitii, bebek beslenmesi igin normatif standartta makro besin saglar, ancak, vitaminler ve
mimeraller gibi bircok mikro besin, annenin diyetine ve viicut depolarma bagl olarak
degismektedir (Tablo 1), (Greer, 2001). Anne siitii, bebek biiytimesini desteklemek i¢in ¢ogu
vitamini yeterli miktarda icerirmesine ragmen D ve K vitaminleri acisindan yetersizdir. Bu
yiizden hamilelikte ve emzirme esnasinda takviye olarak alinmalari Onerilmektedir (Guo,
2014). Yagda ¢6ziinen vitaminler, siit-yag globiil membrani iginde bulunurken, vitamin D whey
proteine bagl bulunmaktadir. Insan siitii, vitamin A igeriginde bulunan retinol esterleri ile
zenginlestirilmistir ve kriptoksantin, a ve B-karotenoidler ve karotenoid igerir. A vitamini
icerigi anne diyetine duyarhdir ve kolostromdan olgun siite dogru azalir. Anne siitiinde vitamin
E’nin alfa-tokoferol formu bol miktarda bulunur ve olgun siitte kolostruma gore daha yiiksek
miktardadir. Diger 6nemli vitamin sinifi ise suda ¢dziinen vitaminlerdir. Bunlar C vitamini ile

tiamin (B1), riboflavin (B2), niyasin (B3), piridoksin (B6), biyotin, pantotenik asit, folik asit ve
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siyanokobalamin (B12) gibi sekiz B vitaminidir. Suda ¢6ziinen vitaminlerin konsantrasyonu,
annenin diyetine ve vitamin takviyesi kullanimima baghdir. C vitamini konsantrasyonu,
kolostrumdan olgun siite kadar biiyiik 6l¢iide degismez (Krachler ve ark., 1998; Monaco ve
ark., 2015).

Anne siitli icerisindeki mineral ve iz element konsantrasyonlari, laktasyon siireci boyunca
degisiklik gosterir ve kolostrumda olgun siitten daha yliksek seviyededir. Mineral ve iz
elementlerin taginmasi siki bir sekilde diizenlenir ve genellikle annenin serum mineral
konsantrasyonu veya diyet alimi ile anne siitii igerigi arasinda bir iliski bulunmamaktadir.
Ancak selenyum, flor ve iyot gibi baz1 6zel durumlarda iliski gézlemlenebilir. Anne siitii
icerisindeki bir¢cok mineral proteinlere baghdir, bu da onlarin biyoyararlanilabilirliklerini
arttirmaktadir. Anne siitiiniin baglica makromineral bilesenleri kalsiyum, fosfor, magnezyum,
sodyum, potasyum ve Kkloriddir. Kalsiyumun ¢ogu whey proteininde bulunurken, %15'i kazein
misellerinde fosfor ile baglidir. Kalsiyum ve fosfor arasindaki baglanti yiiksek kalsiyum
biyoyararlanabilirligine yol agar. Anne siitiindeki iz elementler arasinda demir, ¢inko,
manganez, selenyum, bakir, krom, bor, flor ve iyot bulunur. Laktoferrin ve C vitamini, bu
elementlerin anne siitiinden alinmasini kolaylastirabilir. Anne siitiindeki demir konsantrasyonu
diisiiktiir ama yiliksek demir biyoyararlanabilirli§i sayesinde ilk altt ay demir eksikligi ve
kansizlik i¢in koruyucu diizeydedir. Cinko ve manganez de laktasyonun ilk giinlerinden sonra
azalmaktadir. Ancak, selenyum, flor ve iyot gibi mineraller siitte, annenin gida alimiyla
iligkilidir ve cografi konuma ve mineral acisindan zengin gidalarin bulunabilirligine bagl

olarak farklilik gostermektedir (Krachler ve ark., 1998; Monaco ve ark., 2015).

Tablo 1. Kolostrum ve olgun siitteki makro ve mikro elementlerin miktar1 (Kim ve Yi, 2020).

Bilesenler (1) Kolostrum | Olgun Siit
Enerji (kcal) 535 578
Toplam Karbonhidrat (g) 50-70 70-84
Laktoz (g) 30-50 67-71
Oligosakkaridler (g) 22-24 5-16
Glikoz (g) 0.2-1.0 0.2-0.3
Toplam Yag (g) 15-20 35-47
Trigliserid (g) 14.5-19.5 34-48
Yag Asitleri (g) 13-17 30-41
Kolesterol (g) 0.2-0.3 0.1-0.2
Kolesterol Esteri (g) 0.05 0.01
Fosfolipidler ve sfingolipidler (g) | N.R. 0.25-0.30
Toplam Nitrojen (g) 3.0 191
Nonprotein Nitrojen (g) 0.5 0.46
Protein Nitrojen (g) 25 1.44
Toplam Protein (g) 15-20 8-12
Kazein (g) 3.8 3-5
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of3-Kazein () 2.6 3-4
ek-Kazein () 1.2 1-2
Whey Proteinleri (g) 11-15 5-7
eq-Laktalbumin (g) 3.7 2-3
elgM (g) 0.02 0.01
¢1gG (Q) 0.01 0.05
el aktoferrin () 3.5 1-3
eLizozim (g) 0.1-0.2 0.1
eSekretuar IgA (g) 2.0 0.5-1.0
eSerum Albumin 0.4 0.3
Yagda Coziinebilen Vitaminler
Vitamin A ve Karotenoidler
Retinol Esterleri (umol) 1.45-2.0 1.21
Toplam Karotenoidler (umol) 5.36 1.8-3.2
eq-Karoten (umol) 0.18 0.02-0.03
of3-Karoten (umol) 0.43 0.04-0.07
of3- kriptoksantin (umol) 0.22 0.03-0.06
el_utein/zeaksantin (umol) 0.2 0.05-0.9
eLikopen (umol) 0.5 0.02-0.06
Vitamin D3 (kolekalsiferol) (ug) | 0.1-0.3 0.5-2.0
Vitamin E
a-Tokoferol (mg) 15 3-5
y-Tokoferol (mg) 15 1.0
Vitamin K
Filokinon, K (ng) 0.64-3.7 0.86-3.8
Menakinon, K (1g) 1.8-2.6 1.2-2.0
Suda Coziinebilen Vitaminler
Askorbik Asit (mg) 80-105 40-105
Biotin (ng) 4.5 5-9
Vitamin Biz (ug) 1.2-1.5 0.5-0.8
Folat (ng) 5-10 50-100
Niasin (mg) 0.5 1.5-2.0
Pantotenik Asit (mg) 2.5 2.0-24
Piridoksin, Bs (1g) 20-45 90-300
Ribofilavin, B2 (19) 500 300-400
Tiamin, B1 (ng) 20 160-210
Makromineraller
Kalsiyum (mg) 250 200-250
Kloriir (mg) 600-850 400-450
Magnezyum (mg) 30-35 30-35
Fosfor (mg) 120-160 120-140
Potasyum (mg) 600-650 400-550
Sodyum (mg) 300-450 150-250
Mikromineraller
Bor (19) 30 28
Krom (ug) 17 25-75
Bakir (mg) 0.5-0.8 0.1-0.3
Floriir (ug) 5-20 4-15
fyot (ug) 40-55 140-150
Demir (mg) 0.5-1.0 0.3-0.75
Manganez (u.g) 5-12 3-4
Selenyum (n9) 25-33 10-25
Cinko (mg) 5-12 1-3
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4.2.3 Anne siitii bilesimindeki biyoaktif maddeler

Biyoaktif maddeler, biyolojik siirecler veya maddeler {izerinde etkiler gdsteren ve bdylece
viicut fonksiyonunu veya durumunu ve nihayetinde sagligi etkileyen elementler olarak
tanimlanir (Schrezenmeir ve ark., 2000). Insan siitii, bu siiregleri diizenleyen biiyiime faktorleri,
hormonlar ve immiinolojik faktorler gibi birkag temel biyoaktif bilesen igermektedir (Tablo 2).
Baz1 biyoaktif molekiiller memenin epitelyumu tarafindan tretilir ve salgilanirken, bazilari
anne sltii icerisindeki hiicreler tarafindan tiretilir ve digerleri maternal serumdan gelir ve
reseptor araciligiyla memenin epitelyumundan gegebilirler (Vass ve ark., 2019). Bebegin
ihtiyaglarina yanit olarak, bu biyoaktif bilesenlerin varligi, yoklugu ve miktari, prematiire ve
zamaninda dogumda veya emzirme siirecinde degisebilir. Bu bilesenlerin bagisiklik
fonksiyonunu, enfeksiyona yaniti, bagirsak bakteri kolonizasyonunu ve gelisimi diizenledigi

diistiniilmektedir (Cheng ve ark., 2021).

Tablo 2. Anne siitiinde bulunan biyoaktif bilesenler (Cheng ve ark., 2021).

Anne Siitiinde Bulunan Biyoaktif Bilesenler

Epidermal Biiylime Faktorii Immunoglobinler
Noronal Biiylime Faktorii Hormonlar
eBeyin Kaynakli Norotrofik Faktor Anne Siti Oligosakkaridleri

eHiicre Hatt:1 Kaynakli Norotrofik Faktor Beyaz Kan Hiicreleri
oSiliyer Notrotrofik Faktdr, SI00B Proteini | Peptidler
Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii Ust Ailesi | Sitokinler

Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii Kemokinler
Eritropoietin miRNA
Adiponektin

Insan siitii, sindirim sistemi, damar sistemi, sinir sistemi ve endokrin sistem iizerinde genis
etkilere sahip bir¢ok biiytime faktori icermektedir. Epidermal biiytime faktorii (EGF) bagirsak
ve mukoza olgunlagmasi i¢in 6nemlidir ve saglam bir bagirsak bariyer fonksiyonunun
gelisimine katki saglayip hem anne siitiinde hem de amniyotik sivida bulunur (Wagner ve ark.,
2008). EGF' nin anne siitiindeki konsantrasyonu, laktasyon siiresince azalmaktadir. Cok erken
dogan bebeklerin annelerinin siitlindeki EGF konsantrasyonu, tam zamaninda dogan bebeklerin
annelerinin siitiindeki konsantrasyona gore %50-80 daha yiiksektir ve bu, prematiire bebeklerde
mukoza olgunlasmasinin iyilesmesiyle dogrudan iligkilidir (Dvorak, 2010; Dvorak ve ark.,
2003). Insiilin benzeri biiyiime faktérii-1 (IGF-1), IGF-II ve IGF baglayic1 proteinler (IGFBP)
de insan siitiinde bulunur ve oksidatif stres kaynakli bagirsak hasarini 6nlemede rol

oynamaktadirlar (Blum ve Baumrucker, 2002). IGF seviyeleri kolostrumda en yiiksek
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diizeydedir ve laktasyon siiresi boyunca azalir (Hoeflich ve Meyer, 2017). Ayrica, lenfatik
damar gelisimi i¢in 6nemli olan vaskiiler endotel biiyiime faktorii (VEGF) de anne siitiinde
bulunur. VEGF'nin konsantrasyonu kolostrumda en yiiksek seviyededir (Secker ve Harvey,
2015). Yenidogan bagirsaginin olgunlasmamisligi, enteral sinir sisteminin de olgunlasmamis
olmasin1 gerektirir ve bu olgunlagsma icin beyinden tiireyen norotrofik faktdér (BDNF) ve gliyal
hiicre kokenli norotrofik faktér (GDNF) gerekmektedir (Rodrigues ve ark., 2011). BDNF,
prematiire bagirsakta bozulan peristaltizmi artirabilir (Boesmans ve ark., 2008). BDNF, GDNF
ve ilgili bir protein olan silier norotrofik faktdr (CNTF), dogumdan sonra 90 giine kadar insan

stitiinde tespit edilmektedir (Fichter ve ark., 2011; Li ve ark., 2011).

Eritropoietin (Epo) de anne siitinde bulunmaktadir ve konsantrasyonu laktasyon siiresince
artar. {lk 1-2 ayda 4-5 mU/mL araligindayken, laktasyon siiresi boyunca 100-150 mU/mL'ye
yiikselmektedir (Kling ve ark., 1998; Semba ve Juul, 2002). Epo bagirsak siki baglantilarini
artirarak bariyer fonksiyonunun ve bagirsak gelisiminin saglanmasina katkida bulunur, ayrica
nekrotizan enterokolitin dnlenmesiyle iliskilidir (Shiou ve ark., 2011). Adiponektin, anne
siitiinde biiyiikk miktar bulunur ve bagirsak bariyerini gecerek metabolizmay1 diizenler ve
enflamasyonu inhibe eder (Newburg ve ark., 2010). Kalsitonin ve Onciilii prokalsitonin, siitte
biiyiik miktarlarda bulunmaktadir (Struck ve ark., 2002). Enterik sinir hiicreleri, gebeligin son
donemlerinden baglayarak bebeklik donemine kadar kalsitonin reseptdrii immiinoreaktivitesini
ifade eder (Wookey ve ark., 2012). Anne siitiinde etkili miktarlarda bulunan leptin, resistin ve
ghrelin gibi diger metabolizmay1 diizenleyen hormonlar enerji donilisiimiinii, viicut
kompozisyonunu ve istah kontroliinii diizenlemede 6nemli bir rol almaktadir (Savino ve

Liguori, 2008).

Immiinoglobiilinler ve sitokinler anne siitiinde bulunan énemli biyoaktif maddelerdendir.
Sekretuvar IgA (slgA), anne siitiinde en bol miktarda bulunan ve biyolojik olarak aktif olan
immiinoglobiilindir. sIgA, mikrobiyal antijenlere baglanarak patojenlerin epitelyal hiicrelere
yapismasini engeller, fagositozu artirir ve yerel bagisiklik fonksiyonunu diizenler. IgG ve IgM
ise anne siitiinde ¢ok daha az miktarlarda bulunur. Immiin ve sindirim sistemlerinin gelisimini
uyarici sekilde etkileyebilen bir¢ok sitokin anne siitiinde bulunur. Bunlar IL-18, 4, 5, 6, 8, 10,12,
13, TGF-B ve TNF-a iken, sitokinlerin meme bezinde iiretilmektedir (Monaco ve ark., 2015).

Anne siitiindeki en dnemli biyoaktif maddelerden biri insan siitii oligosakkaritleri (ISO)
yenidogan bagisikliginin olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. ISO'lar, laktozdan sonra en

yaygin bulunan karbonhidratlardir ve insan siitindeki en yaygin tigiincii bilesendir (Plaza-Diaz
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ve ark., 2018). Dogumdan hemen sonra ¢esitli enfeksiyonlara karst bir bagisiklik sistemi
olusturmak, bebeklerin sindirim sisteminin steril olmasi nedeniyle 6nemlidir. [SO'lar, neonatal
ince bagirsakta hidrolize direnclidir, bu nedenle emilmezler ve kalin bagirsaga biiyiik o6l¢iide
bozulmadan ulasabilmektedirler (Thurl ve ark., 2017). ISO'lar, prebiyotikler ve metabolik
substratlar olarak gorev yaparlar, faydali bagirsak bakterilerinin ve konak savunmasinin

biiyiimesini desteklerler (Jantscher-Krenn ve ark., 2012).

4.3 Anne Siitiinde Bulunan Hiicre Popiilasyonlar:

Anne siitii farkli hiicre tiplerini igeren biyolojik bir sividir. Anne siitliniin hiicresel bilesimi
dinamiktir ve farkli hiicre tiplerinin orami laktasyon donemi, saglik durumu ve bebegin
beslenmesi gibi birgok faktor tarafindan degismektedir. Kolostrumda yaklasik 1 milyon
hiicre/mL hiicre bulunurken, dogumdan sonraki haftalarda bu say1 yaklasik olarak 1000
hiicre/mL'ye diismektedir (Molés ve ark., 2018). Anne siitii cok sayida yararli probiyotik
bakteriler ile birlikte siit hiicresi olarak isimlendirilen farkli kokenli heterojenik hiicre
popiilasyonu i¢ermektedir. Siit hiicreleri meme bezi kaynakli ve kan kaynakli olacak sekilde
simiflandirilmaktadir. Kan kaynakli hiicre populasyonu bebegin bagisiklik sistemini
destekleyen c¢esitli immiim hiicreler, hematopoetik kok hiicreler ve muhtemel kan kaynakli
diger hiicrelerden olusmaktadir. Meme bezi kaynakli hiicre populasyonu ise anne siitiiniin
tiretiminde 6nemli rol oynayan meme bezi epiteli kokenli hiicreleri (laktositler ve miyoepitelyal
hiicreler) ve farkli tipte onciil/kok hiicreleri icermektedir (Sekil 5), (Witkowska-Zimny ve
Kaminska-El-Hassan, 2017).

~

ANNE SUTU HUCRELERI

|
| 1

Probiyotik Bakteriler Meme Bezi Siit Hiicreleri

I |
Meme Bezi Kaynakl Hiicreler Kan Kaynakli Hiicreler
L

Laktositler ‘

Miyoepitel Hiicreler
Onciil Hiicreler

Kok Hiicreler

. I
Immiin Hiicreler
Hematopoetik Kok Hiicreler

Kan Kaynakli Diger Hiicreler

[ \ ‘ I
Monositler Eozinofiller [ Nbétrofiller

|
Olgun Olmayan Granulositler

B Hiicreleri NK Hiicreleri T Hiicreleri

Sekil 5. Anne siitiinde bulunan hiicre tipleri (Witkowska-Zimny ve Kaminska-El-Hassan,
2017).
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4.3.1 Kan kaynakl hiicreler

4.3.1.1 immiin hiicreler

Anne siitiindeki immiin hiicreler, yeni doganin bagisiklik sistemi gelisirken liimen i¢indeki
patojenlere kars1 koruma saglamaktadir (Cacho ve Lawrence, 2017). Anne siitii 16kositlerinin
bebegin sindirim sistemi gegisini sagladigini ve ardindan sindirim sistemi lizerinden sistemik
dolasim araciligiyla kan, lenf diigtimleri, dalak ve karaciger gibi uzak bolgelere tasinmaktadir
(Cabinian ve ark., 2016). Aym1 zamanda, fagositoz yoluyla patojenlere karsi savasarak ve
biyoaktif bilesenler iireterek yeni dogan bagisiklik sisteminin gelisimine yardime1 olarak veya
bebegin sindirim sistemi mikroortamini degistirerek aktif bagisiklik sagladiklar1 bilinmektedir

(Hanson, 2000).

Insan kolostrumunda baskin 16kositler makrofajlardir (%40-50), onlar1 polimorfoniikleer
notrofiller (%40-50) ve lenfositler (%5-10) takip eder (Hassiotou ve Geddes, 2015).
Lenfositlerin ¢ogunlugunu T hiicreleri olusturur (%80'den fazla) ve B hiicreleri daha azdir

(Vieira Borba ve ark., 2018).

Laktasyon doneminde, siitteki  16kosit kompozisyonunda 6nemli  degisiklikler
gerceklesmektedir. Kolostrum yaklasik 146.000 hiicre/ml igerirken, gegis doneminde
(dogumdan sonraki 8-12. giin) ve olgun siitte (dogumdan sonraki 26-30. giin) sirastyla 27.500
ve 23.650 hiicre/ml'ye diismektedir (Trend ve ark., 2015). Tanimlanan hiicreler arasinda, en
yaygin lokositler miyeloid Oncii hiicreler (%9-20), notrofiller (%12-27), olgunlagsmamis
graniilositler (%8-17) ve sitotoksik olmayan T hiicreleridir (%6-7). Laktasyonun ilerlemesi ile
major CD45" 16kosit konsantrasyonunu, eozinofilleri, miyeloid ve B hiicre dnciilerini ve CD16~
monositleri azalmaktadir. Notrofillerin ve olgunlagsmamis graniilositler ise kolostruma kiyasla
olgun siitte onemli dl¢iide artmaktadir. Hem emziren annenin enfeksiyon gecirdigi durumlarda
(Hassiotou, Hepworth, ve ark., 2013) hem de bebegin enfeksiyon gegirdigi durumlarda (Riskin

ve ark., 2012) anne siitii 10kositlerinde artis olmaktadir.

4.3.1.2 Hematopoetik kok hiicreler

Kan kokenli 16kositlere ek olarak, anne siitiinde maternal dolasimdan kéken alan hematopoetik
kok hiicrelerin varlig1 gosterilmektedir (Indumathi ve ark., 2013). insan kolostrumunda CD33,
CD45 ve CDI117 yiizey isaretleyicilerini i¢eren hematopoetik kok hiicreler bulunmaktadir
(Goudarzi ve ark., 2020). Bu hiicrelerin 6zellikleri, rolii, maternal kandan anne siitiine transfer
mekanizmasi, bebegin immiin sisteminin gelisimine katkida bulunup bulunmadig1 ve hangi

kosullarda etkili olduklar1 bilinmemektedir.
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4.3.2 Meme bezi kaynakl hiicreler
Insan anne siitii meme bezi kaynakli, laktositler (siit salgilayan hiicreler), miyoepitelyal hiicreler
(memenin kanallar1 ve alveollerinden) ve progenitdr/kok hiicrelerin hiyerarsisini igeren

heterojen hiicre popiilasyonlarini igermektedir (Hassiotou ve ark., 2014).

4.3.2.1 Epitelyal hiicreler

Epitelyal kokenli olan liiminal hiicreler, miyoepitelyal hiicreler ve laktositler saglikli kosullarda
insan anne siitlinde bulunan immiin olmayan hiicre tiplerinin yaklagik %98'ini olustururlar
(Hassiotou ve ark., 2013). Bu hiicreler meme epitelyal hiicrelerinin farklilasma belirtegleri olan
sitokeratin 5, 14 ve 18 membran yiizey antijenini ifade ederler. Miyoepitelyal hiicreler,
alveollerin etrafin1 saran diiz kas liflerini olusturur ve kasilmasi ile alveollerden siitiin siit
kanallarina atilmasini saglanir. Liiminal hiicreler epitelyal hiicre adezyon molekiilii (EPCAM)
ifade ederken, miyoepitelyal hiicreler diiz kas aktin (SMA) ve sitokeratin 14 (CK14) ifade eder.
Laktositler, insan meme bezinin alveollerini doserler ve siitiin sentezinden ve alveolar limene
salgilanmasindan sorumludurlar. Laktositler sitokeratin 18 (CK18) eksprese eder. Ayni
zamanda sentezledikleri a-laktalbumin ve B-kazein gibi siit proteinleri laktositlere 6zgii
isaretleyici olarak tanimlanir (Twigger ve ark., 2015). Hem liiminal hem de miyoepitelyal hiicre
tipleri a6 integrin (CD49f) ve sitokeratin 5 (CK5) eksprese etmektedirler (Patki ve ark., 2010).

4.3.2.2 Kok hiicreler

Anne siitiinde kok hiicrelerin varligi ispat edilmistir ve bu hiicre populasyonu genel olarak insan
anne siitli kok hiicreleri (hnBmSC) olarak adlandiriimaktadir (Cregan ve ark., 2007). Anne
stittinden elde edilen kok hiicrelerin ndral hiicre hatlarina farklilagsma yetenegine sahiptirler ve
embriyonik ve mezenkimal kok hiicrelere benzerlik gostermektedirler. Anne siitiinden elde
edilen hiicre popiilasyonunun in vitro olarak noérojenik ortamda farklilagtirilmasi ile néron
belirteci olan B -tubulin ifade eden néronlara, O4 belirteci ifade eden oligodendrositler ve GFAP

belirteci ifade eden astrositlere farklilasmaktadirlar (Hosseini ve ark., 2014).

Insan anne siitinde mezenkimal kok hiicreler bulunmaktadir ve CD44, CD73, CD90, CD105,
CD146 ve CD271 gibi tipik MKH belirteclerini ifade eden hiicreler siitten izole edilmistir
(Kaingade ve ark., 2016; Patki ve ark., 2010; Sani ve ark., 2015). Insan anne siitiinde kiigiik bir
populasyonun embriyonik kok hiicre isaretleyicileri olan Oct4, Sox2, TRA 60-1 ve Nanog
eksprese etmektedirlerama SSEA1 ve SSEA4 isaretleyicileri bulundurmamaktadirlar (Hosseini
ve ark., 2014; Sani ve ark., 2015).
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Insan anne siitiinde kendini yenileme kapasitesine sahip ve ektoderm, mezoderm ve endoderm
olmak tizere ili¢ germ tabakasina farklilasabilen pluripotent kok hiicreler igermektedir.
Mezodermal yolak iizerinden osteoblast benzeri hiicrelere, kondrositlere, adipositlere ve
kardiyomiyositlere farklilasabilmektedirler. Ayrica insiilin iireten pankreatik beta benzeri
hiicreler ve albiimin iireten hepatosit benzeri hiicreler gibi endodermal kokenli hiicrelere
farklilagirlar. Noronal 6zgiil isaretleyicileri ifade eden gliya benzeri ve ndéron benzeri hiicreler
de dahil olmak iizere cesitli ektodermal kokenli hiicrelere farklilagabildigi gosterilmistir

(Hassiotou ve ark., 2012; Patki ve ark., 2010; Twigger ve ark., 2013).

4.3.3 Probiyotik Bakteriler

Anne siitii tamamen steril degildir ve giinliikk 800 ml anne siitii tiikketen bir bebek, giinde yaklagik
107-108 bakteri hiicresi alabilmektedir. Erken doénem konak-mikrop etkilesimlerinin
degerlendirilmesinde siit bakterileri tarafindan gerceklestirilen bebegin bagirsaklarinin erken
donem kolonizasyonunun c¢ocuklarda hastalik onleme ve ileriki saglik tizerinde etkili
olabilecegini diisiindiirmektedir (Boix-Amorés ve ark., 2016). Insan siitiinde en sik bulunan
bakteriler, Staphylococcus, Acinetobacter, Streptococcus, Pseudomonas, Lactococcus,
Enterococcus ve Lactobacillus tiirlerine aittir. L. gasseri, L. salivarius, L. rhamnosus, L.
plantarum ve L. fermentum gibi diger tiirler, Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (EFSA)
tarafindan probiyotik tiirler olarak kabul edilmektedirler (Martin ve ark., 2003).

Maternal gastrointestinal mikrobiyotanin seg¢ilmis bakterilerinin entero-meme bezi yoluyla
meme bezinin i¢ine ulasabilmektedir. Bu mekanizma, dendritik hiicreler ve CD18" hiicrelerini
icerir, bu hiicreler bagirsak igeriginden nonpatojenik bakterileri alarak emziren memeye
tasimaktadirlar (Langa ve ark., 2012; Rescigno ve ark., 2001). Hamile ve emziren farelerde
bakteriyel translokasyonun bagirsaktan mezenterik lenf diiglimlerine ve meme bezlerine oldugu
gozlemlenmektedir. Saglikli bir konakta bakteriyel translokasyonun ekstraintestinal dokulara
olumlu bir fizyolojik olay oldugu ve neonatal bagisiklik sisteminin olgunlagmasiyla iliskili

olabilecegi one siiriilmektedir (Perez ve ark., 2007).

4.4 Mikrokimerizm

Mikrokimerizm, genetik olarak farkli bir bireyin kiiclik bir hiicre popiilasyonunun veya
DNA’sinin bagka bir bireyde bulunmasi durumudur (Miiller ve ark., 2015). Gebelik, anne ve
fetiis arasinda plasentadan iki yonlii hiicre trafigiyle dogal mikrokimerizmin baslica nedenidir.
Cesitli hiicre dis1 maddelerin yani sira baz1 hiicrelerin de gebelik sirasinda degis tokus edildigi

ve mikrokimerizmin annede ve onun soyundaki bireylerde onlarca yil sonra bile devam ettigi
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bilinmektedir. Gebelik sirasinda transfer edilen mikrokimerik hiicrelerin varligi ve islevleri tam
olarak belirlenememistir. Bu hiicrelerin insan sagligina faydali mi yoksa zararli m1 oldugu
konusu hala tartismali olmasina ragmen otoimmiin hastaliklar, kanser, yara iyilesmesi vb. gibi

birgok nedenden dolay1 giiniimiizde ilgi géren bir konudur (Shrivastava ve ark., 2019).

Mikrokimerik hiicrelerin dogal ve yapay olmak {izere iki olast kokeni vardir. Dogal
mikrokimerizm baglica kaynagi gebelik olmakla beraber diisik yapma ve ikiz dogurma
durumlarini da igermektedir. Yapay mikrokimerizm ise organ/doku nakli ve kan transfiizyonu

yoluyla ger¢eklesmektedir (Boyon ve ark., 2011; Galofré, 2012).

Normal gebelik siirecinde, anne, fetus ve plasentadan hiicrelerin geri doniisiimlii olarak transferi
olur. Dogal mikrokimerizm genel olarak iki kategoriye ayrilir. Gebelikte fetuse ait hiicre yada
DNA’nin anneye gecisi fetal mikrokimerizm, anneye ait hiicrelerin veya DNA’nin fetiise
gecmesi ise maternal mikrokimerizm olarak adlandirilir. ikizlerde ya da cogul gebeliklerde de
rahim iginde fetusler arasinda hiicre aligverisi olmasiyla mikrokimerizm gergeklesir (Comitre-

Mariano ve ark., 2022).

4.4.1 Fetal mikrokimerizm
Fetal mikrokimerizm, hiicre ya da DNA materyalinin fetiisten gebelik sirasinda anneye
gecmesidir. Dogal mikrokimerizmin en yaygin seklidir ve bu aktarim tiim gebeliklerde

meydana gelir ve gebelik yasi ilerledikge artar.

Fetal hiicrelerin anneye gecisi, insanlarda gebeligin dordiincii ve altinci haftalar1 arasinda
(Ariga ve ark., 2001), farelerde 11. giiniinde (Yutaka ve ark., 2009) ve rhesus maymunlarinda
dordiincii haftada basladigi bildirilmistir ve gebelik siiresince artarak dogumdan onceki
giinlerde maksimum diizeye ulagmaktadir. Fetal hiicrelerin ¢ogu, dogumdan sonraki ilk
haftalarda kademeli olarak maternal dolagimdan kaybolur ve maternal bagisiklik sistemi
tarafindan ortadan kaldirilir. Ancak birkac fetal hiicre, insanlarda dogumdan sonra 30 yil
boyunca (Chan ve Nelson, 2013) ve farelerde 8 ay boyunca (Dawe ve ark., 2007) maternal

dokulara entegre oldugu bulunmustur.

Fetal hiicreler plasental bariyeri gegerek maternal dolasima girer ve burada hayatta kalabilir,
goc¢ edebilir ve farkli maternal dokulara entegre yerlesebilmektedirler. Hayvan modellerinde,
fetal mikrokimerik hiicreler kemik iligi, deri, hipofiz bezi, karaciger, beyin, omur ilik, akciger,
kalp, tiroid, bobrek, bobrek iistii bezi, timus, pankreas gibi ¢esitli organlarda tespit edilmistir
(Fujiki ve ark., 2009; Jimenez ve ark., 2005; Pritchard ve ark., 2012; Vojdani ve ark., 2018;
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Zeng ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2014). insanda ise fetal mikrokimerik hiicreler deri, dalak,
karaciger, beyin, akciger, bobrek, memetiroid, lenf nodlar, tiikiiriik bezleri bagirsak, mesane
ve uterus gibi organlarda gézlemlenmistir (Broestl ve ark., 2018; Fett, 2011; Fugazzola ve ark.,
2011; Huerta Sil ve Medrano Ramirez, 2006; Khosrotehrani ve Bianchi, 2005; Khosrotehrani
ve ark., 2004; Koopmans ve ark., 2005).

Maternal ve plasental patolojilerde yiiksek oranda fetal mikrokimerik hiicre oldugu
aciklanmistir (Lambert, 2007). Ayrica melenoma, kolorektal, meme, serviks, mesane ve akciger
kanseri gibi kanserlerde de bulunmaktadir (Fugazzola ve ark., 2011; Kamper-Jorgensen ve ark.,
2012; Korkmaz ve ark., 2015). Bir yandan bu hiicrelerin meme kanseri (Broestl ve ark., 2018)
ve mesane kanseri (Nguyen Huu ve ark., 2009) riskini azaltma ile iliskilidir. Ayn1 zamanda
maternal saglikta faydali (koruyucu ve rejeneratif) bir rol oynayabilir, doku onarimi ve
rejenerasyonuna, hiicre degisimine ve maternal homeostatik diizenin siirdiiriilmesine katkida
bulunabilmektedirler (Boddy ve ark., 2015). Ornegin iltihapli maternal dokularda bulunarak
anjiyogenik ve iyilestirme siire¢lerinde rol aldiklarimi disiindiirmektedir (Nguyen Huu ve ark.,
2009).

4.4.2 Maternal mikrokimerizm

Mikrokimerizm siireci ¢ift yonliidiir ve anneden fetal dolagima az sayida hiicre veya DNA
gecisine maternal mikrokimerizm denir. Bu gegis embriyogenez sirasinda (6rnegin farelerde
yaklasik E12.5'te) plasenta araciligiyla ve dogumdan sonra anne siitii yoluyla ger¢eklesmektedir
(Aydm ve ark., 2018; Vernochet ve ark., 2007). Maternal mikrokimerizm, tiim hiicresel alt
gruplarda fetal mikrokimerizmden daha az yaygindir. Maternal mikrokimerik hiicrelerin yasam
boyunca kalict oldugu diisliniilse de, dogumdan sonra herhangi bir potansiyel rolii olup

olmadig1 heniiz netlestirilmemistir.

Cesitli organlarda farkli maternal hiicre tipleri tanimlamis ve olasi rollerini belirlemislerdir.
Fetal yasam ve erken neonatal donemde, maternal mikrokimerik hiicreler cilt, timus, dalak,
karaciger ve tiroid gibi gesitli organlarda bulunmustur (Galofré, 2012). Maternal mikrokimerik
hiicrelerin bliylik cogunlugunu miyeloid hiicreler ve graniilositler olusturmaktadir. Ayrica,
maternal mikrokimerik hiicrelerin mikroglial hiicreler, fibroblastlar, astrositler ve epitelyal

hiicreler gibi gesitli farklilasma durumlar da bildirilmistir (Fujimoto ve ark., 2022).

Maternal hiicreler belirli patolojik durumlarla da iliskilendirilmistir. Ornegin, tip | diyabet
hastalarinda insiilin salgilayan beta hiicrelerinin tanimlanmasi1 (Nelson ve ark., 2007), hasarli

dokularin yenilenmesine katkida bulunma olasiligini gdstermistir. Ote yandan, biliyer atrezi ve
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Graves hastaligi gibi iltihabi hastaliklara sahip hastalarda CD8" T hiicreleri gibi maternal
sitotoksik bagisiklik hiicrelerinin artmasi, maternal mikrokimerik hiicrelerin bu tiir hastaliklarin
olusumuna veya kétiillesmesine katkida bulunabilecegini disiindiirmektedir (Muraji ve ark.,

2008).

Farklilasmis maternal hiicrelerin soyundan gelen mikrokimerik hiicrelerin muhtemelen
biyolojik ev sahibinin bir nisinde depolanan bir kok hiicre hattindan kaynaklandigi ve bu
yiizden maternal hiicrelerin uzun 6miirlii oldugu diisiiniilmektedir (Karlmark ve ark., 2021). Bu
kadar fazla farklilagmis maternal hiicrenin gézlemlenmesi, farklilasmis hiicrelerin kok hiicre
potansiyeline sahip maternal mikrokimerik hiicrelerden kaynaklanmis olabilecegi gibi zaten

gocten Once farklilagtigini diisiindiirmektedir.

4.4.3 Anne siitiindeki maternal mikrokimerik hiicrelerin gocii

Maternal hiicrelerin, plesantadan fetiise gegisinin disinda dogum sonrasi emzirilen yavrulara
siit araciligiyla gecisi de gerceklesmektedir. Bu gegis anne siitii kaynakli maternal
mikrokimerizm olarak isimlendirilir ve anne siitii kaynakli mikrokimerik hiicreler yavruya
gecerek farkli organlara yerlesebilmektedir. Bu gegis tam olarak aciklanmamis olsada anne siitii
kaynakli hiicrelerin gastrointestinal sistemin duvarini asarak yavru dolasim sistemine girdigi ve
farkli organlara bu sekilde ulastiktan sonra tamamen iglevsel hale gelebildigi gdsterilmistir

(Sekil 6), (Hassiotou ve ark., 2014).
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Sekil 6. Anne siitii kaynakli hiicrelerinin emzirilen yavru viicuduna yayilmasi1 (Hassiotou ve
ark., 2014).
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Yasamin ilk haftalarinda, anne siitiindeki maternal hiicrelerin, yeni dogan bagirsagindaki
bariyeri etkilemeden gegebilecekleri benzersiz bir uygun ortam bulunmaktadir. Bu durum,
diistik sindirim enzim aktivitesi, bebek midesindeki hipoklorhidri (hidroklorik asit eksikligi) ve
bagirsak hiicreleri arasindaki gevsek baglantilar sonucunda paraselliiler bosluklarin
olusmasindan kaynaklanir. Bu durum, maternal siit hiicrelerinin transferini ve hayatta kalmasini
mimkiin kilar. Siit-tiikiiriik etkilesimleri sirasinda olusan hiicresel kompleksler, mide
transitindeki asitlikten anne siitii hiicrelerini korumada 6nemli bir rol oynamaktadir. Ornek
olarak, siit makrofajlari, oral uygulama sonrasinda bebek farelerin sindirim sisteminde birkag
saat hayatta kalabilmektedirler (Southern, 1998). Hiicre transferinin en olas1t mekanizmasi,
zayiflamis interepitelyal baglantilar aracilifiyla anne siitii hiicrelerinin paraseliiler gecisiyle
gerceklesir. Bagirsak epitelinden submukoza tabakasina gegen hiicreler buradan hem lenf hem
de kan dolasimina katilmaktadirlar. Canli lenfositlerin neonatal mide mukozasi tarafindan aktif

bir sekilde alindig1 gosterilmistir (Seelig ve Head, 1987).

Anne siitii kaynakli immiin hiicrelerin ve 6nctil/kok hiicrelerin fetal dolasima katilmasi ile farkli
organlara gocii birgok c¢aligma ile desteklenmektedir. Anne siitii kaynakli 16kositler, dogumdan
sonraki ilk hafta yavrunun karacigerinde tespit edilmistir (Zhou ve ark., 2000). Ayrica, immiin
yetmezligi olan farelerde IgG salgilayan B lenfositlerinin varligi anne siitiiyle beslenme

sonrasinda gosterilmistir (Arvola ve ark., 2000).

Siit ile beslenen tavsanlar iizerinde yapilan g¢alismalar, PKH26 kirmiz1 floresan hiicre
baglayicisi ile isaretlenmis siit kaynakli kok hiicrelerin yavru organlarina tutundugunu ve
karaciger, kikirdak, kemik ve on iki parmak bagirsaginda tespit edildigi gosterilmistir (Abd
Allah ve ark., 2016). Bir baska caligmada yesil floresan protein (GFP+) ifade eden transgenik
disi farelerin normal yavrulart emzirmesi sonucunda GFP+ hiicreleri yavrunun kaninda ve
beyin dokusunda tespit edilmistir. Ayrica, mikrokimerik hiicrelerin beyinde hem sinirsel hem
de gliyal hiicre tiplerine farklilastiklar1 belirtilmistir. Bu veriler, GFP+ hiicrelerin siit
aracilifiyla yavrulara ulastigini ve farkli hiicre tiplerine farklilagabildigini gii¢lii bir sekilde

gostermektedir (Aydin ve ark., 2018).

4.5. Testis ve Gelisimi

Erkek tlireme sistemi, testisler, genital atim kanallari, yardimeci seks bezleri ve penisi ve
skrotumu igeren dis genital organlardan olusur. Yardimci seks bezleri arasinda seminal
vezikiiller, prostat ve bulbouretral bezler bulunur. Testisin iki temel fonksiyonu spermatogenez

ve steroidogenez (androjenlerin sentezi)dir. Androjenler, 6zellikle testosteron, spermatogenez
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icin 6nemlidir, erkek embriyonun fenotipik erkek fetiise donlismesinde embriyonik gelisimde
onemli bir rol oynar ve cinsiyet dimorfizminin (erkek cinsiyetine ait fiziksel ve davranigsal

ozelliklerin) sorumlusudur (Ross, 2016).

4.5.1 Testis morfolojisi

Yetigkin testisler, viicut boslugunun disinda yer alan skrotum i¢inde bulunan c¢ift elips
seklindeki organlardir. Her bir testis, uzunlamasina bir kasili-fasiyal kese i¢inde asili durur ve
bu kese, 6n karin duvarinin tabakalariyla stirekli bir halde olup skrotuma dogru uzanir. Testisler,
sperm kanallar1 araciligiyla karin duvarina baglanir ve skrotuma skrotal ligamentler araciligiyla

baglanir; bu ligamentler, gubernaculumun kalintilaridir (Ross, 2016).

Her bir testisin lizerini kalin, yogun bag dokusu kapsiilii olan tunika albuginea Orter. Bu
kapsiiliin i¢ kismi olan tunika vaskiiloza, kan damarlarini iceren gevsek bag dokusu tabakasidir.
Her bir testis, kapsiilden uzanan, kesikli bag doku septalar1 tarafindan yaklasik olarak 250
lobiile boliinmiistiir. Testisin arka ylizeyi boyunca, tunika albuginea kalinlasir ve mediastinum
testis olarak iceri dogru uzanir. Kan damarlari, lenfatik damarlar ve genital atim kanallari,

testise girerken veya ayrilirken mediastinum iginden geger (Sekil 7) (Ross, 2016).
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Sekil 7. Insan testisinin midsagital sematik ¢izimi (Ross, 2016).

Her bir testis lobiilli, sperm firetildigi seminifer tiibiilleri ve testosteron tiireten Leydig
(interstisyel) hiicrelerinin bulundugu bag dokusu stromasindan olusur. Lobiil i¢indeki her tiibiil,

bir dongii olusturur ve uzunlugu nedeniyle olduk¢a kivrimlidir ve aslinda lobiil i¢cinde kendi
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tizerinde kivrilir. Dongliniin uglari, testisin mediastinumuna yakin bir konumdadir ve burada
kisa ve diiz bir yol izlerler. Bu seminifer tiibiiliin bir kismina diiz tiibiil (tubulus rectus) denir.
Bu tiibiil, testisin mediastinumunda bulunan anastomoz kanal sistemi olan rete testise baglanir.
Seminifer epiteli, iki temel hiicre popiilasyonundan olusan, olagandis1 ve karmasik bir tabakali
epiteldir. Sertoli hiicreleri, destekleyici veya siirdiirme hiicreleri olarak da bilinir. Bu hiicreler
ergenlik doneminden sonra ¢ogalmazlar. Sertoli hiicreleri, yan yana yer alan spermatojenik
hiicreleri ¢evreleyen ve aralarinda bulunan genis apikal ve lateral uzantilara sahip siitun
seklindeki hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerin tam kalinlig1 boyunca uzanirlar ve

tiibiillerin yapisal diizenini saglarlar (Sekil 8) (Ross, 2016).

Spermatojenik hiicreler, olgun sperm hiicrelerine diizenli olarak cogalan ve farklilagsan
hiicrelerdir. Bu hiicreler, testisin erken gelisimi sirasinda gonadal sirtlara yerlesen yolk
kesesinden kaynaklanan primordial germ hiicrelerinden tiiretilirler. Spermatojenik hiicreler,
bitisik Sertoli hiicreleri arasinda ilerleyici gelisimin belirsiz tabakalarinda diizenlenmistir. En
olgunlasmamis spermatojenik hiicreler, spermatogon adi verilenler, bazal lamina iizerinde
dinlenir. En olgun hiicreler olan spermatidler, Sertoli hiicresinin apikal kismina baghdir ve
tiibiiliin liimeni ile sinir olustururlar. Tunika (lamina) propria, peritiibiiler doku olarak da
adlandirilan, tipik fibroblastlar1 icermeyen ¢ok katmanli bir bag dokusudur. Insanda, seminifer
epitelin bazal laminasinin disinda, ii¢ ila bes katmanli miyoid hiicrelerden (peritiibiiler
kasilabilen hiicreler) ve kollajen fibrillerden olusur. Miyoid hiicreler, diiz kas hiicreleriyle
iligkili 6zellikler gosterir; bunlar arasinda bir bazal lamina ve aktin filamentlerinin biiyiik
miktarda bulunmasi bulunur. Ayrica tipik fibroblastlarin olmadigi durumlarda kollajen
sentezinde rol oynadiklarini gosteren 6nemli miktarda piiriizli endoplazmik retikulum
sergilerler. Miyoid hiicrelerin ritmik kasilmalari, peristaltik dalgalar olusturur ve spermlerin ve
testikiiler sivinin seminifer tiibiillerden atim kanal sistemine kadar hareket etmesine yardime1
olur. Bu kasilmalar, spermatozoalarin ve testikiiler sivinin seminifer tiibiillerden atim kanal

sistemine dogru ilerlemesine yardimci olan peristaltik dalgalar olusturur (Sekil 8) (Ross, 2016).
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Sekil 8. Insan seminifer epitelinin sematik ¢izimi (Ross, 2016).

Leydig hiicreleri (interstisyel hiicreler), tipik olarak lipid damlaciklari iceren biiyiik, cokgen,
eosinofilik hiicrelerdir. Diger steroid salgilayan hiicreler gibi, Leydig hiicreleri karmasik bir
diiz endoplazmik retikuluma sahiptir ve bu 06zellik eosinofiliye neden olur. Kolesteroliin
testosteron sentezi i¢in gerekli olan enzimler diiz endoplazmik retikulum ile iliskilidir. Steroid
salgilayan hiicrelerin diger bir 6zelligi olan tiibiilovezikiiler kristalarla mitokondriler de Leydig
hiicrelerinde bulunur. Leydig hiicreleri, erken fetal yasamda farklilagirlar ve testosteron
salgilarlar. Testosteron salgisi, embriyonik gelisim, cinsel olgunlagma ve ilireme fonksiyonu

sirasinda gereklidir (Ross, 2016).

Sperm iiretiminin gergeklestigi spermatogenez, karmasik ve benzersiz bir dizi olay1 igeren bir
stirectir. Bu siireg, ergenlik doneminden kisa bir siire 6nce, hipofiz gonadotropinlerinin artan
seviyelerinin etkisiyle baglar ve yasam boyunca devam eder. Spermatogenez {i¢ ayr1 evreye
ayrilir; spermatogonyal evre, spermatosit evresi, spermatid evresi. Spermatogonyal evre,
spermatogonilerin mitoz boliinme gecirerek bir popiilasyon olusturdugu ve sonunda birincil
spermatositlere doniistiigii evredir. Spermatosit evre (mayoz), burada birincil spermatositler,
spermatid adi1 verilen haploid hiicreler liretmek iizere hem kromozom sayisint hem de DNA
miktarini azaltmak i¢in iki mayotik boliinmeye maruz kalir. Spermatid evresi (spermiyogenez),
spermatidlerin olgun sperm hiicrelerine farklilastigi evredir. Spermatogenezin sonunda,
spermatidler son olgunlagsmalarini gegirir ve spermiasyon adi verilen bir siiregte destekleyici

Sertoli hiicrelerinden seminifer tiibiiliin liimenine salinir (Ross, 2016).

28



4.5.2 Cinsiyet belirlenmesi ve testis gelisimi

Genetik cinsiyet, dollenme sirasinda Y kromozomunun varligir veya yokluguyla belirlenir.
Bununla birlikte, testisler embriyonik gelisimin yedinci haftasina kadar olugsmaz. Gonadal
cinsiyet, Y kromozomunun kisa kolundaki cinsiyet belirleyici bolgede bulunan SRY geninin
varligiyla belirlenir. SRY geninin erken embriyonik gelisimdeki ifadesi, gonadlarin cinsel
farklilasmasini tetikler ve dolayisiyla cinsiyet belirlemeden sorumludur. Y kromozomunda
kodlanan olan genetik bilgi, erkek gonadlarinin karmasik gelisimini yonlendirmek icin yeterli
degildir. Bunun yerine, SRY geni, otozom 9, 11, 17 ve 19 ve X kromozomunda bir dizi gen
aktivasyonunu kontrol eden bir ana anahtar olarak islev goriir. SRY geni tarafindan kodlanan
bir transkripsiyon faktorii olan testis belirleyici faktor (TDF), DNA'nin belirli bir bolgesine
baglanan bir molekiiler domaine sahiptir ve yapisini degistirir. Etkilenen DNA, diger
transkripsiyon faktorlerinin baglanmasina izin veren bir dongii olusturur. Bunlar da sadece
testislerin degil, diger erkek iireme organlarinin da olusumunu baglatan diger genlerin ifadesine

neden olur. SRY geniyle ayn1 zamanda birkag bagka gen ifade edilir (Ross, 2016).

Testisler, karin boslugunun arka duvarinda, tiriner sistemle yakin iligki iginde retroperitoneal
olarak gelisir. Testisler (ovaryumlar gibi) ii¢ kaynaktan tiiretilir; orta mezoderm, mezodermal
epitelyum, primordial germ hiicreleri. Orta mezoderm, karin arka duvarinda {iirogenital
cikintilart olusturarak Leydig hiicreleri (interstisyel hiicreler) ve miyoid hiicreleri (peritiibiiler
kasilabilen hiicreler) meydana getirir. Mezodermal epitelyum (s6lomik mezotelyum),
trogenital ¢ikintilart belirler ve birincil cinsiyet kordonlart denilen parmak benzeri epitelyal
kordonlar olusturur. Bu kordonlar altta yatan orta mezoderme dogru biiyiir ve primordial germ
hiicreleri tarafindan kolonize edilir. Birincil cinsiyet kordonlar1 ayrica Sertoli hiicrelerini de
meydana getirir. Primordial germ hiicreleri, gelisim esnasinda yolk kesesinden gelisen
gonadlara gegerek birincil cinsiyet kordonlarina dahil edilir. Burada boliiniir ve spermatogonya
seklinde farklilagir. Daha 6nce belirtildigi gibi, primordial germ hiicrelerinin genital ¢ikintilara
gocli, trogenital ¢ikintilardaki mezodermal hiicreleri ve solomik mezotelyum hiicrelerini
¢ogalmaya ve birincil cinsiyet kordonlarini olusturmaya tesvik eder. Bu asamada, bu kordonlar,
primordial germ hiicreleri, Onciil Sertoli hiicreleri ve c¢evresindeki bir miyoid hiicre
tabakasindan olusur. Daha sonra, birincil cinsiyet kordonlar1 seminifer tiiplere farklilasir, bunlar

da seminifer tiipleri, diiz tiipler ve testis agin1 meydana getirir (Sekil 9) (Ross, 2016).
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Sekil 9. Testis gelisim asamalarinin sematik diyagrami (Ross, 2016).

Gelisimin ilk asamasinda, testisler her iki cinsiyette de benzer olan {irogenital ¢ikintilarin
belirsiz 6nciiliinden, karin arka duvarinda gelisir. Bu belirsiz asamada, embriyo hem erkek hem
de disi olarak gelisme potansiyeline sahiptir. Bununla birlikte, SRY geninin ifadesi, yalnizca
on-Sertoli hiicrelerinde, embriyonun erkek gelisimini diizenler. Erkek gelisiminin erken
asamalarinda, seminifer tiipleri ayiran mezankim, testis gelisimine uyarici olan testosteron
iireten Leydig (interstisyel) hiicrelerini meydana getirir. Testosteron ayni zamanda erkek genital
ekscurrent kanallarima doniisen mezonefrik (Wolffian) kanallarin  biliylimesi  ve
farklilagsmasindan da sorumludur. Ayrica bu erken asamada, seminifer tiipler i¢cinde gelisen
Sertoli (destekleyici) hiicreleri, Miillerian-inhibisyon faktorii (MIF) ad1 verilen bagka bir 6nemli
hormonal madde tiretir. MIF'nin molekiiler yapisi, doniistiiriicii biiyiime faktori-p (TGF-P) ile
benzerdir. Bu, paramesonefrik (Miillerian) kanallarinin hiicre boliinmesini inhibe ederek, disi
tireme organlarinin gelisimini engeller. Testisler, gebeligin yaklasik 26. haftasinda karmdan

skrotuma inerler (Ross, 2016).
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5. GEREC ve YONTEM

5.1 Deney Hayvanlar1 ve Deney Modeli

Calismamizda eritrositler ve killar hari¢ viicudundaki tiim hiicrelerinde yesil floresan protein
(GFP) iiretebilme yetenegine sahip C57BL/6-Tg(ACTB-EGFP)10sb/]J tiir trasgenik fareler ve
C57BL/6] tiirii normal fareler kullanildi. C57BL/6-Tg (CAG-EGFP)10sb/J tiir fareler The
Jackson Laboratory firmasindan (The Jackson Laboratory, ME, USA, #003291) temin edildi.
Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirma Merkezinde (MEDITAM) deney gruplari igin
ihtiyag olan farelerin iiretimi yapildi. Ayn1 anda normal erkek fareler ile GFP+ ve normal disi
fareler ciflestirildi. Dogum sonrast GFP+ anne yavrularindan ayrilarak normal anneden dogan
yavrulart emzirdi. Boylece GFP+ anneden gecen GFP+ kimerik hiicreler normal yavrularda
gozlemlendi (Sekil 10). Calismanzin etik kurul onay1 istanbul Medipol Universitesi Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan 25.09.2019 tarihli 65 karar numarasi ile alindi.
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Sekil 10. Deney gruplari igin gerekli farelerin elde edilmesi (Aydin ve ark., 2016).

5.2 GFP+ Farelerin Mikroskop Altinda Dogrulanmasi ve Genotipleme

C57BL/6-Tg (CAG-EGFP)10sb/J tiir transgenik fareler C57BL/6 tiir normal fareler ile
caprazlanarak yeni fareler tiretildi. Dogan yavrular floresans atagmanli ZEISS Axio Zoom.V16
stereo mikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen, Almanya) altinda 488 nm dalga boyunu gegirecek

uygun filtre ile incelenerek GFP 1s1ma yapan yavrular segildi.

Segilen yavrularin GFP+ oldugunu dogrulamak i¢in anestezi altinda kulagindan “punch

biopsisi” ile doku Ornekleri alinip genotipleme yapmak i¢in hazirlandi. Dokulardan alinan
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ornekler, 0.2 ml'lik PCR tiiplerine 75 pl, 25mM NaOH/EDTA igeren bir ¢ozelti ile aktarildi.
PCR tiipleri, Thermal Cycler (ThermoFisher Scientific) cihazinda 98 °C'de 1 saat boyunca
bekletildi. 1 saat sonunda 75 pl, 40mM Tris/HCI eklenerek 3 dakika 4000 rpm’de santrifiij
edilen dokulardan 100 pl alinarak yeni PCR tiiplerine aktarildi. DNA igeren ornekler elde
edildikten sonra PCR karisim1 hazirlandi ve analiz yapildi (Tablo 3, 4, 5).

Tablo 3. Tek bir 6rnek i¢in PCR karigima.

Bilesenler Konsantrasyon Miktar pl

ddH:20 3

OneTaq® 2X Master Mix with Standard 6

Buffer

10 uM Transgen Primer ileri 0.4 uM 0.5

10 uM Transgen Primer geri 0.4 uM 0.5

10 uM Kontrol Primer ileri 0.4 uM 0.5

10 uM Kontrol Primer geri 0.4 uM 0.5

DNA 1

Toplam miktar 12
Tablo 4. Kullanilan primer dizileri.

Primer Dizi 5’ > 3’ Primer Tipi

0IMRO0872 AAG TTC ATCTGC ACC ACCG Transgen

0IMR1416 TCCTTG AAG AAG ATG GTG CG Transgen

I¢ Pozitif Kontrol

oIMR7338 CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGATCT
Forward

¢ Pozitif Kontrol

0IMR7339 GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATCC
Reverse
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Tablo 5. Thermal Cycler PCR protokolii.

Asama Sicakhik °C Zaman Not

1 95 1dk

2 95 30 sn

3 60 30 sn

4 68 1dk

5 2-4  no’lu asamalann 38  kere

tekrarlanmasi
6 72 5dk
7 4 Durdurma

PCR sonras1 drneklerin jele ytiklenip goriintiilenmesi i¢in 3 gr agaroz tartildi ve lizerine 100 pl
1X TAE tampon c¢ozeltisi eklenerek karistirildi. Bu karisim mikrodalga firinda 3 dakika
boyunca 200 °C'de kaynatildi. Kaynadiktan sonra igerisine 5 pl SafeView™ (Applied
Biological Materials Inc., Richmond, BC, Kanada) eklendi. Hazirlanan karisim kasete
dokiilerek 30 dakika boyunca donmas1 beklendi. Jel donduktan sonra, jel tankina yerlestirildi
ve tankin igerisine 1X TAE tampon ¢ozeltisi dolduruldu. PCR f{iriinlerinden 10 pl alinarak
icerisine 2 ul yiikleme boyasi eklenerek karistirildi. Ik kuyuya 5 pl isaretleyici (marker)
konuldu ve ardindan hazirlanan kontroller ve 6rnekler sirayla diger kuyulara yerlestirildi. Daha
sonra 30 dakika boyunca 80 Volt'ta elektroforez islemi gerceklestirildi. Yriitiilen jel
ChemiDoc™ MP System (Bio Rad, CA, A.B.D.) cihazi ile goriintiilendi. Goriintiileme sonunda
cift bant goriilen 6rnekler transgenik (GFP+) olarak degerlendirildi. Genotiplemesi yapilan
GFP+ fareler yetiskin hale geldikten sonra normal yavrulari emzirecek anne adaylari olarak

kullanildi.

5.3 Deney Gruplar

Deney gruplarinda belirlenen siireler farelerin gelisim evreleri goz 6niinde bulundurularak
belirlendi. 7. giin, anneden yavruya emzirmeye bagl hiicre gegisinin erken evrede, emzirme
donemi igerisinde, tespit edilebilmesi agisindan belirlendi. Ayn1 zamanda farelerde testis
dokusunda seminifer tiibiilii olusturan hiicrelerin organizasyonu yaklasik 13.-14. giinde
tamamlandigt ve bu siire zarfinda kan-testis bariyeri olusmaya basladigindan dolay1
fonksiyonel testis olugsmadan da hiicre gecisinin gézlenmesi planlandi. 30. giin, farelerin yasam
dongiisiine bagl olarak geng birey olduklar1 donemde hiicrelerin tespit edilebilmesi agisindan

belirlendi. Sperm tiretimi i¢in gerekli olan spermatogenez olayi ise farelerde 21. giinde baslar.
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Boylece 30 giinliik farelerde spermatogenezin erken evrelerindeki hiicre gegisinin de
gbzlenmesi planlandi. 60. giin, farelerin yetiskin birey olduklar1 donemdeki hiicrelerin tespiti
acisindan belirlendi. Calismamizda sadece 60 giinliik farelere hasar modelleri uygulanarak
yetigkin fare testisinde hasar sonrasi hiicre gegisinde artis olup olmadigi incelendi. Hasar
gruplarinda hasardan sonra 21 giin beklenmesinin sebebi de spermatogenezin si¢anlarda 21

giinliik periyotlarda tamamlanmasidir.

Kimyasal hasar modeli i¢in hem kemoterdpatik bir ajan olan hem de lireme organlari i¢in toksik
etkilere sahip oldugu bilinen Busulfan (1, 4-butanediol dimethanesulfonate) kullanildi.
Busulfan uygulamasi ile testis dokusunda seminifer tiibiillerde spermatogenezin gerilemesi ile
oligospermi ve azospermi meydana gelmesinden dolay1 testis i¢in uygun kimyasal hasar
modelidir. Bu model de hedef hiicre olarak seminifer tiibiil igerisinde bulunan Sertoli hiicresi
ve sperm {lretiminde progenitdr hiicre olan spermatogonya etkilenerek spermatogenez
gerilemektedir. Calismamizda her deney hayvanina (n:10) 30 mg/kg olacak sekilde dimetil
stilfoksit (DMSO) igerisinde ¢oziilerek tek doz Busulfan ip yoldan verildi (Xie ve ark., 2020).

Enjeksiyon sonrasi 21 giin bekledikten sonra fareler dekapite edildi.

Fiziksel hasar modeli igin iskemi/reperfiizyon (IR) modeli kullanildi. Testikiiler arter
klemplenerek kan akisi engellendi. 6 saat iskemi uygulandiktan sonra klemp sokiilerek
reperfiizyon gergeklestirildi ve 21 giin sonra fareler dekapite edildi (Hirai ve ark., 2017). Bu
metodla kan akis1 kesilerek oncelikle interstisyal dokuda bulunan Leydig hiicreleri etkilenip
testosteron seviyesinde diisiise sebep olup spermatogenez gerileyip reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) artmasi ile de spermatogenik seri hiicreleri hasar gorerek spermatogenezin gerilemesi

planlandi.
Biitiin bu uygulamalar i¢in deney gruplari agagidaki sekilde belirlendi (Sekil 11);

7 Giinliik Kontrol Grubu (n=6) : Bu gruptaki yavru fareler GFP+ transgenik anneler

tarafindan dogumdan itibaren emzirildi. Postnatal 7. giinde sakrifiye edilip testis dokusu alindi.

30 Giinliik Kontrol Grubu (n=6) : Bu gruptaki yavru fareler GFP+ transgenik anneler
tarafindan dogumdan itibaren emzirildi. Postnatal 30. giinde sakrifiye edilip testis dokusu

alindu.

60 Giinliik Kontrol Grubu (n=6) : Bu gruptaki yavru fareler GFP+ transgenik anneler
tarafindan dogumdan itibaren emzirildi. Postnatal 60. giinde sakrifiye edilip testis dokusu

alindi.
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Busulfan Grubu (n=8) : Bu gruptaki yavru fareler GFP+ transgenik anneler tarafindan
dogumdan itibaren emzirildi. Postnatal 39. giinde tiim yavrulara 30 mg/kg olacak sekilde tek

doz busulfan ip olarak veridi. Postnatal 60. giinde sakrifiye edilip testis dokusu alindi.

IR Grubu (n=8) : Bu gruptaki yavru fareler GFP+ transgenik anneler tarafindan dogumdan
itibaren emzirildi. Postnatal 39. giinde tiim yavrulara 6 saat boyunca testikiiler arter
klemplenerek iskemi uygulandiktan sonra reperfiizyon yapildi. Postnatal 60. giinde sakrifiye

edilip testis dokusu alindi.

Her bir deney grubundaki GFP+ transgenik anneleri emen yavrularin pozitif ve negatif kontrolii
yapildi. Pozitif kontrol i¢in GFP+ anneyi emen GFP+ yavrular, negatif kontrol i¢in ise normal

anneyi emen normal yavrular kullanildi. Bu yavrulara da ayni deney modelleri uygulandi.
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0.giin 7.giin
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I lkb
30 Giinliik Kontrol| * | 1
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1 1 ]
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Sekil 11. Deney gruplarinin ve uygulamalarinin sematik gésterimi.

5.4 DNA Izolasyonu ve Kantitatif PCR (qPCR) Yontemi

Biitlin gruplardan alinan testis dokusu ornekleri ¢ikarildiktan hemen sonra kuru buz {izerine
alinarak donduruldu. Dondurulan dokular PCR tiiplerine alinarak -80°C’de deney protokolii
uygulanana kadar saklandi. Her gruptaki testis dokularinda GFP+ hiicre varliginin ve goreceli
miktarmnin tespiti i¢in hazir ticari kitlerle DNA izolasyonu yapildi. Qiagen DNeasy Kiti (Qiagen,
Valencia, CA, USA) kullanilarak testis dokusu drneklerinin DNA izolasyonu gergeklestirildi.
Testis dokusu ornekleri kiiciik pargalara boliiniip tretici firmanin 6nerdigi protokole uygun

olaracak sekilde 1,5 ml mikrosantrifiij tiipii icerisine koyuldu. Uzerine 180 pl ATL tampon
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solusyonu ve 20 pl proteinaz K eklenip karistirildiktan sonra iizerine 200 ul ATL tampon
solusyonu eklendi. Karisim 56 °C’de 10 dk bekletilip tizerine 200 ul saf etanol eklendi. DNeasy
Mini spin kolonlarina koyulan siispansiyon 6.000g’de 1 dk santrifiij edildi. Kolon altinda
toplanan soliisyon atilarak 500 ul AW1 tampon solusyonu iizerine eklendi ve 6.000g’de 1 dk
santrifiij edildi. Kolon altinda toplanan soliisyon atildiktan sonra tizerine 500 ul AW2 tampon
solusyonu eklendi. Daha sonra 17.000g’de 5 dk santrifiij edildi. Kolon altinda toplanan
soliisyon atilip spin kolon yeni 1,5 mikrosantrifiij tiipii igerisine alindi. Uzerine 200 ul AE
tampon solusyonu eklenerek 6.000g’de 1 dk santrifiij edildi. Elde edilen saf DNA tiip igerisinde
toplanip saklandi.

gPCR analizleri Bio-Rad CFX Connect™ (Bio Rad, CA, A.B.D.) cihaz1 kullanilarak
gerceklestirildi. Esik dongii (Ct) degerleri her amplifikasyonda hesaplanarak, hedeflenen gen
bolgelerinin miktari CFX Manager™ Software programi ile otomatik olarak analiz edildi.
Pozitif kontrol olarak konsantrasyonu bilinen deneye 6zgii plazmid standartlar1 kullanilirken,
negatif kontrol olarak da molekiiler caligmalara uygun su kullanildi. Standart egrinin
olusturulabilmesi i¢in GFP geni igeren plazmidler (pEGFP-N3) kullanild: (Sekil 12). Plazmid
konsantrasyonu Qubit® 2.0 Fluorometer kullanilarak ol¢iildii. Elde edilen ortalama degerler

asagidaki formiil kullanilarak ng/pL‘den kopya/uL degerine cevrildi (Joshi ve ark., 2008).
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mol

n = DNA boyu, b¢= baz ¢ifti, m = kiitle, 1 mol ¢ift sarmal DNA molekiiliiniin ortalama
molekiiler agirligi = 660 g/mol
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Sekil 12. pEGFP-N3 plazmidine ait restriksiyon haritasi ve klonlama bolgeleri.
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Standart egri olusturmak i¢in plazmidler su ile 2, 20, 200, 2.000, 20.000 ve 200.000 kopya/ul
araliginda seyreltildi. Daha sonra qPCR analizi yapilarak orneklere ait elde edilen Ctdegerleri
ve olusturulan standart egri denklemi kullanilarak 6rneklerdeki GFP kopya sayisi belirlendi
(Joshi ve ark., 2008). qPCR analizi i¢in Tablo 6’daki karisim ve Tablo 7’deki reaksiyon
kosullar1 kullanildi.

Tablo 6. GFP gen amplifikasyonu i¢in qPCR bilesenleri.

Bilesenler Miktar

SsoAdvanced Universal Probes Supermix (2x) 5ul

GFP ileri (F) primer (10uM stok) 0.5 pl
5 AGT GCT TCA GCC GCT ACC 3’

GFP geri (R) primer (10uM stok) 0.5 ul
5’ GAA GAT GGT GCG CTC CTG 3’
GFP Probe 0.25 pl

5" FAM TTC AAG TCC GCC ATG CCC GAA
NON-FLUORESCENT QUENCHER 3’

DNA 1 ul
Su 2.75 ul
Toplam miktar 10 pl

Tablo 7. qPCR dongii kosullart.

Program I;Z;l;gslll Sicaklik (°C) Siire
Polimeraz aktivasyonu 1 95 10 dk
/ DNA Denatiirsayonu
Denatiirasyon 50 95 10 sn
Baglanma / Uzama 60 1dk

Biitiin gruplara ait testis doku orneklerinden elde edilen DNA gPCR yontemi kullanilarak

kimerik hiicrelerin varlig1 gen ekspresyonu seviyesinde incelendi.

5.5 Akim Sitometrisi Analizi

Testis dokusu farkli tipte hiicre popiilasyonlar1 igerdiginden ve yogun bag dokusu igeriginden
dolay1 akim sitometrisi yontemi i¢in zor bir dokudur. Deney sonucunda ¢ok az popiilasyona

sahip hiicre grubu (GFP+ kimerik hiicre) arandigindan minimum hiicre kaybina sahip protokol
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denemeler sonucunda belirlendi. Asagidaki basamaklari igeren protokol uygun metod olarak

belirlenerek biitiin deney gruplarina uygulandi.
Protokol:

1. Cikarilan testis dokusu 15ml konik tiip igerisine alinarak DMEM soliisyonunda buz

tistiinde bekletildi.

2. 3ml DMEM/kollejenaz I + 10 ul DNase I soliisyonu igerisinde 120 rpm, 33 °C’de 15 dk

boyunca seminifer tiibiiller ayrisana kadar inkiibatorlii karistirict igerisinde inkiibe edildi.

3. 15ml konik tiip dikey olarak oda 1sinda 2 dk bekletilip slipernatant kismi1 ayrilip saklandi

(Bu kisim somatik hiicre bakimindan zengin).

4. Kalan kisitm 2 ml DMEM/kollejenaz I + 10 ul DNase I + 50 ul Tripsin soliisyonu
icerisinde 1000 ul’lik mikropipet ile 10 defa tritiire edildikten sonra 120 rpm, 33°C’de 15 dk

boyunca inkiibatorlii karistirict igerisinde inkiibe edildi.
5. Inkiibasyon sonras1 1000 pl’lik mikropipet ile 10 defa tritiirasyon yapildi.

6. Tritlirasyon sonrasi tizerine 10 pl DNase I + 30 pl Tripsin soliisyonu eklenerek 33 °C’de

15 dk inkiibe edildi.
7. Inkiibasyon sonras1 200 pl’lik mikropipet ile 10 defa tritiirasyon yapild.

8. Tritlirasyon sonrast elde edilen hiicre siispansiyonu 100 pm’lik hiicre ayristiricisindan
(cell strainer) gecirildi. Boylece hiicre siispansiyonu hiicre disi birikinti ve kiimelesmis

hiicrelerden ayristirilmis oldu.

9. Hiicre siispansiyonunun iistiine 400 pul FBS eklenerek 200 pl’lik mikropipet ile 10 defa

tritiirasyon yapildi.

10. Son olarak hiicre siispansiyonu 40 pm’lik hiicre ayristiricisindan gegirilerek buz listiinde

30-60 dk arasinda bekletilerek FACS analizi i¢in hazir hale getirildi.
11.  Hiicreler canliligin1 korudugu i¢in Hoechst ile nukleuslar isaretlenerek analize baslandi.

Akim sitometrisi cihazinin (BD Biosciences, BD Influx™ Cell Sorter with Bioprotect IV Safety

Cabinet) lazer kalibrasyonu icin 8 boyali parlak floresan 1s1ma veren boncuklar (BD

Biosciences, BD Rainbow Calibration Particles 8 peaks, 559123), hiicre ayristirma (sort)

kalibrasyonu i¢in parlak floresan 1s1ma veren boncuklar (BD Biosciences, BD FACS AccuDrop
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Beads, 345249) kullanildi. Polipropilen tiipler (Corning Inc., 352002) igerisindeki hiicre
siispansiyonlar1 akim sitometrisi cihazina yiiklendi. Orneklerdeki GFP sinyalinin otofloresan
1simalardan ayirt edilebilmesi i¢in negatif kontrol (C57BL/6) ve pozitif kontrol (C57BL/6-
Tg(CAG-EGFP)) hayvanlara ait hiicre 6rnekleri kullanildi.

Orneklerdeki hiicre ciftleri ve hiicre kiimelerinin analiz dis1 birakilmasi (doublet and multiplet
discrimination) igin sirasiyla Side Scattered-W (SSC-W)/SSC-H degerlendirmesi ve Forward
Scattered-W (FSC-W)/FSC-H degerlendirmesi yapilarak yalnizca tekli hiicreler elde edildi.
Hiicre siispansiyonlarinin hazirlik agsamalari sirasinda fiziksel ve kimyasal etkilere bagli olarak
parcalanan hiicrelerden a¢iga cikan hiicre artiklarmin tespit edilmesi amaciyla biiytkliikleri
hiicrelerden kiigiik olan partikiiller FSC/SSC degerlendirmesi yapilarak analiz dis1 birakildi.
Akim sitometrisi analizi sirasinda drnekler igerisindeki hiicre dis1 partikiillerin analiz diginda
birakilmast i¢in yalnizca niikleuslar1 Hoechst ile isaretlenmis olan hiicreler alt grup olarak
secilerek daha sonraki incelemeler bu hiicreler icerisinden yapildi. Analiz sirasinda ayni anda
Hoechst ve GFP sinyali veren GFP+ hiicreler 460/40[355]/FSC ve 530/40[488]/FSC
degerlendirmeleriyle alt kapilara (gate) alinarak gruplandirildi. Gruplanan hiicreler, anne siitii
yoluyla yavruya gegen GFP+ hiicreler olarak belirlendi. Grafikte orta hatta yogunlagmis
hiicreler otofloresans hiicre grubu olarak belirlenip iistiinde kalan alt kapidaki biitiin hiicreler
GFP+ hiicre olarak kabul edildi. Belirlenen hiicrelerin (20.000 hiicre) tiim hiicre popiilasyonu
icerisindeki oranlari istatistiksel olarak belirlendi. Hiicrelerin mikroskobik olarak incelenmesi

i¢in belirlenen hiicreler tiim hiicre siispansiyonu igerisinden ayr1 bir tiipe sort edilerek alindi.

5.6 Mikroskobik inceleme
FACS sonrasi elde edilen hiicreler, testis dokusuna ait kalin kesitler ve total testis dokusu farkl
metodlar ile hazirlanarak GFP+ kimerik hiicrelerin varlig1 lazer taramali konfokal mikroskop

ve lightsheet mikroskobu ile incelendi.

5.6.1 Akim sitometrisi sonrasi elde edilen hiicrelerin konfokal mikroskobik incelenmesi

Akim sitometrisi yonteminde FACS cihazi ile ayrilan GFP+ hiicreler lazer taramali konfokal
mikroskobu ile goriintiilendi. FACS sonrasi ayrilan hiicreler %2 PFA (paraformaldehit) ile 3
saat fikse edildi. Fikse edilen hiicre populasyonu 5 mM kakodilat tamponu igerisinde 2 x10
dakika olacak sekilde yikandiktan sonra ayni tampon igerisinde +4 °C’de saklandi. Biitiin
gruplara ait hiicre popiilasyonlarindan alinan 6rnekler cam tabanli hiicre kiiltiirii kaplar
igerisine konularak Zeiss LSM 800 lazer taramali konfokal mikroskobu (Carl Zeiss,

Oberkochen, Almanya) ile incelendi.
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5.6.2 Testis dokusundan alinan kalin kesitlerin konfokal mikroskobik incelenmesi

Testis icerisinde farklilagmig hiicreleri ve hiicrelerin bulunduklar1 boélgedeki fenotiplerinin
belirlenmesi amaciyla deney sonunda farelerden ¢ikarilan testis 6rneklerine doku seffaflastirma
islemi uygulandi. Boylece testis dokusu mikrotom ile ince kesitler almaya gerek olmadan
vibratom ile 400 um kalinliginda alinan kesitler tizerinden mikroskobik olarak incelendi. Farkli
doku seffaflagtirma teknikleri icerisinde uygulama kolayligi, siiresi ve immiinohistokimyasal
olarak boyanma kapasitesi i¢in en uygun yontem olan iDisco metodu kullanild1 (Azaripour ve

ark., 2016).

Seffaflagtirma islemi i¢in fareden c¢ikarilan testis dokusu uygun pargalara boliinerek %4’liik
paraformaldehit i¢erisinde +4°C’de gece boyunca bekletildi. Fikse edilen doku oda sicakliginda
3 kere 30 dk PBS ile yikandi. Yikama sonrasi vibratom ile 400 pm kalinliginda kesitler alindu.
Alinan kesitler sirast ile 1’er saat metanol serisinden (%20, %40, %60, %80, %100)
gecirildikten sonra gece boyu %66 diklorometan/%33 metanol karigiminda oda 1sisinda
bekletildi. 2 kere %100 metanol ile yikandiktan sonra %5’lik H202 igerisinde gece boyu
+4°C’de bekletilecektir. Sirasi ile 1’er saat azalan metanol serisinden (%80, %60, %40, %20)
gecirildikten sonra PBS igerisine alindi. Immiinohistokimyasal olarak boyama igin &rnekler
permeabilizasyon soliisyonunda (0,1% Triton X-100 iceren 1 M sodyum borat tamponu)
37°C’de 1 giin tutuldu. Ardindan bloklama soliisyonu igerisinde 37°C’de bir giin tutulduktan
sonra primer antikor icerisinde uygun diliisyonda 37°C’de 3 giin siireyle inkiibe edildi.
Ardindan 1 giin boyunca PBS ile yikandi. Bu iglemler floresan bagli sekonder antikorlarla tekrar
edildi. Immiinohistokimyasal olarak boyanan doku 1’er saat metanol serisinden (%20, %40,
%60, %80, %100) gecirilerek gece boyu %100 metanol igerisinde tutuldu ve %66
diklorometan/%33 metanol karisimi igerisinde 3 saat bekletildi. Ardindan %100’Lik
diklorometan igerisinde yikandi. Dibenzil eter igerisine alinarak seffaflagma islemi tamamlanip,
mikroskopta incelenene kadar agzi kapali sisede hava ile temas etmeden saklandi. Testis
dokusuna ait seffaflagtirilmis kalin kesitler cam tabanli kaplar icerisine konularak Zeiss LSM

880 lazer taramal1 konfokal mikroskobu (Carl Zeiss, Oberkochen, Almanya) ile incelendi.

5.6.3 Testis dokusunun lightsheet mikroskobu ile incelenmesi

Hem kalin doku kesitleri hem de total organ goriintiilemeleri i¢in uygun olan uDISCO
protokolii, lightsheet mikroskobu ile total organ goriintiilenmesi i¢in uygun seffaflastirma
metodu olarak seg¢ildi (Pan ve ark., 2016). Calismamizda lightsheet mikroskobu ile goriintiileme

yapacagimiz biitiin testis dokular1 bu yontem ile seffaflastirildi.
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Fareler, intrakardiyak perfiizyondan o6nce midazolam/medetomidin/fentanil  {iglii
kombinasyonu ile intraperitoneal enjeksiyonla derin anestezi altina alindi. Daha sonra fareler,
oda sicakliginda heparinize 0.1 M PBS (10 U/ml heparin, Ratiopharm) ile 5-10 dakika boyunca
kan yikanana kadar 100-125 mm Hg basingta intrakardiyak olarak perfiize edildi ve 0.1 M PBS
icinde %4 paraformaldehit (pH 7.4) ile 20 dakika boyunca perfiize edildi. Disekte edilen testis
doku 6rnekleri 2 giin boyunca %4 paraformaldehit iginde +4°C'de postfiksasyon yapildi. Daha
sonra, dokular bir kez 5 dakika boyunca PBS ile yikandi. Biitiin testis i¢erisine soliisyonlarin
daha iyi penetre olmasi igin testis yiizeyindeki kalin tunika albuginea tabakasi ¢ikarildi. Tiim
inkiibasyon adimlari, hafif doniiglii veya sallama ile birlikte inkiibatorlii ¢alkalayici iginde
gerceklestirildi. Tim fare testisleri 15 ml tiipler (Eppendorf, 0030 119.401) igerisine
alinipmetoda ait biitiin basamaklar uygulandi. Ornekler karanlikta bekletilmek igin aliiminyum

folyo ile kaplandi.

Seffaflagtirma oncesi GFP+ kimerik hiicreleri dogrulamak igin anti-GFP antikoru ile
immiinohistokimyasal boyama yapildi. Bu protokolde bir 6nceki kalin kesitler i¢in uygulanan

immiinohistokimyasal boyama metodunun aynis1 kullanildu.

Seffaflagtirma islemi, 15 ml hacimde tert-biitanol (%30, %50, %70, %80, %90, %96 ve %100)
icinde 34-35 °C'de yapilan ardisik inkiibasyonlardan olusur. Bu adimlar, dokuyu dehidre etmek
icin yapildiktan sonra, lipitleri ¢ikarmak i¢in oda sicakliginda 45-60 dakika boyunca
diklorametane i¢inde bekletildi. Son olarak, drnekler en az 2 saat boyunca oda sicakliginda
(benzil alkol+benzil benzoat 1 :2 ve difenil eter) BABB-D iginde inkiibe edilerek seffaf hale
gelene kadar bekletildi. Ornekler, goriintiilemeye kadar oda sicakliginda karanlikta BABB-D

icinde sakland.
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6. BULGULAR

6.1 qPCR Sonugclari

Ardagik konsantrasyonlu plazmidlerin (2 -200.000 kopya/ul) seyreltilip qPCR analizi sonucu
elde edilen Ct degerleri ile standart egri grafigi ve standart egri denklemi olusturuldu (Sekil
13).

Standart Egri
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Sekil 13. pEGFP-N3 plazmidi ile elde edilen standart egri grafigi. Standart egri denklemi :y =
-3,345 x + 42,334; amplifikasyon etkinligi : R?=0,9878.

Biitiin deney gruplarina ait testis dokularindan elde edilen DNA orneklerinin analiz sonrasi
belirlenen GFP Cr (y) verileri ile « y=-3,345x + 42,334 » denkleminin kullanilmasiyala Log
GFP kopya sayist (X) hesaplandi. Her bir gruptaki 6rneklerin (n=6) ortalama Ct degerleri 3
tekrarli analiz yapilarak belirlendi. Her gruba ait bir 6rnekteki 100 ng DNA igerisindeki kopya

sayilar1 ve hiicre sayilar1 belirlendi.

Negatif kontrol olarak kullanilan su ve normal fare DNA’sina ait 6rneklerde GFP C+ degeri,
kopya sayis1 ve GFP+ kimerik hiicre sayis1 0 olarak 6lgiildii. Bunun sonucunda negatif kontrol

orneklerinde GFP+ kimerik hiicre bulunmadi (Tablo 8).

Pozitif kontrol olarak kullanilan GFP+ fare DNA’sina ait 6rneklerde GFP Ct degeri 25,23+1,7 ;
kopya sayis1 5,11+0,5 ve GFP+ kimerik hiicre sayis1 1,2x10%+1,4x10° olarak bulundu (Tablo
8).
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7 Giinliik Kontrol grubunda GFP Ct degeri 38,11+0,3 ; kopya sayisi 1,26+0,1 ve GFP+ kimerik
hiicre sayis1 93+21 ; 30 Giinlik Kontrol grubunda GFP Ct degeri 37,13+0,5 ; kopya sayisi
1,55+0,1 ve GFP+ kimerik hiicre sayis1 188+64 ; 60 Giinliik Kontrol grubunda GFP Ct degeri
38,71+0,6; kopya sayist 1,08+0,2 ve GFP+ kimerik hiicre sayist 66432 olarak bulundu.
Busulfan grubunda GFP Cr degeri 35,6+0,4 ; kopya sayis1 2,01+0,1 ve GFP+ kimerik hiicre
sayist 533+147 ; IR grubunda GFP Cr degeri 39,09+0,6 ; kopya sayist 0,96+0,2 ve GFP+
kimerik hiicre sayis1 49+17 olarak bulundu (Tablo 8).

Tablo 8. qPCR analizi sonuglari

Ornek Ortalama C+ Log Kopya GFP+ kimerik
GFP Sayisi hiicre sayisi
/100 ng /100 ng

Negatif kontrol: su - - -

Negatif kontrol: normal fare

DNA’s1

Pozitif kontrol: GFP+ fare DNA’s1 25,23+1,7 5,11+0,5 1,2x108+1,4x10°
7 Giinliik Kontrol Grubu 38,11+0,3 1,26+0,1 93+21

30 Giinliik Kontrol Grubu 37,13+£0,5 1,55+0,1 188+64

60 Giinliik Kontrol Grubu 38,71+0,6 1,08+0,2 6632
Busulfan Grubu 35,6+0,4 2,01+0,1 533+147

IR Grubu 39,09+0,6 0,96+0,2 49+17

Sonuglar degerlendirildiginde biitiin gruplara ait farelerde GFP+ annenin siitiinden gegen GFP+
kimerik hiicre populasyonlar1 gozlemlendi. Testis dokusuna anne siitlii kaynakli hiicre gegisi
gPCR yontemi ile biitiin deney gruplarimizda degisik oranlarda gosterilmis oldu. GFP+ kimerik
hiicre popiilasyonlar 6zellikle 30 Giinliik Kontrol ve Busulfan gruplarinda daha yogun olarak
gozlemlendi. Diger deney gruplarimizda gegen hiicre popiilasyonunun orani diisiik olmasina

ragmen tek bir hiicrenin bile gecisi hipotezimizi dogrulamaktadir.

qPCR analizi sonucu elde ettigimiz veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde GFP+
annenin siitiinden gegen GFP+ kimerik hiicre say1s1 negatif kontrol grubu ile karsilastirildiginda

biitiin deney gruplarinda anlamli sekilde artt1 (p<0.0001).

7 Giinliik Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 30 Giinliik Kontrol (p=0.006) ve Busulfan
gruplarinda (p<0.0001) anlamli sekilde artarken IR grubunda (p=0.0025) anlamli sekilde
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azaldi. 60 Giinliik Kontrol grubunda ise anlamli bir farklilik gézlemlenmedi (p=0.11), (Sekil
14).

30 Giinlik Kontrol grubu ile karsilastirildiginda 60 Giinliikk Kontrol (p=0.0018) ve IR
gruplarinda (p=0.0004) anlamli sekilde azalirken Busulfan grubunda (p=0.0004) anlamli
sekilde artt1 (Sekil 14).

60 Giinliik Kontrol grubu ile karsilastirildiginda Busulfan grubu (p<0.0001) anlamli sekilde
artarken IR grubunda anlamli bir farklilik gézlemlenmedi (p=0.295). Busulfan grubu ile
karsilastirildiginda ise IR grubunda anlamli bir azalma gézlemlendi (p<0.0001), (Sekil 14).
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Sekil 14: qPCR analizine gore deney gruplarindaki GFP+ kimerik hiicrelerin sayisi. Negatif
kontrol grubu ile karsilastirlldiginda **** p<0.0001; 7 Giinlik Kontrol Grubu ile
karsilagtirildiginda  ++ p<0.01, ++++ p<0.0001; 30 Giinlik Kontrol Grubu ile
karsilastirildiginda ## p<0.01, ### p<0.001; 60 Giinliik Kontrol Grubu ile karsilastirildiginda
tttt p<0.0001; Busulfan grubu ile karsilagtirildiginda ~ p<0.0001
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6.2 Akim Sitometrisi Analizi

Testis dokusu Orneklerinde GFP+ kimerik hiicrelerin tespiti i¢in uygun kapilar belirlendi.
Hatasiz analiz yapilabilmesi i¢in normal fare testis dokusu kullanilarak GFP+ hiicre varliginin
olmadig1 kapi secildi. Béylece deney gruplarinda yapilan analizlerde bu kap1 igerisinde bulunan
GFP+ hiicre populasyonunun varliginin ispatlanmasi amacglandi. Normal fare testis dokusu
orneginde bulunan hiicre kiimeleri ve hazirlik asamasinda hasar gormiis hiicre artiklar1 Side
Scattered/Forward Scattered degerlendirmesi yapilarak analiz dis1 birakildi (Sekil 15A). Ornek
igerisindeki hiicre dis1 partikiillerin akim sitometrisi analizi sirasinda analiz dig1 tutmak igin
Hoechst ile ¢ekirdekleri isaretli hiicreler alt grup olarak se¢ildi (Sekil 15B). Daha sonra yapilan
incelemeler Hoechst ile isaretlenmis alt gruptaki hiicre popiilasyonu igerisinden yapildi. En son
secilen kapidaki hiicre grubu hem GFP+ hiicrelerin ayirt edilebilmesi igin 488 nm dalga
boyunda hem de baska dalga boyunda 1s1ma veren hiicrelerin tayini i¢inde phycoerythrin (PE)
kanalindan (561 nm) analiz yapildi. Ayni anda iki farkli dalga boyu ile 1g1ma yapan hiicre
popiilasyonu, analiz sonucunda grafikte orta hatta yogunlasmis hiicre grubu olarak belirlenip
otofloresans i1si1ma yapan hiicreler olarak tanimlandi. Bu otofloresans 1sima yapan hiicre
grubunun istiinde kalan alt kapidaki biitiin hiicreler GFP+ hiicre olarak kabul edildi. Uygun
kapiy1 belirlemek icin kullanilan 6rnek normal fare testis dokusuna ait oldugu i¢in segilen

kapida GFP+ hiicre populasyonu (%0) gézlenmedi (Sekil 15C).
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Sekil 15. GFP+ hiicre analizi i¢in gerekli olan kapilarin se¢ilmesi. Normal farelerden alinan
testis doku Ornekleri igerisindeki tiim yapilar SSC-FSC grafiginde goriilmektedir. P1 bdlgesi
cok biiylik hiicre kiimelenmeleri ve ¢ok kii¢iik partikiiller disindaki yapilar1 igermektedir (A).
Grafikde goriilen P2 bolgesi niikleuslart Hoechst ile boyanan hiicreleri gdstermektedir (B).
Grafigin orta hattinda yer alan yogun alan otofloresan hiicre toplulugunu, iistiinde yer alan P3
bolgesi ise GFP+ hiicrelerin bulundugu alan1 géstermektedir (C).

Negatif kontrol icin normal ve pozitif kontrol i¢in GFP+ fareye ait testis hiicre
siispansiyonlariin analizi yapildi. Normal fareye ait testis hiicre siispansiyonun analizinde %0
oraninda GFP+ hiicre popiilasyonu (Sekil 16A), GFP+ fareye ait testis hiicre siispansiyonun
analizinde ise %95,9 oraninda GFP+ hiicre popiilasyonu (Sekil 16B) elde edildi. Elde edilen bu

oranlar secilen kapilarin ve analizin dogrulugunu ispatlamaktadir.
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Sekil 16. Negatif ve pozitif kontrol testis dokularinin akim sitometrisi analizi. Normal
farelerden alinan testis doku 6rnegi analizinde P1 bolgesi GFP+ hiicre icermemektedir (A).
GFP+ farelerden alinan testis doku 6rnegi analizinde P1 bolgesi GFP+ hiicreleri icermektedir

(B).

GFP+ anneden siit emmis 7 Giinliilk Kontrol grubuna ait testis hiicre slispansiyonun analizinde
%0,09 oraninda GFP+ hiicre popiilasyonu ($ekil 17), 30 Giinliik Kontrol grubuna ait testis
hiicre siispansiyonun analizinde %0,18 oraninda GFP+ hiicre popiilasyonu (Sekil 18) ve 60
Glinliik Kontrol grubuna ait testis hiicre slispansiyonun analizinde %0,03 oraninda GFP+ hiicre

popiilasyonu (Sekil 19) elde edildi.
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Sekil 17. 7 Giinliikk Kontrol grubuna ait testis dokusunun akim sitometrisi analizi. P1 bolgesi
GFP+ hiicreleri icermektedir.
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Sekil 18. 30 Giinliik Kontrol grubuna ait testis dokusunun akim sitometrisi analizi. P1 bolgesi
GFP+ hiicreleri igermektedir.
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Sekil 19. 60 Giinliik Kontrol grubuna ait testis dokusunun akim sitometrisi analizi. P1 bolgesi
GFP+ hiicreleri igermektedir.
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GFP+ anneden siit emmis farelere kimyasal ve fiziksel hasar modelleri uygulandi. Busulfan
grubuna ait testis hiicre siispansiyonun analizinde %2,28 oraninda GFP+ hiicre popiilasyonu
(Sekil 20), Iskemi grubuna ait testis hiicre siispansiyonun analizinde %0,05 oraninda GFP+

hiicre popiilasyonu (Sekil 21) elde edildi.

Sekil 20. Busulfan grubuna ait testis dokusunun akim sitometrisi analizi. P1 bdlgesi GFP+
hiicreleri icermektedir.

Sekil 21. IR grubuna ait testis dokusunun akim sitometrisi analizi. P1 bolgesi GFP+ hiicreleri
icermektedir.
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Sonuglar degerlendirildiginde biitiin deney gruplarinda GFP+ annenin siitiinden testis dokusuna
gecen GFP+ kimerik hiicreler gozlemlendi. 7, 30 ve 60 Giinliik Kontrol gruplarinda diisiik
popiilasyonda GFP+ kimerik hiicreler gozlemlendi. Kontrol gruplari igerisinde 30 Giinliik
Kontrol grubunda daha fazla GFP+ kimerik hiicre populasyonun varliginda artis gozlendi.
Busulfan hasar grubunda ise GFP+ kimerik hiicre sayisinda belirgin bir artig gézlemlendi. IR
grubunda ise ¢ok diisitk GFP+ kimerik hiicre popiilasyonunun varlig1 tespit edildi. Sonug olarak
testis dokusuna anne siitii kaynakli hiicre gecisi akim sitometrisi yontemi ile farkli gruplarda
degisik oranlarda gosterilmis oldu. Gegen hiicre popiilasyonunun orani diisiik olmasina ragmen

tek bir hiicrenin bile gegisi hipotezimizi dogrulamaktadir.

Akim sitometrisi analizi sonucu elde ettigimiz veriler istatistiksel olarak degerlendirildiginde
GFP+ annenin siitinden gecen GFP+ kimerik hiicre sayist negatif kontrol grubu ile
karsilastirildiginda biitiin deney gruplarinda anlamli sekilde artt1 (p<0.0001). Kontrol gruplari
ile karsilagtirildiginda ise Busulfan grubunda anlamli bir artis gozlemlendi (p<0.0001). Diger
deney gruplari ise kendi aralarinda karsilastirildiginda anlamli bir farklilik gozlemlenmedi

(Sekil 22).
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Sekil 22. Akim sitometrisi analizine gére deney gruplarindaki GFP+ kimerik hiicrelerin orani.
Negatif kontrol grubu ile karsilagtirildiginda **** p<0.0001; Kontrol gruplar ile
karsilastirildiginda ++++ p<0.0001.
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Akim sitometrisi analizine gore deney gruplarindaki GFP+ kimerik hiicrelerin oran1 7 Giinliik
Kontrol grubunda 0,0711+0,02 ; 30 Giinliik Kontrol grubunda 0,12+0,04 ; 60 Giinliik Kontrol
grubunda 0,02+0,01; Busulfan grubunda 1,3+0,5 ve IR grubunda 0,04+0,02 olarak bulundu.

6.3 Mikroskobik Bulgular

6.3.1 Akim sitometrisi ile elde edilen hiicrelerin konfokal mikroskopi bulgular:

Testis dokusu o0rneklerinde akim sitometrisi analizi sonrasi belirlenen GFP+ kimerik hiicreler
FACS cihaz1 ile ayrildi. Konfokal mikroskop ile yapilan incelemelerde ayrilan hiicre
populasyonunun c¢ekirdek boyasi Hoechst ile isaretli oldugu ve az sayida GFP+ kimerik
hiicreler icerdigi gozlemlendi. GFP+ kimerik hiicreler konfokal mikroskobunda farkli bir
dalgaboyu (594 nm) ile uyarilarak otofloresan 1s1ma yapip yapmadigt kontrol edildi. Biitiin
gruplara ait 6rneklerdeki GFP+ kimerik hiicrelerde otofloresan 1g1ma gozlenmedi. Boylece

GFP+ hiicrelerin sadece GFP eksprese eden kimerik hiicreler oldugu dogrulandi.

7 Giin, 30 Giin, 60 Giin Kontrol ve IR grubunda GFP+ kimerik hiicre orani diisiik oldugundan
dolay1 konfakal mikroskobik incelemelerde her bir grupta daha az sayida GFP+ kimerik hiicre
varligma rastland1 (Sekil 23,24,25,27). Akim sitometrisi analizi sonuglarinda GFP+ kimerik
hiicre oran1 fazla bulunan Busulfan grubunda ayrilan hiicrelerin konfakol mikroskobik
incelemesinde de daha fazla GFP+ kimerik hiicreler gozlendi (Sekil 26). Akim sitometrisi
analizi sonrasi elde edilen konfokal mikroskobik goriintiiler ile GFP+ kimerik hiicrelerin varligi

dogrulandi.
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GFP Hoechst

Sekil 23. 7 Giinliik Kontrol grubunda akim sitometrisi analizi sonrasi elde edilen hiicrelerin
konfokal mikroskobik goriintiisii. Hem ¢ekirdegi boyali (mavi) hem de GFP (yesil) 1s1mas1
yapan GFP+ kimerik hiicreler (ok) goriilmektedir. 594 nm dalga boyunda otofloresan 1s1ma

goriilmemektedir. Bar : 50um

GFP Hpgchst

Sekil 24. 30 Giinliik Kontrol grubunda akim sitometrisi analizi sonrasi elde edilen hiicrelerin
konfokal mikroskobik goriintiisii. Hem c¢ekirdegi boyali (mavi) hem de GFP (yesil) 1s1masi
yapan GFP+ kimerik hiicre (ok) goriilmektedir. 594 nm dalga boyunda otofloresan 1sima

goriilmemektedir. Bar : 50um



Hoechst

GFP Hoechst

Sekil 25. 60 Giinliik Kontrol grubunda akim sitometrisi analizi sonrasi elde edilen hiicrelerin
konfokal mikroskobik goriintiisii. Hem ¢ekirdegi boyali (mavi) hem de GFP (yesil) 1simast
yapan GFP+ kimerik hiicreler (ok) goriilmektedir. 594 nm dalga boyunda otofloresan 1s1ma
goriilmemektedir. Bar: 20um

Sekil 26. Busulfan grubunda akim sitometrisi analizi sonrasi elde edilen hiicrelerin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Hem ¢ekirdegi boyali (mavi) hem de GFP (yesil) 1s1mas1 yapan GFP+
kimerik hiicreler (ok) gorilmektedir. 594 nm dalga boyunda otofloresan 151ma
goriilmemektedir. Bar : 20um



Sekil 27. IR grubunda akim sitometrisi analizi sonrasi elde edilen hiicrelerin konfokal
mikroskobik goriintiisii. Hem cekirdegi boyali (mavi) hem de GFP (yesil) 1s1mas1 yapan GFP+
kimerik hiicre (ok) goriilmektedir. 594 nm dalga boyunda otofloresan 1s1ma goriilmemektedir.
Bar : 50pum

6.3.2 Testis doku orneklerinin konfokal mikroskopi bulgular:

400 um’ lik kalin testis dokusu drneklerinin seffaflastiriimasi sonucunda konfokal mikroskobu
ile goriintiilendi. GFP+ anneler tarafindan emzirilen yavrulara ait testis dokularinda anti-GFP
isaretlemesi ile dogrulanan GFP+ kimerik hiicrelerin farkli hiicre tiplerine testis dokusunun
farkli bolgelerine yerlestikleri gozlendi. Hoechst ile boyanan ¢ekirdeklerin yardimiyla genel
testis morfolojisi belirlenip seminifer tiibiillerin sinirlart belirlendi. Yapilan incelemelerde 30
Giinliik Kontrol grubunda GFP+ kimerik hiicrelerin seminifer tiibiiliin bazal kompartmaninda
spermatogonyumlarin arasina yerlestigi gozlendi (Sekil 28). Busulfan grubunda ise GFP+
kimerik hiicre seminifer tiibiil i¢erisinde germinal epitelin liimenal kompartmaninda gézlendi.
Kimerik hiicre bu pozisyonunda boliinme asamasinda yakalanarak bdliinebilen aktif hiicre
ozelliginde oldugu belirlendi (Sekil 29). Busulfan grubuna ait bagka bir 6rnekte ise GFP+
kimerik hiicre seminifer tiibiiller arasinda lokalize olan intersitisyel bag doku igerisinde

gozlemlendi (Sekil 30).
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Sekil 28. 30 Giinliik Kontrol grubuna ait testis dokusundan alinan konfokal mikroskobu
goriintlisli. Seminifer tiibiillerin bazal kismi beyaz kesikli ¢izgiler ile belirlenmistir. Hoechst
isaretli biitiin gekirdekler (mavi) genel morfolojinin anlagilmasini saglamaktadir. Seminifer
tiubilil icerisinde bazal kompartmanda GFP+ Kkimerik hiicre (ok) goriilmektedir. S:
spermatogonya, 1°: primer spermatosit. Bar : 50pm

@
Hoechst

Sekil 29. Busulfan grubuna ait testis dokusundan alinan konfokal mikroskobu goriintiisii.
Seminifer tiibiillerin bazal kism1 beyaz kesikli ¢izgiler ile belirlenmistir. Hoechst isaretli biitiin
cekirdekler (mavi) genel morfolojinin anlagilmasini saglamaktadir. Seminifer tiibiil icerisinde
liminal kompartmanda bolinen GFP+ kimerik hiicre (ok) gorilmektedir. 1°: primer
spermatosit, 2°: sekonder spermatosit. Bar : 50um
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Sekil 30. Busulfan grubuna ait testis dokusundan alinan konfokal mikroskobu goriintiisii.
Seminifer tiibiillerin bazal kism1 beyaz kesikli ¢izgiler ile belirlenmistir. Hoechst isaretli biitiin
cekirdekler (mavi) genel morfolojinin anlagiimasini saglamaktadir Intersitisyel bag dokusu
icerisinde GFP+ kimerik hiicre (ok) goriilmektedir. *: interstisyel bag doku, ST : seminifer
tiibiil. Bar : 50um

6.3.3 Testis doku érneklerinin lightsheet mikroskobu bulgulari
qPCR ve akim sitometrisi bulgularinin destekledigi gibi GFP+ kimerik hiicre varligt en ¢cok 30
Giinliik Kontrol ve Busulfan gruplarinda gosterildi. Tiim mikroskobik analizlerde bu gruplarda

GFP+ kimerik hiicre varlig1 daha kolay tespit edildi.

30 Giinliikk Kontrol grubunda lightsheet mikroskobu ile biitiin testis dokusunun goriintiisii
alinarak 3 boyutlu goriintii analizi yapildi. Yapilan analiz sonucunda farkli lokasyonlarda GFP+
kimerik hiicre popiilasyonu gozlendi (Sekil 31A). Alinan goriintii daha biiyiik biiyiitmede
incelenmesinde seminifer tiibiil igerisinde germinal epitelin orta sirasinda konumlu 2 adet GFP+
kimerik hiicre gozlenip X, Y, z ekseninde goriintiileri alindi. (Sekil 31B). Baska lokasyonlarda
seminifer tiibiil igerisinde germinal epitelin farkli seviyelerine yerlesmis 7 adet (Sekil 32) ve 2

adet (Sekil 33) annesiitii kaynaklt GFP+ kimerik hiicreler goriildii.
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Hoechst

Sekil 31. 30 Giinliik Kontrol grubuna ait testis dokusundan alinan lightsheet mikroskobu
goriintiisii. Lightsheet mikroskobu ile alinan 3 boyutlu goriintiide sar1 ile isaretli alan icerisinde
annesiiti kaynakli testis dokusuna yerlesen anti-GFP isaretli (pembe) GFP+ mikrokimerik
hiicreler goriilmektedir. Bar: 200um (A). 3 boyutlu goriintii lizerinden secilen alana ait
goriintiide seminifer tiibiillerin bazal kismi sar1 kesikli ¢izgiler ile belirlenmistir. Orta alanda
bulunan seminifer tiibiil icerisinde germinal epitelin orta seviyesine yerlesik iki adet anti-GFP
isaretli (pembe) GFP+ kimerik hiicrelerin X, y ve z eksenindeki goriintlisii goriilmektedir.
Hoechst isaretli biitlin ¢ekirdekler gri renkte goriillmektedir. Bar : 50um (B).
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Sekil 32. 30 Giinliik Kontrol grubuna ait testis dokusundan alan lightsheet mikroskobu
goriintiisii. Lightsheet mikroskobu ile alinan 3 boyutlu goriintii iizerinden secilen alana ait
goriintiide seminifer tiibiillerin bazal kism1 sar1 kesikli ¢izgiler ile belirlenmistir. Hoechst
isaretli biitiin ¢ekirdekler (gri) genel morfolojinin anlagilmasini saglamaktadir. Seminifer tiibiil
igerisinde germinal epitelin liimene yakin bolgesine yerlesik iki adet anti-GFP isaretli (pembe)
GFP+ kimerik hiicrelerin x, y ve z eksenindeki goriintiisii goriilmektedir. Bar : 100pm.
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Sekil 33. 30 Giinliik Kontrol grubuna ait testis dokusundan alinan lightsheet mikroskobu
goriintiisii. Lightsheet mikroskobu ile alinan 3 boyutlu goriintii iizerinden secilen alana ait
goriintiide seminifer tiibiillerin bazal kism1 sar1 kesikli ¢izgiler ile belirlenmistir. Hoechst
isaretli biitiin ¢ekirdekler (gri) genel morfolojinin anlagilmasini saglamaktadir. Seminifer tiibiil
icerisinde germinal epitelin farkli seviyelerine yerlesik yedi adet anti-GFP isaretli (pembe)
GFP+ kimerik hiicrelerin x, y ve z eksenindeki goriintiisii goriilmektedir. Bar : 100pm.
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Busulfan grubunda, qPCR ve akim sitometrisi analizlerine ait sonuglara benzer sekilde
lightsheet mikroskobik incelemede de GFP+ kimerik hiicrelerin sayisinda artis gozlendi.
Annesiitii kaynakli hiicrelerin yavruya gegerek hasarli testis dokusuna yerlestigi ve hasar
sonrast sayica artttigr goriilmektedir. Yapilan analiz sonucunda farkli lokasyonlarda GFP+
kimerik hiicre popiilasyonu gozlendi. Almman gorlintiiniin daha biiylik biiyiitmede
incelenmesinde seminifer tiibiil igcerisinde germinal epitelin bazalinden baslayip liimene kadar
uzanan farkli seviyelerde yerlesik ¢ok sayida GFP+ kimerik hiicreler gozlenip X, y, z ekseninde
goriintiileri alind1 (Sekil 34). Baska lokasyonda da seminifer tiibiil i¢erisinde germinal epitelin
farkli seviyelerine yerlesmis 11 adet annesiitii kaynakli GFP+ kimerik hiicreler goriintiilendi

(Sekil 35).
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Sekil 34. Busulfan grubuna ait testis dokusundan alinan lightsheet mikroskobu goriintiisii.
Lightsheet mikroskobu ile alinan 3 boyutlu goriintiide sar1 ile isaretli alan igerisinde annesitii
kaynakli testis dokusuna yerlesen anti-GFP isaretli (pembe) GFP+ mikrokimerik hiicreler
goriilmektedir. Bar : 200pum (A). 3 boyutlu goriintii iizerinden segilen alana ait goriintiide
seminifer tiibiillerin bazal kism1 sar1 kesikli ¢izgiler ile belirlenmistir. Orta alanda bulunan
seminifer tiibiil icerisinde germinal epitelin farkli seviyelerine yerlesik onbir adet anti-GFP
isaretli (pembe) GFP+ kimerik hiicrelerin x, y ve z eksenindeki goriintiisii goriilmektedir.
Hoechst isaretli biitiin ¢ekirdekler gri renkte goriilmektedir. Bar : 50pum (B).

61



Sekil 35. Busulfan grubuna ait testis dokusundan alinan lightsheet mikroskobu goriintiisii.
Lightsheet mikroskobu ile alinan 3 boyutlu goriintli iizerinden segilen alana ait goriintiide
seminifer tiibiillerin bazal kism1 sar1 kesikli ¢izgiler ile belirlenmistir. Hoechst isaretli biitiin
cekirdekler (gri) genel morfolojinin anlagilmasimi saglamaktadir. Seminifer tiibiil icerisinde
germinal epitelin farkli seviyelerine yerlesik 11 adet anti-GFP isaretli (pembe) GFP+ kimerik
hiicrelerin x, y ve z eksenindeki goriintiisii goriilmektedir. Bar : 100um.
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7. TARTISMA ve SONUC

Calismamizda, anne siitii yoluyla yavruya gecen hiicrelerin testis dokusuna gecgerek hangi
bolgelere lokalize oldugu ve testiste olusan hasar durumunda rejenerasyonda gorev alip
miktarlarinda farklilagsma olmasina yonelik arastirmalar yapilmistir. Literatiirde, anne siitiinden
yavruya hiicre gecisiyle ilgili birka¢ calisma mevcuttur. Bu ¢alismalardan birinde, hiicrelerin
yavrunun karaciger dokusuna gectigi gosterilmistir, ancak bu hiicrelerin farklilasma 6zellikleri
aciklanmamistir. (Zhou ve ark., 2000). Cabinian ve ark. (2016), anne siitii kaynakli lenfosit
tiplerinin emzirme ile yavru bagirsagindaki Peyer plaklarina yerlestigini gostermislerdir.
Ayrica, anne siitii i¢ginde kok hiicre 6zellikleri gosteren hiicrelerin var oldugu ve bu hiicrelerin
in vitro olarak ¢esitli dokularin hiicrelerine doniisebildigi gosterilmistir (Hassiotou ve ark.,
2012). Calismamizda, anne siitiindeki hiicrelerin yavruya ge¢isi belirlenmistir ve testis dokusu

icinde farkli hiicre tiplerine doniisebildigi ilk kez gosterilmistir.

Mikrokimerizm, gebelikte dogal olarak go6zlenebildigi gibi kan transferi, kok hiicre ve doku
transplantasyon gibi sonradan kazanilan durumlarda da meydana gelebilir (Gammill ve Nelson,
2010; Konuma ve ark., 2016; Stikvoort ve ark., 2016). Mikrokimerizm {izerine yapilan
calismalarin ¢ogu, sonradan kazanilan mikrokimerizmle iliskili oldugu diisiiniilen hastaliklar
ve ¢esitli hematolojik hastaliklar tizerinde yogunlagsmaktadir. Gebelik siirecinde dogal olarak
gerceklesen mikrokimerizm hakkinda ise smurlit sayida literatlir bilgisi mevcuttur.
Mikrokimerizm meme kanseri ile iliskili olabilecegi gibi (Nemescu ve ark., 2016), tiroid
kanseri (Cirello ve Fugazzola, 2014) ve yara iyilesmesi gibi durumlarda koruyucu ve pozitif
etkilere sahip olabilecegini gosteren galismalar da bulunmaktadir (Mahmood ve O'Donoghue,
2014). Calismamizda, anne siitiinden yavrunun testis dokusuna gegen kimerik hiicrelerin hem
seminifer tiibiil igerisinde germinal epitel hiicrelerine doniistiigli hem interstisyal bag
dokusunda bulunabildigi belirlenmistir. Bu hiicrelerin spesifik farklilasma isaretleyicileri
isaretlenip fizyolojik veya patolojik olaylarla iliskisi ve rejenerasyondaki gorevleri tam
bilinmese de, bu hiicrelerin mevcut hiicre popiilasyonunu destekleyebilecegi diigiiniilmektedir.
Bu bilgiler, mikrokimerizmin bireyler {izerinde olas1 olumlu veya olumsuz etkileri konusundaki

belirsizlikleri devam ettirmektedir.

Zhou ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alismada, anne siitiindeki lokositlerin yavru
karacigerinde en yiiksek seviyeye 5. ve 6. giinlerde ulastigi ve 9. glinden sonra tespit
edilemedigi belirtilmistir. Cabinian ve ark. (2016) ise anne siitindeki CD4+ ve CD8+

16kositlerin yavrunun bagirsaklarinda Peyer plaklarinda emzirme baslangicindan 18 giin sonra
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bile tespit edilebildigini gostermistir. Yapilan bir diger ¢alismada ise anne siitii yoluyla
yavrunun bagirsak, dalak ve timus dokularina gegen hiicrelerin emzirmenin 1. ve 2. haftalarinda
bu dokularda bulundugu belirtilmistir (Ma ve ark., 2008). Hassiotou ve ark. (2014) tarafindan
yapilan bir calismada ise anne siitii igerisinde bulunan Oct4+, Nanog+ ve CD49f+ kok
hiicrelerin emzirme yoluyla yavruya aktarildigt ve dogumdan 3 hafta sonrasinda mide
duvarinda ve timus dokusunda yerlestigi gosterilmistir. Aydin ve ark. (2016) ise anne siitii
kaynakl1 kimerik hiicrelerin beyin dokusunda 7. ve 30 giinlerde tespit etmis ve hem ndéron hem
de glial hiicrelere farklilastigini ispatlamistir. Calismamizda anne siitii kaynakli hiicrelerin ilk
defa emzirmeden sonra 7 giinliik siirede testis dokusuna gocii gerceklesebildigi gibi 30 ve 60
giin sonunda da tespit edilmistir. Literatiirdeki diger caligsmalara gore emzirme sonrasi 60 giin
gibi ge¢ donemde de anne siitii kaynakli GFP+ kimerik hiicrelerin varligini koruyabildigi hatta

busulfan hasarindan sonra sayilarinda artigin oldugu gézlenmektedir.

[k ¢alismalarda, siit yoluyla anne siitiindeki hiicre gegisini tespit etmek i¢in geleneksel boyama
yontemleri kullanilmigtir. Fare yavrularina rodamin ve floresan isotiyosiyanat (FITC) ile isaretli
hiicreler iceren siit verilerek isaretli lenfositler yavru farelerde tespit edilmistir (Weiler ve ark.,
1983). Giinlimiizde ise anne ve yavru arasindaki hiicre transferinin deneysel hayvanlarda
arastirilmasi i¢in transgenik hayvanlar tercih edilmektedir, ¢iinkii bu hayvanlarda ¢esitli
isaretleyicilere sahip hiicreler bulunmaktadir. Transgenik hayvanlar, mikroskopik inceleme ve
dokudaki hiicre yerlesimi hakkinda bilgi saglama acisindan 6zellikle etkili bir yontemdir. En
yaygin kullanilan floresan protein olan GFP hiicrelere toksik etkisi olmamasi, mavi dalga
boyunda spesifik bir 1s1ma yaymasi, mikroskop ve akim sitometrisi ile analiz edilebilmesi gibi
avantajlara sahiptir (Chalfie ve ark., 1994). GFP pozitif transgenik hayvanlar kullanilarak
yapilan caligmalarda, gebelik siirecinde anne ve yavru arasinda iki yonli hiicre gecisinin
gerceklestigi gosterilmistir (Vernochet ve ark., 2007). Baska bir ¢aligmada ise gebelik ve
emzirme doneminde anne siitii aracilifiyla GFP+ lenfositlerin yavruya gectigi belirtilmistir
(Zhou ve ark., 2000). Calismamizda, disi farelerde B-aktin'e bagli olarak GFP iiretebilen
hiicrelerin kullanildig1 bir transgenik fare modeli kullanilmistir. Transgenik farelerde, GFP
molekiilii hiicrelerin temel iskelet elemani olan B-aktin'e bagl olarak tiretilir. Bu nedenle, GFP+
hiicreler mitoz bdliinme gegirir veya farkli bir hiicre tipine farklilastiginda dahi GFP {iretme
yeteneklerini korur ve bulunduklar1 dokuda tespit edilebilirler. Emzirme yoluyla yavrulara
gecen GFP+ hiicreler, cesitli yontemlerle arastirilmis ve bu hiicrelerin anneden gectigi kesin

olarak belirlenmistir.

64



Mikrokimerizm ile ilgili yapilan arastirmalarda genellikle mikroskobik inceleme, PCR ve akim
sitometrisi gibi yontemler kullanilmaktadir. Akim sitometrisi ve PCR, yaygin kullanilan
metodlardir. Mikroskobik inceleme yontemleri ise az miktarda kimerik hiicrenin dokularda
tespit edilmesi zorlugu nedeniyle daha az kullanilmaktadir. Transgenik hayvanlar kullanilarak
yapilan calismalarda, LacZ veya luciferaz gibi floresan veya enzimatik isaretleyicilere sahip
hiicreler kullanilmistir. Bu ¢alismalarda, gebelik sirasinda anneden yavrunun timus, dalak,
karaciger ve kemik iligi gibi organlarina LacZ+ veya luciferaz+ hiicrelerin gegtigi gésterilmistir
(Marleau ve ark., 2003; Piotrowski ve Croy, 1996). Bu analizler genellikle gPCR yontemiyle
gerceklestirilmistir. Calismamizda, anne siitiinden yavruya gecen hiicrelerin tespiti igin
mikroskobik inceleme, qPCR ve akim sitometrisi yoOntemlerini bir arada kullanildi.
Mikroskobik inceleme yontemiyle yavrunun dokularinda bulunan nadir kimerik hiicrelerin
tespiti olduk¢a zorlu bir siire¢ olmakla birlikte, doku seffaflastirma metodlariyla birlikte
konfokal ve lightsheet mikroskobu goriintiilemeleri sayesinde bu hiicrelerin morfolojileri ve
yerlesimleri gibi diger tekniklerle elde edilemeyen bilgiler ¢aligmamizda elde edildi.
Literatiirde bu teknikler farkli organlar iizerinde kullanilmis olsada annesiiti kaynakl

mikrokimerizmde testis dokusu igerisinde kimerik hiicre varligini ilk defa tanimlamaktayiz.

Geleneksel histolojik kesit teknikleri, doku ornekleri i¢indeki anatomik yapilar ve hiicresel
bilesenler hakkinda iki boyutlu bilgi saglamaktadir (Seo ve ark., 2016). Bu nedenle, ii¢ boyutlu
(3D) goriintiileme, biitlin viicut ve biitiin organ hiicre profillemesi i¢in 6nemli bir tekniktir
(Matsumoto ve ark., 2019). Son zamanlarda ortaya ¢ikan doku seffaflastirma teknikleri, biitiin
organlart veya hatta biitlin viicutlar1 hizli bir sekilde 3D olarak goriintiilemeyi miimkiin
kilmaktadir. Doku seffaflagtirma teknigi, dokuyu optik olarak seffaf hale getirir ve seffaf hale
getirilen dokulara 15181in derinlemesine niifuz etmesine izin verir, bu da biitiin viicut
goriintiileme ¢alismalarinin ilerlemesini hizlandirmaktadir (Tian ve ark., 2021). Bir diger doku
seffaflastirma metodu olan iDISCO kullanarak Alzheimer hastaligi fare modelinde plak
olusumu incelendi. Beta-amiloid plaklarin 3D mekansal dagilimini, mikroglia ve damar
yapilariyla birlikte goriintiilendiler (Liebmann ve ark., 2016). Doku seffaflastirma yontemi,
damar yapilari, bobrek, pankreas ve organoidler gibi yumusak dokularda da yaygin olarak
uygulanmaktadir. Geng farelerin seffaf pankreasini optik seffaflastirma ajani (RapiClear)
kullanarak hazirladilar ve pankreas mikroyapisinin, adacik dagiliminin, nérovaskiiler agin ve
hastaliktaki sinir aginin 3D panoramik olarak gériintiilenmistir (Tang ve ark., 2018). Biitiin fare
akcigerlerinde yiiksek ¢oziiniirlikle 3 boyutlu lifsi kollajen agmi ortaya gikararak biitiin

akcigerler boyunca hava yolunun diizeyinde kollajen birikimi gosterilmistir (Ochoa ve ark.,
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2018). Hiicresel ve detayli analiz yapilan bir baska ¢alismada ise CUBIC tabanli kanser analizi
kullanilip 13 farkli fare modelinde kanser metastazini detayli bir sekilde incelenmistir (Kubota
ve ark., 2017). Aydin ve arkadaslari da doku seffaflastirma yoOntemini kullanarak beyin
dokusunda GFP+ kimerik hiicrelerin varligin1 gostermistir. Doku seffaflagtirma metodlar
biitiin dokuda tek hiicre analizini ve hiicresel lokalizasyonun daha kolay anlasilabilir olmasini
kolaylastirmaktadir. Calismamizda miktar1 olduk¢a az olan ve mikroskobik olarak standard
metodlarla tespiti oldukca giic olan anne siitii kaynakli kimerik hiicrelerin tespiti i¢in doku
seffaflastirma metodu kullanilmistir. Bu sayede kimerik hiicrelerin varligt hem kalin doku
kesitlerinde hem de biitiin testis dokusunda kolaylikla gosterilmistir. Testis dokusunda bu

metod kullanilarak ilk defa kimerik hiicrelerin varlig1 ispatlanmistir.

Kemoterapdtik ajan olarak busulfan, guanin alkile edip DNA ¢apraz bagini ve tek zincir
kirilmalarini indiikleyerek hiicre proliferasyonunu inhibe eder. Busulfan tedavisi, germ
hiicrelerini hasara ugratir, sperm hareketliligini ve testis agirligint azaltir, sperm anomalisi
oranini artirir ve sonunda infertileye neden olmaktadir (Panahi ve ark., 2015). Busulfan, redoks
dengesini bozarak ve oksidatif hasara yol agarak spermatogonya apoptozuna neden oldugu
gosterilmistir (Ganjalikhan Hakemi ve ark., 2019). Ayrica, spermatogonyal kok hiicrelerin
farklilagmasin1 engelleyen BMP4/Smads yolaklar1 araciligiyla busulfanin spermatogonya
farklilasmasini engellemektedir (Carlomagno ve ark., 2010). Yetiskin sicanlarda busulfan ile
tedavi, Sertoli hiicrelerinin bazal bolgesinde bulunan vimentin filamentlerin yikilmasina neden
olarak Sertoli hiicreleri ile spermatogonya arasindaki baglantiy1 ayirmaktadir (EIGhamrawy ve
ark., 2014). Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), kan-testis bariyeri fonksiyonunu
diizenleyen Sertoli ve germ hiicre adhezyon proteinidir ve farede intraperitoneal busulfan
enjeksiyonuyla miktar belirgin bir sekilde azalmaktadir (Cai ve ark., 2016). Ayrica, busulfan
tedavisi Sertoli hiicrelerinde toll-benzeri reseptorlerin aktivasyonunu ve inflamatuar faktorlerin
(makrofaj kemotaktik protein 1 ve tiimdr nekroz faktor-a gibi) ifadesini artirarak fare
testislerinde endojen inflamasyona neden olmaktadir (Zhang ve ark., 2013). Busulfan kaynakli
olusan testis inflamasyonunun kan-testis bariyeri ile iliskili proteinlerin ekspresyonunu ve
lokalizasyonunu etkiledigi, kan-testis bariyerinin yapisini ve islevini bozdugu ve seminifer
tiibiil i¢indeki mikrogevreye zarar verdigi ve sonug olarak spermatogenez bozukluguna neden

olmaktadir (Zhao ve ark., 2023).

Busulfan tedavisi tamamlandiginda, testis dokusunda inflamasyon ve doku onarimi
gercekleserek testisdeki rejenerasyon siireci tamamlanarak spermatogenez normale

donmektedir. Hasar sonrasi testis dokusuna veya seminifer tiibiillerin i¢ine nakledilen kok
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hiicreler, seminifer tiibiillerde yerleserek kendilerini ¢ogaltirak spermatogenez siirecini
baslatabilmektedir (Qian ve ark., 2020). Seminifer tiibiillere disaridan kok hiicre gegisi,
spermatogonyal kok hiicre nakli gibi yapay bir yontemle saglanabilecegi gibi, baz1 durumlarda
endojen kok hiicrelerin de seminifer tiibiillere dogal olarak gegebildigi gozlemlenmistir.
Farelerdeki hasarli seminifer tiibiillerde endojen spermatogonyal kok hiicrelerin aktif hale
geldigi ve hasarli bolgeye yerleserek sperm fiiretimine katkida bulundugu gosterilmistir
(Kanatsu-Shinohara ve ark., 2013). Busulfan tedavisini takiben NGN3+ farklilasma egilimli
progenitor hiicrelerin tekrar kok hiicre durumuna donebildigi ve bu popiilasyonun rejeneratif
yanita 6nemli katkilarda bulundugu gosterilmistir (Nakagawa ve ark., 2007). Farelerdeki
seminifer tlibilil hasar1 sonrasinda, spermatogonyal kok hiicrelerin hasarli bolgelere migrasyon
gosterdigi ve bu kok hiicrelerin hasarli tiibiillerde yeniden spermatogenez baslatabildigi
gosterilmistir (Hermann ve ark., 2010). Anne siitii kaynakli kimerik hiicrelerin hedef organa
nasil gog ettikleri ve farklilasma mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Pluripotent kok
hiicre 6zelligi gostermelerinden dolay: hasarli bolgeye diger kok hiicrelerin go¢ edisi seklinde
gerceklestigi diisiiniilmektedir. Calismamizda busulfan enjeksiyonu ile olusan testis hasari
sonrasinda tiim tekniklerde anne siitii kaynakli GFP+ kimerik hiicrelerin sayisinin arttigi
gosterilmistir. Bu sonug hasar sonrasi testis rejenerasyonunda GFP+ hiicrelerin etkin rol
aldigin1 desteklemekle beraber kimerik hiicrelerin rejenerasyondaki aktif roliinii ispatlamak i¢in

detayli calismalara ihtiya¢ vardir.

Testikiiler iskemi-reperfiizyon, endotelyal hiicrelerde hiicre i¢i sinyalleme kaskadini
tetikleyerek notrofil rekriitasyonuna, hiicre i¢i reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) artmasina ve
sonunda germ hiicrelerine 6zgii apoptoza yol agmaktadir (Lysiak ve ark., 2003). Dolayisiyla
testis dokusunda IR ile yapilan caligmalar anti-oksidan ajanlarin kullanimiyla daha cok
koruyucu mekanizmalar {izerinedir (Sener ve ark., 2015). IR sonrasi endojen kok hiicre gogii
ve farklilagmasi ile ilgili ¢aligma bulunamamistir. Ancak IR sonrasi tedavi amagli izole edilen
mezenkimal kok hiicrelerin seminifer tiibiil i¢ine enjeksiyonu ile bu hiicrelerin spermatogonyal
kok hiicrelere farklilasip spermatogenezde aktif rol aldiklari gosterilmistir (Sharifian ve ark.,
2022). Calismamizda IR sonrast testis dokusunda GFP+ kimerik hiicre populasyonun varligi
gosterilmistir. Ancak diger konrol gruplarina benzer oranda GFP+ kimerik hiicre bulunup hasar
sonras1 artls gozlenmemistir. Bunun sebepi reperfiizyon sonrast siirenin uzun olup erken
donemde rejenerasyonun tamamlanmis olmasi olabilir. Busulfan grubundaki GFP+ kimerik
hiicre sayisinin IR grubuna gore fazla olmasinin sebebi busulfanin direk olarak spermatogonya

tizerine etkili olmasindan kaynaklanabilir.
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Infertilite son yillarda artan ciddi bir saglik sorunudur ve ciftlerin yaklasik %20’sinde gozlenir.
Erkek kisirligi, tiim infertilite vakalarmin yaklasik yarisini olusturur ve obstriiktif olmayan
azospermi en siddetli seklide goriilen vakadir. Azospermi genetik faktorlerin yani sira,
yaralanmalar, toksik maddelere maruz kalma, immiinsiipresyon ila¢ kullanimi ve kanser
tedavisi nedeniyle de ortaya gikabilmektedir. Bununla birlikte, infertil erkeklerin biiytlik bir
kism, insanlarda spermatogenezi ve sperm fonksiyonunu diizenleyen mekanizmalarin hala tam
olarak aciklanamayan yonlerini gosteren, agiklanamayan infertilite olarak tanimlanmaktadir
(Fang ve ark., 2019). Giiniimiiz yardimli tireme teknikleri kullanilarak erkek infertilitesi birgok
yoniiyle tedavi edilebilmekte ve ¢iftler gocuk sahibi olabilmektedir. Ancak Klinefelter
sendromu ve Y kromozom delesyonu gibi genetik faktorler, asir1 derecede toksik ajanlara
maruz kalma ve kanser tedavisi spermatogenezde geri doniisii olmayan hasarlara neden
olmaktadir ve bu durumlarda yardimli tireme teknikleri yetersiz kalmaktadir (Tiittelmann ve
Gromoll, 2010). Bu nedenlerden dolay1 son yillarda lireme biyolojisi alaninda ¢alisan
arastirmacilar kok hiicre tedavisi iizerine yogunlagmiglardir. Anne siitii kaynakli olup testis
dokusuna ait hiicrelere farklilagabilen kok hiicrelerin izole edilip saklanmasi Onerilebilir.
Yiiksek farklilagsma potansiyeli olan bu hiicreler, infertilite tedavi yontemlerinde kok hiicreden

farklilagtirma metodlartyla kullanilabilir.

Embriyonik kok hiicrelerinin (EKH) in vitro ortamda erkek germ hiicreleri olusturabildigi
gosterilmistir. Kemik morfogenik protein 4 ile indiiklenen germ hiicrelerinin testiste seminifer
tiibiillere nakledildiginde spermatogenezde rol oynayabilecegi gosterilmistir (Toyooka ve ark.,
2003). Busulfan ile olusturulan infertil fare modelinde kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin
testise verilmesi ile bu hiicrelerin germ, Sertoli ve Leydig hiicrelerine farklilagtigi bildirilmistir
(Lue ve ark., 2007). Kok hiicre arastirmalariin giincel konularindan biri embriyonik bir kok
hiicre gibi davranmasi i¢in yeniden programlanan farklilagmis yetiskin hiicreler olan uyarilmis
pluripotent kok hiicreler (iPSC)’dir (Kumar ve ark., 2015). Farelerin indiiklenmis pluripotent
kok hiicreleri, ge¢ donem germ hiicrelerine (Spermatozoa) farklilasma yetene§ine ve
potansiyeline sahip oldugu gosterilerek bu kok hiicrelerin infertil testislere nakli ile erkek

infertilitesinin tedavisinde potansiyel uygulamaya sahip olabilmektedir (Zhu ve ark., 2012).

Kok hiicre teknolojisinin hizla gelismesiyle ve bu alanda yapilan ¢alismalar 15181inda gametlerin
insan pluripotent kok hiicrelerinden tiiretilmesi olasiligi, kisir ciftler icin yeni terapotik
stratejiler saglayabilir. Ancak hem insan embriyonik kok hiicre kullaniminin 6niindeki yasal ve
etik sinirlamalar hem de kok hiicre elde etmesi ve uygulanmasindaki zorluklar ve bazi

bilinmeyenler bu alanda ¢alismay1 smirlandirmaktadir. Insan embriyonik kok hiicrelerinin etik
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nedenlerle arastirmalarda kullanilamamasi, anne siitiinden elde edilebilecek embriyonik kdk
hiicre benzeri 6zellikteki kok hiicre tedavi yontemleri kapsaminda kullanilabilmesi agisindan
son derece onemlidir. Buna bagl olarak bu alanda hiicresel tedavi yontemleri bir umut 15181
olmaktadir. Giiniimiizde kok hiicre ile ilgili caligmalarin yogunlastigi iPSC ve insan
mezenkimal kok hiicreleriyle ilgili olarak karsilagilan 6nemli bir problem, bu tipteki hiicrelerin
transplantasyon sonrasi kontrolsiiz bir sekilde tiimor olusumuna sebebiyet vermeleridir (Hentze
ve ark., 2009). Buna karsin siitten izole edilen kok hiicrelerin immiin-yetersiz farelere
enjeksiyonu sonucunda herhangi bir tiimor olusumuna rastlanmadig bildirilmistir (Hassiotou
ve ark., 2012). Bu 6nemli verilerin yaninda bu hiicrelerin hiicresel tedavi yontemleri gibi
amaglarla kullanilmasi i¢in heniiz yeterince bilgi mevcut degildir. Bu kok hiicrelerin her ne
kadar in-vitro ortamdaki farklilasma yetenekleri gosterilmis olsa da in vivo olarak taginabilme

potansiyelleri ve dokularla olan iliskileri belirsizligini korumaktadir.

Calismamizda elde etigimiz anne siitii kaynakli kimerik hiicrenin testis dokusuna yerlesip
seminifer tiibiil igerisinde gbzlenmesi dikkat ¢ekici bir sonugtur. Somatik bir hiicrenin gog
ederek seminifer tiibiil igerisine yerlesmesi de ¢alismamizin ilgi ¢ekici sonug¢larindandir.
Sonuglarimizda seminifer tiibiil igerisinde germinal epitelin orta seviyesinde boliinme
asamasinda olan bir kimerik hiicrenin varligi gé¢ eden bu hiicrelerin bulunduklar1 yerde aktif
oldugunu diisiindiirmektedir. Spermatogonyal kok hiicreleri olmayan infertil erkeklerde sperm
elde etmek igin tek secenek, hastaya 6zgli somatik hiicrelerin pluripotent kok hiicrelere
doniistiiriilmesi ve ardindan genetik olarak iligkili haploid gametlere diferansiyasyonudur. Fare
pluripotent kok hiicrelerinden erkek gametlere diferansiyasyonla canli yavrular elde edilmistir.
Activin A ve kemik morfogenetik proteinler (BMP) 4 ve 8b'nin yani sira yaygin olarak
kullanilan biiyiime faktorleri olan bazal fibroblast biiyiime faktorii (bFGF), epidermal biiyiime
faktorii (EGF), 16semi inhibe edici faktor (LIF) ve kok hiicre faktorii (SCF) ile elde edilen
hiicreler fare testisine nakledilerek tam spermatogenez gerg¢eklesmis ve yavrular elde edilmistir
(Hayashi ve ark., 2011). Bir diger ¢alismada ise in vitro olarak petri kabinda somatik kokenli
farklilasmis gametlerden tam spermatogenez elde edilmis ve tretilen fare spermatid benzeri
hiicrelerden ICSI sonrasinda canli yavrular elde edilmistir (Zhou ve ark., 2016). Bu sonuglar
caligmamizda gozlemledigimiz somatik kaynakli anne siitii kimerik hiicrelerin seminifer tiibiil

icerisine yerlesip farklilagmasini destekleyebilmektedir.

Gelisim esnasinda XX kromozomlu primordial germ hiicreleri testikiiler kordlara yerlesip pro-
spermatogonyaya farklilagmaktadir. Ancak tiim XX pro-spermatogonya dogumdan sonraki
birka¢ giin i¢inde dejenere olmaktadir (Bronson ve ark., 1995). 46 XX erkek (Chapelle)
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sendromunda normal fenotipte erkek bireyler gdzlenmekte olup bu bireylerde spermatogenez
oldukca smirhidir. Diisiik spermatogenez kapasitesinden dolayr infertil bireyler genellikle
oligoastenoteratozoospermi (OAT) ozelliktedir. Bu gibi sendromlu durumlarda da XX
kromozomlu spermatogonya seminifer tiibiil bazal kompartmaninda goriilmektedir (Adrido ve
ark., 2020). Bir baska calismada ise, 46,XX/46,XY tetragametik kimerizm durumunda
oligospermik erkeklerden alinan testis ve deri 6rneklerinde kisa tandem tekrar dizileri (STR)
analizi sonucunda XX kromozomlu hiicrelere rastlanmistir (Magharehabed ve ark., 2019). XX
kromozomlu gametlerin seminifer tiibiil igerisine yerlesimi sendrom ya da kimerizm
durumlarinda da olsa miimkiin géziikkmektedir. Bu durum ¢alismamizdaki anne siitii kaynakli
GFP+ kimerik hiicrelerin testise yerlesme potansiyelini desteklemekle beraber GFP+ hiicrelerin

detayli kromozomal incelemelerinin yapilmasina ihtiya¢ duyulmaktadir.

Anne siitli kaynakli kok hiicrelerin, cerrahi bir miidahaleye gerek duyulmadan sadece emzirme
yoluyla ulagilabilmesi, hem insanlar hem de hayvanlar {izerinde ¢alisma yapma agisindan
onemli bir avantajdir. Bu bilgiler, siitte bulunan kok hiicrelerin rejeneratif tedavilerde
kullanilabilmesi i¢in yeni firsatlar sunmaktadir. Kok hiicrelerin siitteki farklilagsma
yeteneklerinin ve herhangi bir hasar durumunda nasil islev gorebileceklerinin ayrintili olarak

arastirilmasi 6zellikle testis hiicreleri tizerinde 6nemlidir.

Caligmamizda annesiitii kaynakli kimerik hiicrelerin testis dokusunda goriilme olasilig1 ¢ok
disiiktiir. Bu durum yaptigimiz qPCR ve akim sitometrisi analizleri sonuglart ile
desteklenmektedir. Her iki analiz sonucunda da annesiitii kaynakli kimerik hiicrelerin varligina
diisiik oranda rastlanilmis olsa da bu hiicrelerin testis dokusundaki varligi mikroskobik
incelemeler ile ispatlanmistir. Biitiin bir testis dokusunda birkag¢ adet bulunan annesiitii kaynakli
GFP+ kimerik hiicrelerin varligin1 konfokal mikroskop altinda 20 um’lik seri kesitler ile
incelemek oldukca zor ve uzun zamanlara ihtiyag olan bir metoddur. Bu yiizden hem
seffaflastirilmis kalin testis doku kesitlerinin konfokal mikroskobu hem de seffaflastiriimis total
testis dokusunun lightsheet mikroskobu ile incelenmesi bu siireci hizlandirmaktadir. Boylece
calismamizda onemli bir yere sahip olan mikroskobik analiz kisminda yasadigimiz problem

ileri gorlintiileme teknikleri ve mikroskoplar1 kullanilarak asildi.

Calismamizda yer alan limitasyondan biri hem seminifer tiibiil igerisinde hem de interstisyel
bag doku igerisinde bulunan hiicrelere ait 6zgiin isaretleyiciler kullanilarak testis dokusuna
yerlesen annesiiti kaynakli GFP+ kimerik hiicrelerin hiicre tiplemelerinin yapilamamis
olmasidir. Diger bir limitasyon ise kimerik hiicrelerin go¢ edis mekanizmasinin erken donemde

arastirilmamis olmasidir. Annesiitii kaynakli kimerik hiicreler dogum sonrasi erken dénemde

70



(ilk 5 giin) dogumdan itibaren giin asir1 takip edilerek testis dokusuna yerlesim mekanizmasinin
acikliga kavusturulmasina ihtiya¢ duyulmaktadir. Testis dokusunda bulunan GFP+ kimerik
hiicrenin 6nce mikroskop altinda tespit edilip daha sonra ayni1 hiicrenin 6zgiin isaretleyiciler ile
boyanarak kimerik hiicrenin testise 6zgii bir hiicre tipine doniisiip doniismedigini ispatlamak
onem arz etmektedir. Boylece testis dokusuna yerlesen kimerik hiicrenin farklilasma
potansiyelleri arastirilmalidir. Busulfan hasar1 sonrast gozlemledigimiz kimerik hiicre
sayisindaki artisa neden olan mekanizma hasar sonrasi erken donemde detayli olarak
incelenmelidir. Hasar sonrasi gozlemlenen kimerik hiicrelerin kaynaginin testis dokusuna ait
bir kimerik hiicre mi yoksa disaridan go¢ ederek testis dokusuna yerlesen baska bir kimerik
hiicre mi oldugunun gosterilmesi arastirilmalidir. Calismamizda testis dokusuna yerlesen
kimerik hiicrelerin annesiitii kaynakli oldugu bir¢ok yontem ile ispat edilmistir. Calismamizdan
elde ettigimiz veriler 15181nda, kimerik hiicrelerin hem gé¢ hem de farklilasma mekanizmasini
aydimnlatmak i¢in ileri goriintileme ve molekiiler teknikler kullanilarak gdsterilebilir. Bu
hiicrelerin anneye ait oldugu genetik olarak yapilan analizler ile de desteklenmesi

gerekmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alismada annesiitii kaynakli kimerik hiicrelerin testis dokusuna gog ettigi
molekiiler ve ileri mikroskopi teknikleri ile ilk kez bu ¢alismada gosterilmistir. Emzirme sonrast
kontrol gruplarinda hem erken donemde hem de yetiskin donemde fare testis dokularinda GFP+
kimerik hiicrelerin varlig1 ispatlanmigtir. Ayn1 zamanda Busulfan hasar1 sonrasi daha ¢ok
olmakla beraber IR grubunda da kimerik hiicrelerin varligi gozlenmistir. Anne siitii kaynakl
kok hiicrelerin migrasyon ve farklilagma kapasiteleri ile hasar modellerinde testis dokusunun
rejenerasyonuna katki sagladigi disiinilmektedir. Bu yiizden ileriki g¢alismalarda testis
rejenerasyonuna katkisi, mekanizmasi ve hangi hiicre tiplerine farklilastigi detayli olarak

arastirilmalidir.

71



8. KAYNAKLAR

Abd Allah, S. H., Shalaby, S. M., EI-Shal, A. S., El Nabtety, S. M., Khamis, T., Abd El Rhman, S. A., Ghareb, M.
A., & Kelani, H. M. (2016). Breast milk MSCs: An explanation of tissue growth and maturation of
offspring. IUBMB Life, 68(12), 935-942. https://doi.org/10.1002/iub.1573

Adrido, M., Ferreira, S., Silva, R. S., Garcia, M., Déria, S., Costa, C., Castro-Correia, C., & Fontoura, M. (2020).
46,XX male disorder of sexual development. Clin Pediatr Endocrinol, 29(1), 43-45.
https://doi.org/10.1297/cpe.29.43

Agostoni, C., Braegger, C., Decsi, T., Kolacek, S., Koletzko, B., Michaelsen, K. F., Mihatsch, W., Moreno, L. A.,
Puntis, J., & Shamir, R. (2009). Breast-feeding: A commentary by the ESPGHAN Committee on
Nutrition.  Journal of pediatric  gastroenterology and nutrition, 49(1), 112-125.
https://doi.org/10.1097/MPG.0b013e31819f1e05

Allen, J. C., Keller, R. P., Archer, P., & Neville, M. C. (1991). Studies in human lactation: milk composition and
daily secretion rates of macronutrients in the first year of lactation. The American journal of clinical
nutrition, 54(1), 69-80. https://doi.org/10.1093/ajcn/54.1.69

Arthur, P. G., Kent, J. C., Potter, J. M., & Hartmann, P. E. (1991). Lactose in blood in nonpregnant, pregnant, and
lactating women. Journal of pediatric gastroenterology and nutrition, 13(3), 254-259.
https://doi.org/10.1097/00005176-199110000-00003

Arvola, M., Gustafsson, E., Svensson, L., Jansson, L., Holmdahl, R., Heyman, B., Okabe, M., & Mattsson, R.
(2000). Immunoglobulin-secreting cells of maternal origin can be detected in B cell-deficient mice. Biol
Reprod, 63(6), 1817-1824. https://doi.org/10.1095/biolreprod63.6.1817

Aydin, M., Yigit, E. N., Vatandaslar, E., Erdogan, E., & Oztiirk, G. (2018). Transfer and Integration of Breast
Milk Stem Cells to the Brain of Suckling Pups. Sci Rep, 8(1), 14289. https://doi.org/10.1038/s41598-018-
32715-5

Azaripour, A., Lagerweij, T., Scharfbillig, C., Jadczak, A. E., Willershausen, B., & Van Noorden, C. J. (2016). A
survey of clearing techniques for 3D imaging of tissues with special reference to connective tissue. Prog
Histochem Cytochem, 51(2), 9-23. https://doi.org/10.1016/j.proghi.2016.04.001

Ballard, O., & Morrow, A. L. (2013). Human milk composition: nutrients and bioactive factors. Pediatr Clin North
Am, 60(1), 49-74. https://doi.org/10.1016/j.pcl.2012.10.002

Blum, J. W., & Baumrucker, C. R. (2002). Colostral and milk insulin-like growth factors and related substances:
mammary gland and neonatal (intestinal and systemic) targets. Domest Anim Endocrinol, 23(1-2), 101-
110. https://doi.org/10.1016/s0739-7240(02)00149-2

Boddy, A. M., Fortunato, A., Wilson Sayres, M., & Aktipis, A. (2015). Fetal microchimerism and maternal health:
a review and evolutionary analysis of cooperation and conflict beyond the womb. Bioessays, 37(10),
1106-1118. https://doi.org/10.1002/bies.201500059

Boesmans, W., Gomes, P., Janssens, J., Tack, J., & Vanden Berghe, P. (2008). Brain-derived neurotrophic factor
amplifies neurotransmitter responses and promotes synaptic communication in the enteric nervous
system. Gut, 57(3), 314-322. https://doi.org/10.1136/qut.2007.131839

Boix-Amords, A., Collado, M. C., & Mira, A. (2016). Relationship between Milk Microbiota, Bacterial Load,
Macronutrients, and Human Cells during Lactation. Front Microbiol, 7, 492.
https://doi.org/10.3389/fmich.2016.00492

Boyon, C., Collinet, P., Boulanger, L., Rubod, C., Lucot, J. P., & Vinatier, D. (2011). Fetal microchimerism:
benevolence or malevolence for the mother? Eur J Obstet Gynecol Reprod Biol, 158(2), 148-152.
https://doi.org/10.1016/j.ejogrb.2011.05.008

Broestl, L., Rubin, J. B., & Dahiya, S. (2018). Fetal microchimerism in human brain tumors. Brain Pathol, 28(4),
484-494. https://doi.org/10.1111/bpa.12557

Bronson, S. K., Smithies, O., & Mascarello, J. T. (1995). High incidence of XXY and XYY males among the
offspring of female chimeras from embryonic stem cells. Proc Natl Acad Sci U S A, 92(8), 3120-3123.
https://doi.org/10.1073/pnas.92.8.3120

Cabinian, A., Sinsimer, D., Tang, M., Zumba, O., Mehta, H., Toma, A., Sant'/Angelo, D., Laouar, Y., & Laouar,
A. (2016). Transfer of Maternal Immune Cells by Breastfeeding: Maternal Cytotoxic T Lymphocytes
Present in Breast Milk Localize in the Peyer's Patches of the Nursed Infant. PLoS One, 11(6), e0156762.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0156762

72


https://doi.org/10.1002/iub.1573
https://doi.org/10.1297/cpe.29.43
https://doi.org/10.1097/MPG.0b013e31819f1e05
https://doi.org/10.1093/ajcn/54.1.69
https://doi.org/10.1097/00005176-199110000-00003
https://doi.org/10.1095/biolreprod63.6.1817
https://doi.org/10.1038/s41598-018-32715-5
https://doi.org/10.1038/s41598-018-32715-5
https://doi.org/10.1016/j.proghi.2016.04.001
https://doi.org/10.1016/j.pcl.2012.10.002
https://doi.org/10.1016/s0739-7240(02)00149-2
https://doi.org/10.1002/bies.201500059
https://doi.org/10.1136/gut.2007.131839
https://doi.org/10.3389/fmicb.2016.00492
https://doi.org/10.1016/j.ejogrb.2011.05.008
https://doi.org/10.1111/bpa.12557
https://doi.org/10.1073/pnas.92.8.3120
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0156762

Cacho, N. T., & Lawrence, R. M. (2017). Innate Immunity and Breast Milk. Front Immunol, 8, 584.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2017.00584

Cai, Y., Liu, T, Fang, F., Shen, S., & Xiong, C. (2016). Involvement of ICAM-1 in impaired spermatogenesis
after busulfan treatment in mice. Andrologia, 48(1), 37-44. https://doi.org/10.1111/and.12414

Carlomagno, G., van Bragt, M. P., Korver, C. M., Repping, S., de Rooij, D. G., & van Pelt, A. M. (2010). BMP4-
induced differentiation of a rat spermatogonial stem cell line causes changes in its cell adhesion
properties. Biol Reprod, 83(5), 742-749. https://doi.org/10.1095/biolreprod.110.085456

Castellote, C., Casillas, R., Ramirez-Santana, C., Pérez-Cano, F. J., Castell, M., Moretones, M. G., Lopez-Sabater,
M. C., & Franch, A. (2011). Premature delivery influences the immunological composition of colostrum
and transitional and mature human milk. J Nutr, 141(6), 1181-1187.
https://doi.org/10.3945/jn.110.133652

Chalfie, M., Tu, Y., Euskirchen, G., Ward, W. W., & Prasher, D. C. (1994). Green fluorescent protein as a marker
for gene expression. Science, 263(5148), 802-805. https://doi.org/10.1126/science.8303295

Chen, D. C., Nommsen-Rivers, L., Dewey, K. G., & Lonnerdal, B. (1998). Stress during labor and delivery and
early lactation performance. The American journal of clinical nutrition, 68(2), 335-344.
https://doi.org/10.1093/ajcn/68.2.335

Cheng, L., Akkerman, R., Kong, C., Walvoort, M. T., & de Vos, P. (2021). More than sugar in the milk: human
milk oligosaccharides as essential bioactive molecules in breast milk and current insight in beneficial
effects.  Critical  reviews in  food science and nutrition, 61(7), 1184-1200.
https://doi.org/https://doi.org/10.1080/10408398.2020.1754756

Cirello, V., & Fugazzola, L. (2014). Positive effect of fetal cell microchimerism on tumor presentation and
outcome in papillary thyroid cancer. Chimerism, 5(3-4), 106-108.
https://doi.org/10.1080/19381956.2015.1107254

Comitre-Mariano, B., Martinez-Garcia, M., Garcia-Galvez, B., Paternina-Die, M., Desco, M., Carmona, S., &
Gomez-Gaviro, M. V. (2022). Feto-maternal microchimerism: Memories from pregnancy. iScience,
25(1), 103664. https://doi.org/10.1016/j.isci.2021.103664

Cregan, M. D., Fan, Y., Appelbee, A., Brown, M. L., Klopcic, B., Koppen, J., Mitoulas, L. R., Piper, K. M.,
Choolani, M. A., Chong, Y. S., & Hartmann, P. E. (2007). Identification of nestin-positive putative
mammary stem cells in  human breastmilk. Cell Tissue Res, 329(1), 129-136.
https://doi.org/10.1007/s00441-007-0390-x

De Luca, A., Hankard, R., Alexandre-Gouabau, M. C., Ferchaud-Roucher, V., Darmaun, D., & Boquien, C. Y.
(2016). Higher concentrations of branched-chain amino acids in breast milk of obese mothers. Nutrition,
32(11-12), 1295-1298. https://doi.org/10.1016/j.nut.2016.05.013

Delgado-Noguera, M. F., Calvache, J. A., Bonfill Cosp, X., Kotanidou, E. P., & Galli-Tsinopoulou, A. (2015).
Supplementation with long chain polyunsaturated fatty acids (LCPUFA) to breastfeeding mothers for
improving child growth and development. Cochrane Database Syst Rev, 2015(7), Cd007901.
https://doi.org/10.1002/14651858.CD007901.pub3

Delplanque, B., Gibson, R., Koletzko, B., Lapillonne, A., & Strandvik, B. (2015). Lipid Quality in Infant Nutrition:
Current Knowledge and Future Opportunities. J Pediatr Gastroenterol Nutr, 61(1), 8-17.
https://doi.org/10.1097/mpg.0000000000000818

Dvorak, B. (2010). Milk epidermal growth factor and gut protection. J Pediatr, 156(2 Suppl), S31-35.
https://doi.org/10.1016/j.jpeds.2009.11.018

Dvorak, B., Fituch, C. C., Williams, C. S., Hurst, N. M., & Schanler, R. J. (2003). Increased epidermal growth
factor levels in human milk of mothers with extremely premature infants. Pediatr Res, 54(1), 15-19.
https://doi.org/10.1203/01.Pdr.0000065729.74325.71

Eidelman, A. 1. (2012). Breastfeeding and the use of human milk: an analysis of the American Academy of
Pediatrics 2012  Breastfeeding Policy  Statement. Breastfeed Med, 7(5), 323-324.
https://doi.org/10.1089/bfm.2012.0067

ElGhamrawy, T. A., Helmy, D., & Elall, H. F. (2014). Cadherin and vimentin immunoexpression in the testis of
normal and induced infertility models of albino rats. Folia Morphol (Warsz), 73(3), 339-346.
https://doi.org/10.5603/fm.2014.0050

73


https://doi.org/10.3389/fimmu.2017.00584
https://doi.org/10.1111/and.12414
https://doi.org/10.1095/biolreprod.110.085456
https://doi.org/10.3945/jn.110.133652
https://doi.org/10.1126/science.8303295
https://doi.org/10.1093/ajcn/68.2.335
https://doi.org/https:/doi.org/10.1080/10408398.2020.1754756
https://doi.org/10.1080/19381956.2015.1107254
https://doi.org/10.1016/j.isci.2021.103664
https://doi.org/10.1007/s00441-007-0390-x
https://doi.org/10.1016/j.nut.2016.05.013
https://doi.org/10.1002/14651858.CD007901.pub3
https://doi.org/10.1097/mpg.0000000000000818
https://doi.org/10.1016/j.jpeds.2009.11.018
https://doi.org/10.1203/01.Pdr.0000065729.74325.71
https://doi.org/10.1089/bfm.2012.0067
https://doi.org/10.5603/fm.2014.0050

Eriksen, K. G., Christensen, S. H., Lind, M. V., & Michaelsen, K. F. (2018). Human milk composition and infant
growth. Curr Opin Clin Nutr Metab Care, 21(3), 200-206.
https://doi.org/10.1097/mc0.0000000000000466

Fang, N., Cao, C., Wen, Y., Wang, X., Yuan, S., & Huang, X. (2019). MicroRNA profile comparison of testicular
tissues derived from successful and unsuccessful microdissection testicular sperm extraction retrieval in
non-obstructive azoospermia patients. Reprod Fertil Dev, 31(4), 671-682.
https://doi.org/10.1071/rd17423

Fett, J. D. (2011). Fetal and maternal microchimerism: a boost for mom and baby? Int J Cardiol, 147(3), 347-348.
https://doi.org/10.1016/j.ijcard.2010.12.017

Fichter, M., Klotz, M., Hirschberg, D. L., Waldura, B., Schofer, O., Ehnert, S., Schwarz, L. K., Ginneken, C. V.,
& Schifer, K. H. (2011). Breast milk contains relevant neurotrophic factors and cytokines for enteric
nervous system development. Mol Nutr Food Res, 55(10), 1592-1596.
https://doi.org/10.1002/mnfr.201100124

Fields, D. A., & Demerath, E. W. (2012). Relationship of insulin, glucose, leptin, IL-6 and TNF-a in human breast
milk  with infant growth and body composition. Pediatr Obes, 7(4), 304-312.
https://doi.org/10.1111/j.2047-6310.2012.00059.x

Fu, N. Y., Nolan, E., Lindeman, G. J., & Visvader, J. E. (2020). Stem cells and the differentiation hierarchy in
mammary gland development. Physiological reviews, 100(2), 489-523.
https://doi.org/10.1152/physrev.00040.2018

Fugazzola, L., Cirello, V., & Beck-Peccoz, P. (2011). Fetal microchimerism as an explanation of disease. Nat Rev
Endocrinol, 7(2), 89-97. https://doi.org/10.1038/nrendo.2010.216

Fujiki, Y., Johnson, K. L., Peter, I, Tighiouart, H., & Bianchi, D. W. (2009). Fetal cells in the pregnant mouse are
diverse and express a variety of progenitor and differentiated cell markers. Biol Reprod, 81(1), 26-32.
https://doi.org/10.1095/biolreprod.108.074468

Fujimoto, K., Nakajima, A., Hori, S., Tanaka, Y., Shirasaki, Y., Uemura, S., & Irie, N. (2022). Whole-embryonic
identification of maternal microchimeric cell types in mouse using single-cell RNA sequencing. Sci Rep,
12(1), 18313. https://doi.org/10.1038/s41598-022-20781-9

Galofré¢, J. C. (2012). Microchimerism in graves' disease. J Thyroid Res, 2012, 724382.
https://doi.org/10.1155/2012/724382

Gammill, H. S., & Nelson, J. L. (2010). Naturally acquired microchimerism. Int J Dev Biol, 54(2-3), 531-543.
https://doi.org/10.1387/ijdb.082767hg

Ganjalikhan Hakemi, S., Sharififar, F., Haghpanah, T., Babaee, A., & Eftekhar-Vaghefi, S. H. (2019). The Effects
of Olive Leaf Extract on The Testis, Sperm Quality and Testicular Germ Cell Apoptosis in Male Rats
Exposed to Busulfan. Int J Fertil Steril, 13(1), 57-65. https://doi.org/10.22074/ijfs.2019.5520

Geddes, D. T., Gridneva, Z., Perrella, S. L., Mitoulas, L. R., Kent, J. C., Stinson, L. F., Lai, C. T., Sakalidis, V.,
Twigger, A. J., & Hartmann, P. E. (2021). 25 Years of Research in Human Lactation: From Discovery to
Translation. Nutrients, 13(9). https://doi.org/10.3390/nu13093071

Goudarzi, N., Shabani, R., Ebrahimi, M., Baghestani, A., Dehdashtian, E., Vahabzadeh, G., Soleimani, M.,
Moradi, F., & Katebi, M. (2020). Comparative phenotypic characterization of human colostrum and
breast milk-derived stem cells. Hum Cell, 33(2), 308-317. https://doi.org/10.1007/s13577-019-00320-x

Greer, F. R. (2001). Do breastfed infants need supplemental vitamins? Pediatr Clin North Am, 48(2), 415-423.
https://doi.org/10.1016/s0031-3955(08)70034-8

Guo, M. (2014). Chemical composition of human milk. In Human milk biochemistry and infant formula
manufacturing technology (pp. 19-32). Elsevier.
https://doi.org/https://doi.org/10.1533/9780857099150.1.19

Hannan, F. M., Elajnaf, T., Vandenberg, L. N., Kennedy, S. H., & Thakker, R. V. (2023). Hormonal regulation of
mammary gland development and lactation. Nature Reviews Endocrinology, 19(1), 46-61.
https://doi.org/10.1038/s41574-022-00742-y

Hanson, L. A. (2000). The mother-offspring dyad and the immune system. Acta Paediatr, 89(3), 252-258.
https://doi.org/ https://doi.org/10.1111/j.1651-2227.2000.th01325.x

Hassiotou, F., Beltran, A., Chetwynd, E., Stuebe, A. M., Twigger, A. J., Metzger, P., Trengove, N., Lai, C. T.,
Filgueira, L., Blancafort, P., & Hartmann, P. E. (2012). Breastmilk is a novel source of stem cells with
multilineage differentiation potential. Stem Cells, 30(10), 2164-2174. https://doi.org/10.1002/stem.1188

74


https://doi.org/10.1097/mco.0000000000000466
https://doi.org/10.1071/rd17423
https://doi.org/10.1016/j.ijcard.2010.12.017
https://doi.org/10.1002/mnfr.201100124
https://doi.org/10.1111/j.2047-6310.2012.00059.x
https://doi.org/10.1152/physrev.00040.2018
https://doi.org/10.1038/nrendo.2010.216
https://doi.org/10.1095/biolreprod.108.074468
https://doi.org/10.1038/s41598-022-20781-9
https://doi.org/10.1155/2012/724382
https://doi.org/10.1387/ijdb.082767hg
https://doi.org/10.22074/ijfs.2019.5520
https://doi.org/10.3390/nu13093071
https://doi.org/10.1007/s13577-019-00320-x
https://doi.org/10.1016/s0031-3955(08)70034-8
https://doi.org/https:/doi.org/10.1533/9780857099150.1.19
https://doi.org/10.1038/s41574-022-00742-y
https://doi.org/
https://doi.org/10.1111/j.1651-2227.2000.tb01325.x
https://doi.org/10.1002/stem.1188

Hassiotou, F., & Geddes, D. T. (2015). Immune cell-mediated protection of the mammary gland and the infant
during breastfeeding. Advances in Nutrition, 6(3), 267-275.
https://doi.org/https://doi.org/10.3945/an.114.007377

Hassiotou, F., Geddes, D. T., & Hartmann, P. E. (2013). Cells in human milk: state of the science. J Hum Lact,
29(2), 171-182. https://doi.org/10.1177/0890334413477242

Hassiotou, F., Heath, B., Ocal, O., Filgueira, L., Geddes, D., Hartmann, P., & Wilkie, T. (2014). Breastmilk stem
cell transfer from mother to neonatal organs (216.4). The FASEB Journal, 28, 216.214.

Hassiotou, F., Hepworth, A. R., Metzger, P., Tat Lai, C., Trengove, N., Hartmann, P. E., & Filgueira, L. (2013).
Maternal and infant infections stimulate a rapid leukocyte response in breastmilk. Clin Transl
Immunology, 2(4), e3. https://doi.org/10.1038/cti.2013.1

Hayashi, K., Ohta, H., Kurimoto, K., Aramaki, S., & Saitou, M. (2011). Reconstitution of the mouse germ cell
specification pathway in culture by pluripotent stem cells. Cell, 146(4), 519-532.
https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.06.052

Hentze, H., Soong, P. L., Wang, S. T., Phillips, B. W., Putti, T. C., & Dunn, N. R. (2009). Teratoma formation by
human embryonic stem cells: evaluation of essential parameters for future safety studies. Stem Cell Res,
2(3), 198-210. https://doi.org/10.1016/j.scr.2009.02.002

Hermann, B. P., Sukhwani, M., Hansel, M. C., & Orwig, K. E. (2010). Spermatogonial stem cells in higher
primates: are there differences from those in rodents? Reproduction, 139(3), 479-493.
https://doi.org/10.1530/rep-09-0255

Hester, S. N., Hustead, D. S., Mackey, A. D., Singhal, A., & Marriage, B. J. (2012). Is the macronutrient intake of
formula-fed infants greater than breast-fed infants in early infancy? J Nutr Metab, 2012, 891201.
https://doi.org/10.1155/2012/891201

Hirai, S., Hatayama, N., Naito, M., Nagahori, K., Kawata, S., Hayashi, S., Qu, N., Terayama, H., Shoji, S., & Itoh,
M. (2017). Pathological effect of arterial ischaemia and venous congestion on rat testes. Sci Rep, 7(1),
5422. https://doi.org/10.1038/s41598-017-05880-2

Hoeflich, A., & Meyer, Z. (2017). Functional analysis of the IGF-system in milk. Best Pract Res Clin Endocrinol
Metab, 31(4), 409-418. https://doi.org/10.1016/j.beem.2017.10.002

Hosseini, S. M., Talaei-Khozani, T., Sani, M., & Owrangi, B. (2014). Differentiation of human breast-milk stem
cells to neural stem cells and neurons. Neurol Res Int, 2014, 807896. https://doi.org/10.1155/2014/807896

Huerta Sil, G., & Medrano Ramirez, G. (2006). [Fetal microchimerism in rheumatic diseases]. Reumatol Clin,
2(4), 202-209. https://doi.org/10.1016/s1699-258x(06)73046-7 (Microquimerismo fetal en enfermedades
reumaticas.)

Indumathi, S., Dhanasekaran, M., Rajkumar, J. S., & Sudarsanam, D. (2013). Exploring the stem cell and non-
stem cell constituents of human breast milk. Cytotechnology, 65(3), 385-393.
https://doi.org/10.1007/s10616-012-9492-8

Jantscher-Krenn, E., Zherebtsov, M., Nissan, C., Goth, K., Guner, Y. S., Naidu, N., Choudhury, B., Grishin, A.
V., Ford, H. R., & Bode, L. (2012). The human milk oligosaccharide disialyllacto-N-tetraose prevents
necrotising enterocolitis in neonatal rats. Gut, 61(10), 1417-1425. https://doi.org/10.1136/gutjnl-2011-
301404

Jimenez, D. F., Leapley, A. C., Lee, C. I., Ultsch, M. N., & Tarantal, A. F. (2005). Fetal CD34+ cells in the
maternal circulation and long-term microchimerism in rhesus monkeys (Macaca mulatta).
Transplantation, 79(2), 142-146. https://doi.org/10.1097/01.tp.0000144468.71962.aa

Joshi, M., Keith Pittman, H., Haisch, C., & Verbanac, K. (2008). Real-time PCR to determine transgene copy
number and to quantitate the biolocalization of adoptively transferred cells from EGFP-transgenic mice.
Biotechniques, 45(3), 247-258. https://doi.org/10.2144/000112913

Kaingade, P. M., Somasundaram, I., Nikam, A. B., Sarang, S. A., & Patel, J. S. (2016). Assessment of Growth
Factors Secreted by Human Breastmilk Mesenchymal Stem Cells. Breastfeed Med, 11(1), 26-31.
https://doi.org/10.1089/bfm.2015.0124

Kamper-Jargensen, M., Biggar, R. J., Tjenneland, A., Hjalgrim, H., Kroman, N., Rostgaard, K., Stamper, C. L.,
Olsen, A., Andersen, A. M., & Gadi, V. K. (2012). Opposite effects of microchimerism on breast and
colon cancer. Eur J Cancer, 48(14), 2227-2235. https://doi.org/10.1016/].ejca.2012.02.006

75


https://doi.org/https:/doi.org/10.3945/an.114.007377
https://doi.org/10.1177/0890334413477242
https://doi.org/10.1038/cti.2013.1
https://doi.org/10.1016/j.cell.2011.06.052
https://doi.org/10.1016/j.scr.2009.02.002
https://doi.org/10.1530/rep-09-0255
https://doi.org/10.1155/2012/891201
https://doi.org/10.1038/s41598-017-05880-2
https://doi.org/10.1016/j.beem.2017.10.002
https://doi.org/10.1155/2014/807896
https://doi.org/10.1016/s1699-258x(06)73046-7
https://doi.org/10.1007/s10616-012-9492-8
https://doi.org/10.1136/gutjnl-2011-301404
https://doi.org/10.1136/gutjnl-2011-301404
https://doi.org/10.1097/01.tp.0000144468.71962.aa
https://doi.org/10.2144/000112913
https://doi.org/10.1089/bfm.2015.0124
https://doi.org/10.1016/j.ejca.2012.02.006

Kanatsu-Shinohara, M., Mori, Y., & Shinohara, T. (2013). Enrichment of mouse spermatogonial stem cells based
on aldehyde dehydrogenase activity. Biol Reprod, 89(6), 140.
https://doi.org/10.1095/biolreprod.113.114629

Karlmark, K. R., Haddad, M. E., Donato, X. C., Martin, G. V., Bretelle, F., Lesavre, N., Cocallemen, J. F., Martin,
M., Picard, C., Albentosa, T., Roudier, J., Desbriere, R., & Lambert, N. C. (2021). Grandmaternal cells
in cord blood. EBioMedicine, 74, 103721. https://doi.org/10.1016/j.ebiom.2021.103721

Khosrotehrani, K., & Bianchi, D. W. (2005). Multi-lineage potential of fetal cells in maternal tissue: a legacy in
reverse. J Cell Sci, 118(Pt 8), 1559-1563. https://doi.org/10.1242/jcs.02332

Khosrotehrani, K., Johnson, K. L., Cha, D. H., Salomon, R. N., & Bianchi, D. W. (2004). Transfer of fetal cells
with multilineage potential to maternal tissue. Jama, 292(1), 75-80.
https://doi.org/10.1001/jama.292.1.75

Kim, M. H., Shim, K. S., Yi,D. Y., Lim, I. S., Chae, S. A,, Yun, S. W,, Lee, N. M., Kim, S. Y., & Kim, S. (2019).
Macronutrient Analysis of Human Milk according to Storage and Processing in Korean Mother. Pediatr
Gastroenterol Hepatol Nutr, 22(3), 262-269. https://doi.org/10.5223/pghn.2019.22.3.262

Kim, S. Y., & Yi, D. Y. (2020). Components of human breast milk: from macronutrient to microbiome and
microRNA. Clin Exp Pediatr, 63(8), 301-309. https://doi.org/10.3345/cep.2020.00059

Kling, P. J., Sullivan, T. M., Roberts, R. A., Philipps, A. F., & Koldovsky, O. (1998). Human milk as a potential
enteral source of erythropoietin. Pediatr Res, 43(2), 216-221. https://doi.org/10.1203/00006450-
199802000-00010

Konuma, T., Kato, S., Oiwa-Monna, M., Ishii, H., Tojo, A., & Takahashi, S. (2016). Early phase mixed chimerism
in bone marrow does not affect long-term outcomes of myeloablative single-unit cord blood
transplantation for adult patients with hematological malignancies. Leuk Lymphoma, 57(12), 2848-2854.
https://doi.org/10.3109/10428194.2016.1171860

Koopmans, M., Kremer Hovinga, I. C., Baelde, H. J., Fernandes, R. J., de Heer, E., Bruijn, J. A., & Bajema, |. M.
(2005). Chimerism in kidneys, livers and hearts of normal women: implications for transplantation
studies. Am J Transplant, 5(6), 1495-1502. https://doi.org/10.1111/j.1600-6143.2005.00858.x

Korkmaz, D. T., Demirhan, O., Abat, D., Demirberk, B., Tung, E., & Kuleci, S. (2015). Microchimeric Cells, Sex
Chromosome  Aneuploidies and  Cancer.  Pathol Oncol Res, 21(4), 1157-1165.
https://doi.org/10.1007/s12253-015-9934-7

Krachler, M., Li, F. S., Rossipal, E., & Irgolic, K. (1998). Changes in the concentrations of trace elements in human
milk during lactation. Journal of trace elements in medicine and biology, 12(3), 159-176.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/S0946-672X(98)80005-9

Kubota, S. I., Takahashi, K., Nishida, J., Morishita, Y., Ehata, S., Tainaka, K., Miyazono, K., & Ueda, H. R.
(2017). Whole-Body Profiling of Cancer Metastasis with Single-Cell Resolution. Cell Rep, 20(1), 236-
250. https://doi.org/10.1016/j.celrep.2017.06.010

Kuhn, N. (1977). Lactogenesis: the search for trigger mechanisms in different species. UK, Zoological Society of
London: Comparative aspects of lactation., 165-192.

Kulski, J., & Hartmann, P. (1981). Changes in human milk composition during the initiation of lactation.
Australian  Journal of Experimental Biology and Medical Science, 59(1), 101-114.
https://doi.org/10.1038/ich.1981.6

Kumar, D., Talluri, T. R., Anand, T., & Kues, W. A. (2015). Induced pluripotent stem cells: Mechanisms,
achievements and perspectives in farm animals. World J Stem Cells, 7(2), 315-328.
https://doi.org/10.4252/wjsc.v7.i2.315

Lambert, N. C. (2007). Microchimeric cells: guardians or actors of immunity in scleroderma? Rheumatology
(Oxford), 46(3), 382-383. https://doi.org/10.1093/rheumatology/kel370

Langa, S., Maldonado-Barragan, A., Delgado, S., Martin, R., Martin, V., Jiménez, E., Ruiz-Barba, J. L., Mayo,
B., Connor, R. 1., Sudrez, J. E., & Rodriguez, J. M. (2012). Characterization of Lactobacillus salivarius
CECT 5713, a strain isolated from human milk: from genotype to phenotype. Appl Microbiol Biotechnol,
94(5), 1279-1287. https://doi.org/10.1007/s00253-012-4032-1

Lessen, R., & Kavanagh, K. (2015). Position of the academy of nutrition and dietetics: promoting and supporting
breastfeeding. J Acad Nutr Diet, 115(3), 444-449. https://doi.org/10.1016/j.jand.2014.12.014

76


https://doi.org/10.1095/biolreprod.113.114629
https://doi.org/10.1016/j.ebiom.2021.103721
https://doi.org/10.1242/jcs.02332
https://doi.org/10.1001/jama.292.1.75
https://doi.org/10.5223/pghn.2019.22.3.262
https://doi.org/10.3345/cep.2020.00059
https://doi.org/10.1203/00006450-199802000-00010
https://doi.org/10.1203/00006450-199802000-00010
https://doi.org/10.3109/10428194.2016.1171860
https://doi.org/10.1111/j.1600-6143.2005.00858.x
https://doi.org/10.1007/s12253-015-9934-7
https://doi.org/https:/doi.org/10.1016/S0946-672X(98)80005-9
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2017.06.010
https://doi.org/10.1038/icb.1981.6
https://doi.org/10.4252/wjsc.v7.i2.315
https://doi.org/10.1093/rheumatology/kel370
https://doi.org/10.1007/s00253-012-4032-1
https://doi.org/10.1016/j.jand.2014.12.014

Li, R., Xia, W., Zhang, Z., & Wu, K. (2011). S100B protein, brain-derived neurotrophic factor, and glial cell line-
derived neurotrophic  factor in human milk. PLoS One, 6(6), e21663.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0021663

Liebmann, T., Renier, N., Bettayeb, K., Greengard, P., Tessier-Lavigne, M., & Flajolet, M. (2016). Three-
Dimensional Study of Alzheimer's Disease Hallmarks Using the iDISCO Clearing Method. Cell Rep,
16(4), 1138-1152. https://doi.org/10.1016/j.celrep.2016.06.060

Lue, Y., Erkkila, K., Liu, P. Y., Ma, K., Wang, C., Hikim, A. S., & Swerdloff, R. S. (2007). Fate of bone marrow
stem cells transplanted into the testis: potential implication for men with testicular failure. Am J Pathol,
170(3), 899-908. https://doi.org/10.2353/ajpath.2007.060543

Lysiak, J. J., Nguyen, Q. A, Kirby, J. L., & Turner, T. T. (2003). Ischemia-reperfusion of the murine testis
stimulates the expression of proinflammatory cytokines and activation of c-jun N-terminal kinase in a
pathway to E-selectin expression. Biol Reprod, 69(1), 202-210.
https://doi.org/10.1095/biolreprod.102.013318

Ma, L. J., Walter, B., Deguzman, A., Muller, H. K., & Walker, A. M. (2008). Trans-epithelial immune cell transfer
during suckling modulates delayed-type hypersensitivity in recipients as a function of gender. PL0oS One,
3(10), e3562. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0003562

Magharehabed, M., Almadani, N., Askari, M., Naji, M., Akbari, A., Gourabi, H., Sedighi Gilani, M. A., Reyhani
Sabet, F., Masoudi, N. S., & Totonchi, M. (2019). Rare case of an oligospermic male with 46,XX/46,XY
tetragametic chimerism. Andrologia, 51(7), €13290. https://doi.org/10.1111/and.13290

Mahmood, U., & O'Donoghue, K. (2014). Microchimeric fetal cells play a role in maternal wound healing after
pregnancy. Chimerism, 5(2), 40-52. https://doi.org/10.4161/chim.28746

Marleau, A. M., Greenwood, J. D., Wei, Q., Singh, B., & Croy, B. A. (2003). Chimerism of murine fetal bone
marrow by maternal cells occurs in late gestation and persists into adulthood. Lab Invest, 83(5), 673-681.
https://doi.org/10.1097/01.1ab.0000067500.85003.32

Martin, C. R., Ling, P.-R., & Blackburn, G. L. (2016). Review of infant feeding: key features of breast milk and
infant formula. Nutrients, 8(5), 279. https://doi.org/10.3390/nu8050279

Martin, R., Langa, S., Reviriego, C., Jiminez, E., Marin, M. L., Xaus, J., Fernandez, L., & Rodriguez, J. M. (2003).
Human milk is a source of lactic acid bacteria for the infant gut. J Pediatr, 143(6), 754-758.
https://doi.org/10.1016/j.jpeds.2003.09.028

Matsumoto, K., Mitani, T. T., Horiguchi, S. A., Kaneshiro, J., Murakami, T. C., Mano, T., Fujishima, H., Konno,
A., Watanabe, T. M., Hirai, H., & Ueda, H. R. (2019). Advanced CUBIC tissue clearing for whole-organ
cell profiling. Nat Protoc, 14(12), 3506-3537. https://doi.org/10.1038/s41596-019-0240-9

Moles, J. P., Tuaillon, E., Kankasa, C., Bedin, A. S., Nagot, N., Marchant, A., McDermid, J. M., & Van de Perre,
P. (2018). Breastmilk cell trafficking induces microchimerism-mediated immune system maturation in
the infant. Pediatr Allergy Immunol, 29(2), 133-143. https://doi.org/10.1111/pai.12841

Monaco, M., Kim, J., & Donovan, S. (2015). Human milk: composition and nutritional value. In Encyclopedia of
food and health (pp. 357-362). Elsevier Inc. https://doi.org/https://doi.org/10.1016/B978-0-12-384947-
2.00413-X

Mosca, F., & Gianni, M. L. (2017). Human milk: composition and health benefits. Pediatr Med Chir, 39(2), 155.
https://doi.org/10.4081/pmc.2017.155

Muraji, T., Hosaka, N., Irie, N., Yoshida, M., Imai, Y., Tanaka, K., Takada, Y., Sakamoto, S., Haga, H., & Ikehara,
S. (2008). Maternal microchimerism in underlying pathogenesis of biliary atresia: quantification and
phenotypes of maternal cells in the liver. Pediatrics, 121(3), 517-521.
https://doi.org/https://doi.org/10.1542/peds.2007-0568

Miiller, A. C., Jakobsen, M. A., Barington, T., Vaag, A. A., Grunnet, L. G., Olsen, S. F., & Kamper-Jorgensen, M.
(2015). Microchimerism of male origin in a cohort of Danish girls. Chimerism, 6(4), 65-71.
https://doi.org/10.1080/19381956.2016.1218583

Nakagawa, T., Nabeshima, Y., & Yoshida, S. (2007). Functional identification of the actual and potential stem
cell compartments in mouse spermatogenesis. Dev Cell, 12(2), 195-206.
https://doi.org/10.1016/j.devcel.2007.01.002

Nelson, J. L., Gillespie, K. M., Lambert, N. C., Stevens, A. M., Loubiere, L. S., Rutledge, J. C., Leisenring, W.
M., Erickson, T. D., Yan, Z., Mullarkey, M. E., Boespflug, N. D., Bingley, P. J., & Gale, E. A. (2007).

77


https://doi.org/10.1371/journal.pone.0021663
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2016.06.060
https://doi.org/10.2353/ajpath.2007.060543
https://doi.org/10.1095/biolreprod.102.013318
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0003562
https://doi.org/10.1111/and.13290
https://doi.org/10.4161/chim.28746
https://doi.org/10.1097/01.lab.0000067500.85003.32
https://doi.org/10.3390/nu8050279
https://doi.org/10.1016/j.jpeds.2003.09.028
https://doi.org/10.1038/s41596-019-0240-9
https://doi.org/10.1111/pai.12841
https://doi.org/https:/doi.org/10.1016/B978-0-12-384947-2.00413-X
https://doi.org/https:/doi.org/10.1016/B978-0-12-384947-2.00413-X
https://doi.org/10.4081/pmc.2017.155
https://doi.org/https:/doi.org/10.1542/peds.2007-0568
https://doi.org/10.1080/19381956.2016.1218583
https://doi.org/10.1016/j.devcel.2007.01.002

Maternal microchimerism in peripheral blood in type 1 diabetes and pancreatic islet beta cell
microchimerism. Proc Natl Acad Sci U S A, 104(5), 1637-1642. https://doi.org/10.1073/pnas.0606169104

Nemescu, D., Ursu, R. G., Nemescu, E. R., & Negura, L. (2016). Heterogeneous Distribution of Fetal
Microchimerism in Local Breast Cancer Environment. PLoS One, 11(1), e0147675.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0147675

Neville, M. C., Allen, J. C., Archer, P. C., Casey, C. E., Seacat, J., Keller, R. P., Lutes, V., Rashach, J., & Neifert,
M. (1991). Studies in human lactation: milk volume and nutrient composition during weaning and
lactogenesis. The American journal of clinical nutrition, 54(1), 81-92.

Neville, M. C., Keller, R., Seacat, J., Lutes, V., Neifert, M., Casey, C., Allen, J., & Archer, P. (1988). Studies in
human lactation: milk volumes in lactating women during the onset of lactation and full lactation. The
American journal of clinical nutrition, 48(6), 1375-1386. https://doi.org/10.1093/ajcn/48.6.1375

Neville, M. C., Morton, J., & Umemura, S. (2001). Lactogenesis: the transition from pregnancy to lactation.
Pediatric Clinics of North America, 48(1), 35-52. https://doi.org/10.1016/s0031-3955(05)70284-4

Newburg, D. S., Woo, J. G., & Morrow, A. L. (2010). Characteristics and potential functions of human milk
adiponectin. J Pediatr, 156(2 Suppl), S41-46. https://doi.org/10.1016/j.jpeds.2009.11.020

Nguyen Huu, S., Oster, M., Avril, M. F., Boitier, F., Mortier, L., Richard, M. A., Kerob, D., Maubec, E.,
Souteyrand, P., Moguelet, P., Khosrotehrani, K., & Aractingi, S. (2009). Fetal microchimeric cells
participate in tumour angiogenesis in melanomas occurring during pregnancy. Am J Pathol, 174(2), 630-
637. https://doi.org/10.2353/ajpath.2009.080566

Ochoa, L. F., Kholodnykh, A., Villarreal, P., Tian, B., Pal, R., Freiberg, A. N., Brasier, A. R., Motamedi, M., &
Vargas, G. (2018). Imaging of Murine Whole Lung Fibrosis by Large Scale 3D Microscopy aided by
Tissue Optical Clearing. Sci Rep, 8(1), 13348. https://doi.org/10.1038/s41598-018-31182-2

Organization, W. H. (2013). Essential nutrition actions: improving maternal, newborn, infant and young child
health and nutrition.

Pan, C., Cai, R., Quacquarelli, F. P., Ghasemigharagoz, A., Lourbopoulos, A., Matryba, P., Plesnila, N., Dichgans,
M., Hellal, F., & Ertiirk, A. (2016). Shrinkage-mediated imaging of entire organs and organisms using
uDISCO. Nat Methods, 13(10), 859-867. https://doi.org/10.1038/nmeth.3964

Panahi, M., Keshavarz, S., Rahmanifar, F., Tamadon, A., Mehrabani, D., Karimaghai, N., Sepehrimanesh, M., &
Agababa, H. (2015). Busulfan induced azoospermia: Stereological evaluation of testes in rat. Vet Res
Forum, 6(4), 273-278.

Pang, W. W., & Hartmann, P. E. (2007). Initiation of human lactation: secretory differentiation and secretory
activation. J Mammary Gland Biol Neoplasia, 12(4), 211-221. https://doi.org/10.1007/s10911-007-9054-
4

Patki, S., Kadam, S., Chandra, V., & Bhonde, R. (2010). Human breast milk is a rich source of multipotent
mesenchymal stem cells. Hum Cell, 23(2), 35-40. https://doi.org/10.1111/].1749-0774.2010.00083.x

Patton, S., Huston, G. E., Montgomery, P. A., & Josephson, R. V. (1986). Approaches to the study of colostrum-
the onset of lactation. Human lactation 2: Maternal and environmental factors, 231-239.

Peng, L., Li, Z. R, Green, R. S., Holzman, I. R., & Lin, J. (2009). Butyrate enhances the intestinal barrier by
facilitating tight junction assembly via activation of AMP-activated protein kinase in Caco-2 cell
monolayers. J Nutr, 139(9), 1619-1625. https://doi.org/10.3945/jn.109.104638

Perez, P. F., Dor¢, J., Leclerc, M., Levenez, F., Benyacoub, J., Serrant, P., Segura-Roggero, 1., Schiffrin, E. J., &
Donnet-Hughes, A. (2007). Bacterial imprinting of the neonatal immune system: lessons from maternal
cells? Pediatrics, 119(3), e724-732. https://doi.org/10.1542/peds.2006-1649

Pillay, J., & Davis, T. J. (2021). Physiology, lactation. StatPearls [Internet].

Piotrowski, P., & Croy, B. A. (1996). Maternal cells are widely distributed in murine fetuses in utero. Biol Reprod,
54(5), 1103-1110. https://doi.org/10.1095/biolreprod54.5.1103

Plaza-Diaz, J., Fontana, L., & Gil, A. (2018). Human Milk Oligosaccharides and Immune System Development.
Nutrients, 10(8). https://doi.org/10.3390/nu10081038

Pritchard, S., Peter, 1., Johnson, K. L., & Bianchi, D. W. (2012). The natural history of fetal cells in postpartum
murine maternal lung and bone marrow: a two-stage phenomenon. Chimerism, 3(3), 59-64.
https://doi.org/10.4161/chim.22769

78


https://doi.org/10.1073/pnas.0606169104
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0147675
https://doi.org/10.1093/ajcn/48.6.1375
https://doi.org/10.1016/s0031-3955(05)70284-4
https://doi.org/10.1016/j.jpeds.2009.11.020
https://doi.org/10.2353/ajpath.2009.080566
https://doi.org/10.1038/s41598-018-31182-2
https://doi.org/10.1038/nmeth.3964
https://doi.org/10.1007/s10911-007-9054-4
https://doi.org/10.1007/s10911-007-9054-4
https://doi.org/10.1111/j.1749-0774.2010.00083.x
https://doi.org/10.3945/jn.109.104638
https://doi.org/10.1542/peds.2006-1649
https://doi.org/10.1095/biolreprod54.5.1103
https://doi.org/10.3390/nu10081038
https://doi.org/10.4161/chim.22769

Qian, C., Meng, Q., Lu, J., Zhang, L., Li, H., & Huang, B. (2020). Human amnion mesenchymal stem cells restore
spermatogenesis in mice with busulfan-induced testis toxicity by inhibiting apoptosis and oxidative stress.
Stem Cell Res Ther, 11(1), 290. https://doi.org/10.1186/s13287-020-01803-7

Rescigno, M., Urbano, M., Valzasina, B., Francolini, M., Rotta, G., Bonasio, R., Granucci, F., Kraehenbuhl, J. P.,
& Ricciardi-Castagnoli, P. (2001). Dendritic cells express tight junction proteins and penetrate gut
epithelial monolayers to sample bacteria. Nat Immunol, 2(4), 361-367. https://doi.org/10.1038/86373

Riskin, A., Almog, M., Peri, R., Halasz, K., Srugo, I., & Kessel, A. (2012). Changes in immunomodulatory
constituents of human milk in response to active infection in the nursing infant. Pediatr Res, 71(2), 220-
225. https://doi.org/10.1038/pr.2011.34

Rodrigues, D. M., Li, A. Y., Nair, D. G., & Blennerhassett, M. G. (2011). Glial cell line-derived neurotrophic
factor is a key neurotrophin in the postnatal enteric nervous system. Neurogastroenterol Motil, 23(2),
e44-56. https://doi.org/10.1111/j.1365-2982.2010.01626.x

Ross, M. H. (2016). Histology A Text and Atlas (7 ed.).

Saarela, T., Kokkonen, J., & Koivisto, M. (2005). Macronutrient and energy contents of human milk fractions
during the first six months of lactation. Acta Paediatr, 94(9), 1176-1181. https://doi.org/10.1111/].1651-
2227.2005.tb02070.x

Sani, M., Hosseini, S. M., Salmannejad, M., Aleahmad, F., Ebrahimi, S., Jahanshahi, S., & Talaei-Khozani, T.
(2015). Origins of the breast milk-derived cells; an endeavor to find the cell sources. Cell Biol Int, 39(5),
611-618. https://doi.org/10.1002/chin.10432

Savino, F., Benetti, S., Liguori, S. A., Sorrenti, M., & Cordero Di Montezemolo, L. (2013). Advances on human
milk hormones and protection against obesity. Cell Mol Biol (Noisy-le-grand), 59(1), 89-98.
https://doi.org/10.1170/T950

Savino, F., & Liguori, S. A. (2008). Update on breast milk hormones: leptin, ghrelin and adiponectin. Clin Nutr,
27(1), 42-47. https://doi.org/10.1016/j.cInu.2007.06.006

Schrezenmeir, J., Korhonen, H., Williams, C. M., Gill, H. S., & Shah, N. (2000). Beneficial natural bioactive
substances in milk and colostrum: occurrence, biochemical and technological characteristics of bioactive
substances physiological effects and potential health benefits. British Journal of Nutrition,
84(Supplement 1).

Secker, G. A., & Harvey, N. L. (2015). VEGFR signaling during lymphatic vascular development: From
progenitor cells to functional vessels. Dev Dyn, 244(3), 323-331. https://doi.org/10.1002/dvdy.24227

Seelig, L. L., Jr., & Head, J. R. (1987). Uptake of lymphocytes fed to suckling rats. An autoradiographic study of
the transit of labeled cells through the neonatal gastric mucosa. J Reprod Immunol, 10(4), 285-297.
https://doi.org/10.1016/0165-0378(87)90031-3

Semba, R. D., & Juul, S. E. (2002). Erythropoietin in human milk: physiology and role in infant health. J Hum
Lact, 18(3), 252-261. https://doi.org/10.1177/089033440201800307

Seo, J., Choe, M., & Kim, S. Y. (2016). Clearing and Labeling Techniques for Large-Scale Biological Tissues.
Mol Cells, 39(6), 439-446. https://doi.org/10.14348/molcells.2016.0088

Sharifian, P., Yari, S., Hasanein, P., & Manteghi Nezhad, Y. (2022). Conditioned medium of bone marrow
mesenchymal stem cells improves sperm parameters and reduces histological alteration in rat testicular
ischaemia/reperfusion model. Andrologia, 54(11), e14624. https://doi.org/10.1111/and.14624

Shiou, S. R., Yu, Y., Chen, S., Ciancio, M. J., Petrof, E. O., Sun, J., & Claud, E. C. (2011). Erythropoietin protects
intestinal epithelial barrier function and lowers the incidence of experimental neonatal necrotizing
enterocolitis. J Biol Chem, 286(14), 12123-12132. https://doi.org/10.1074/jbc.M110.154625

Shrivastava, S., Naik, R., Suryawanshi, H., & Gupta, N. (2019). Microchimerism: A new concept. J Oral
Maxillofac Pathol, 23(2), 311. https://doi.org/10.4103/jomfp.JOMFP_85 17

Southern, S. 0. (1998). Milk-borne transmission of HIV. Characterization of productively infected cells in breast
milk and interactions between milk and saliva. J Hum Virol, 1(5), 328-337.

Stikvoort, A., Sundin, M., Uzunel, M., Gertow, J., Sundberg, B., Schaffer, M., Mattsson, J., & Uhlin, M. (2016).
Long-Term Stable Mixed Chimerism after Hematopoietic Stem Cell Transplantation in Patients with
Non-Malignant  Disease, Shall We Be Tolerant? PLoS One, 11(5), e0154737.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0154737

79


https://doi.org/10.1186/s13287-020-01803-7
https://doi.org/10.1038/86373
https://doi.org/10.1038/pr.2011.34
https://doi.org/10.1111/j.1365-2982.2010.01626.x
https://doi.org/10.1111/j.1651-2227.2005.tb02070.x
https://doi.org/10.1111/j.1651-2227.2005.tb02070.x
https://doi.org/10.1002/cbin.10432
https://doi.org/10.1170/T950
https://doi.org/10.1016/j.clnu.2007.06.006
https://doi.org/10.1002/dvdy.24227
https://doi.org/10.1016/0165-0378(87)90031-3
https://doi.org/10.1177/089033440201800307
https://doi.org/10.14348/molcells.2016.0088
https://doi.org/10.1111/and.14624
https://doi.org/10.1074/jbc.M110.154625
https://doi.org/10.4103/jomfp.JOMFP_85_17
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0154737

Struck, J., de Almeida, P., Bergmann, A., & Morgenthaler, N. G. (2002). High concentrations of procalcitonin but
not mature calcitonin in normal human milk. Horm Metab Res, 34(8), 460-465. https://doi.org/10.1055/s-
2002-33596

Sener, T. E., Yiiksel, M., Ozyilmaz-Yay, N., Ercan, F., Akbal, C., Simsek, F., & Sener, G. (2015). Apocynin
attenuates testicular ischemia-reperfusion injury in rats. J Pediatr Surg, 50(8), 1382-1387.
https://doi.org/10.1016/j.jpedsurg.2014.11.033

Tang, S. C., Shen, C. N., Lin, P. Y., Peng, S. J., Chien, H. J., Chou, Y. H., Chamberlain, C. E., & Pasricha, P. J.
(2018). Pancreatic neuro-insular network in young mice revealed by 3D panoramic histology.
Diabetologia, 61(1), 158-167. https://doi.org/10.1007/s00125-017-4408-y

Thurl, S., Munzert, M., Boehm, G., Matthews, C., & Stahl, B. (2017). Systematic review of the concentrations of
oligosaccharides in human milk. Nutr Rev, 75(11), 920-933. https://doi.org/10.1093/nutrit/nux044

Tian, T., Yang, Z., & Li, X. (2021). Tissue clearing technique: Recent progress and biomedical applications. J
Anat, 238(2), 489-507. https://doi.org/10.1111/joa.13309

Toyooka, Y., Tsunekawa, N., Akasu, R., & Noce, T. (2003). Embryonic stem cells can form germ cells in vitro.
Proc Natl Acad Sci U S A, 100(20), 11457-11462. https://doi.org/10.1073/pnas.1932826100

Trend, S., de Jong, E., Lloyd, M. L., Kok, C. H., Richmond, P., Doherty, D. A., Simmer, K., Kakulas, F., Strunk,
T., & Currie, A. (2015). Leukocyte Populations in Human Preterm and Term Breast Milk Identified by
Multicolour Flow Cytometry. PLoS One, 10(8), e0135580. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0135580

Tiittelmann, F., & Gromoll, J. (2010). Novel genetic aspects of Klinefelter's syndrome. Mol Hum Reprod, 16(6),
386-395. https://doi.org/10.1093/molehr/gaq019

Twigger, A. J., Hepworth, A. R., Lai, C. T., Chetwynd, E., Stuebe, A. M., Blancafort, P., Hartmann, P. E., Geddes,
D. T., & Kakulas, F. (2015). Gene expression in breastmilk cells is associated with maternal and infant
characteristics. Sci Rep, 5, 12933. https://doi.org/10.1038/srep12933

Twigger, A. J., Hodgetts, S., Filgueira, L., Hartmann, P. E., & Hassiotou, F. (2013). From breast milk to brains:
the potential of stem cells in human milk. J Hum Lact, 29(2), 136-139.
https://doi.org/10.1177/0890334413475528

Vass, R. A., Kemeny, A., Dergez, T., Ertl, T., Reglodi, D., Jungling, A., & Tamas, A. (2019). Distribution of
bioactive factors in human milk samples. International breastfeeding journal, 14(1), 1-10.
https://doi.org/https://doi.org/10.1186/s13006-019-0203-3

Vernochet, C., Caucheteux, S. M., & Kanellopoulos-Langevin, C. (2007). Bi-directional cell trafficking between
mother and fetus in mouse placenta. Placenta, 28(7), 639-649.
https://doi.org/10.1016/j.placenta.2006.10.006

Vieira Borba, V., Sharif, K., & Shoenfeld, Y. (2018). Breastfeeding and autoimmunity: Programing health from
the beginning. Am J Reprod Immunol, 79(1). https://doi.org/10.1111/aji.12778

Vojdani, Z., Bagheri, J., Talaei-Khozani, T., Azarpira, N., Salmannjad, M., & Farrokhi, A. (2018). Fetal
microchimerism in mouse caerulein-induced pancreatitis model. Iran J Basic Med Sci, 21(9), 889-895.
https://doi.org/10.22038/ijbms.2018.26976.6595

Wagner, C. L., Taylor, S. N., & Johnson, D. (2008). Host factors in amniotic fluid and breast milk that contribute
to gut maturation. Clin Rev Allergy Immunol, 34(2), 191-204. https://doi.org/10.1007/s12016-007-8032-
3

Weiler, 1. J., Hickler, W., & Sprenger, R. (1983). Demonstration that milk cells invade the suckling neonatal
mouse. Am J Reprod Immunol (1980), 4(2), 95-98. https://doi.org/10.1111/j.1600-0897.1983.tb00261.x

Witkowska-Zimny, M., & Kaminska-El-Hassan, E. (2017). Cells of human breast milk. Cell Mol Biol Lett, 22, 11.
https://doi.org/10.1186/s11658-017-0042-4

Wookey, P. J., Turner, K., & Furness, J. B. (2012). Transient expression of the calcitonin receptor by enteric
neurons of the embryonic and early post-natal mouse. Cell Tissue Res, 347(2), 311-317.
https://doi.org/10.1007/s00441-011-1303-6

Xie, Y., Chen, H., Luo, D., Yang, X., Yao, J., Zhang, C., Lv, L., Guo, Z., Deng, C., Li, Y., Liang, X., Deng, C.,
Sun, X., & Liu, G. (2020). Inhibiting Necroptosis of Spermatogonial Stem Cell as a Novel Strategy for
Male Fertility Preservation. Stem Cells Dev, 29(8), 475-487. https://doi.org/10.1089/scd.2019.0220

Zeng, X. X,, Tan, K. H,, Yeo, A,, Sasajala, P., Tan, X., Xiao, Z. C., Dawe, G., & Udolph, G. (2010). Pregnancy-
associated progenitor cells differentiate and mature into neurons in the maternal brain. Stem Cells Dev,
19(12), 1819-1830. https://doi.org/10.1089/scd.2010.0046

80



https://doi.org/10.1055/s-2002-33596
https://doi.org/10.1055/s-2002-33596
https://doi.org/10.1016/j.jpedsurg.2014.11.033
https://doi.org/10.1007/s00125-017-4408-y
https://doi.org/10.1093/nutrit/nux044
https://doi.org/10.1111/joa.13309
https://doi.org/10.1073/pnas.1932826100
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0135580
https://doi.org/10.1093/molehr/gaq019
https://doi.org/10.1038/srep12933
https://doi.org/10.1177/0890334413475528
https://doi.org/https:/doi.org/10.1186/s13006-019-0203-3
https://doi.org/10.1016/j.placenta.2006.10.006
https://doi.org/10.1111/aji.12778
https://doi.org/10.22038/ijbms.2018.26976.6595
https://doi.org/10.1007/s12016-007-8032-3
https://doi.org/10.1007/s12016-007-8032-3
https://doi.org/10.1111/j.1600-0897.1983.tb00261.x
https://doi.org/10.1186/s11658-017-0042-4
https://doi.org/10.1007/s00441-011-1303-6
https://doi.org/10.1089/scd.2019.0220
https://doi.org/10.1089/scd.2010.0046

Zhang, G., Zhao, Y., Li, X. M., & Kong, J. (2014). Fetal cell microchimerism in the maternal mouse spinal cord.
Neurosci Bull, 30(1), 81-89. https://doi.org/10.1007/s12264-013-1392-1

Zhang, X., Wang, T., Deng, T., Xiong, W., Lui, P., Li, N., Chen, Y., & Han, D. (2013). Damaged spermatogenic
cells induce inflammatory gene expression in mouse Sertoli cells through the activation of Toll-like
receptors 2 and 4. Mol Cell Endocrinol, 365(2), 162-173. https://doi.org/10.1016/j.mce.2012.10.016

Zhao, L., Zhao, J., Dong, Z., Xu, S., & Wang, D. (2023). Mechanisms underlying impaired spermatogenic function
in orchitis induced by busulfan. Reprod Toxicol, 115, 1-7. https://doi.org/10.1016/j.reprotox.2022.11.002

Zhou, L., Yoshimura, Y., Huang, Y., Suzuki, R., Yokoyama, M., Okabe, M., & Shimamura, M. (2000). Two
independent pathways of maternal cell transmission to offspring: through placenta during pregnancy and
by breast-feeding after birth. Immunology, 101(4), 570-580. https://doi.org/10.1046/].1365-
2567.2000.00144.x

Zhou, Q., Wang, M., Yuan, Y., Wang, X., Fu, R., Wan, H., Xie, M., Liu, M., Guo, X., & Zheng, Y. (2016).
Complete meiosis from embryonic stem cell-derived germ cells in vitro. Cell stem cell, 18(3), 330-340.

Zhu, Y., Hu, H. L., Li, P., Yang, S., Zhang, W., Ding, H., Tian, R. H., Ning, Y., Zhang, L. L., Guo, X. Z., Shi, Z.
P., Li, Z., & He, Z. (2012). Generation of male germ cells from induced pluripotent stem cells (iPS cells):
an in vitro and in vivo study. Asian J Androl, 14(4), 574-579. https://doi.org/10.1038/aja.2012.3

81


https://doi.org/10.1007/s12264-013-1392-1
https://doi.org/10.1016/j.mce.2012.10.016
https://doi.org/10.1016/j.reprotox.2022.11.002
https://doi.org/10.1046/j.1365-2567.2000.00144.x
https://doi.org/10.1046/j.1365-2567.2000.00144.x
https://doi.org/10.1038/aja.2012.3

9. 0ZGECMIS

Adi Soyad1
Dogum Yeri Dogum Tarihi
Uyrugu Tel
E-mail
Egitim Diizeyi
Mezun Oldugu Kurumun Adi Mezuniyet Y1l
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Stire (Y1l - Yil)
Yabanci Dilleri | Okudugunu Anlama* Konusma* Yazma*
Yabanci Dil Sinav Notu #
YOKDIL |UDS |IELTS |TOEFL IBT |TOEFL PBT |TOEFL CBT |FCE CAE CPE
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puanmi

(Diger) Puani

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma Becerisi

*Cok iyi, iyi, orta, zayif olarak degerlendiriniz.

82




10. BILIMSEL FAALIYETLER

Uluslararas1 Hakemli Dergilerde Yaymlanan Makaleler

Okten, S. B., Cetin, C., Tok, O. E., Guler, E. M., Taha, S. H., Ozcan, P., & Ficicioglu, C.
(2023). Cannabidiol as a potential novel treatment for endometriosis by its anti-
inflammatory, antioxidative and antiangiogenic effects in an experimental rat model.
Reproductive BioMedicine Online, 46(5), 865-875. 10.1016/j.rbmo.2023.01.018

Deveci, E., Akbas, F., Ergun, A. S., Kurtulmus, A., Kogak, A. B., Boyraz, R. K., Tok, O. E.,
Aydm, M. S., Kilig, O., & Bozkurt, A. (2023). The effects of transcranial focused
ultrasound stimulation of nucleus accumbens on neuronal gene expression and brain
tissue in high alcohol-preferring rats. Molecular Neurobiology, 60(2), 1099-1116.
10.1007/s12035-022-03130-9

Taslidere, E., Esrefoglu, M., Tok, O., Taslidere, B., & Bulut, H. (2023). Effects of melatonin
on both testicular regeneration and recovery of spermatogenesis in busulfan-treated rats.
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, 58. https://doi.org/10.1590/s2175-
97902022e20945

Tok, O. E., Demirel, G., Saatci, Y., Akbulut, Z., Kayalar, O., & Aktas, R. G. (2022). Culturing,
Freezing, Processing, and Imaging of Entire Organoids and Spheroids While Still in a
Hydrogel. JoVE (Journal of Visualized Experiments)(190), e64563. 10.3791/64563

Kayalar, E., Goger, F., Tas Deynek, G., Tok, O. E., & Kucuk, S. (2022). New bone-generative
effect of Salvia officinalis L. in the expanded midpalatal suture: An in vivo and in vitro
study. Journal of Orofacial Orthopedics/Fortschritte der Kieferorthopddie, 83(Suppl
1), 85-95. 10.1007/s00056-021-00366-3

Irem Demir, A., Pulatkan, A., Ucan, V., Yilmaz, B., Tahmasebifar, A., Tok, O. E., Tuncay, 1.,
Elmali, N., Ozturk, B. Y., & Uzer, G. (2022). Comparison of 3 cell-free matrix scaffolds
used to treat osteochondral lesions in a rabbit model. The American Journal of Sports
Medicine, 50(5), 1399-1408. 10.1177/03635465221074292

Soylemez, E., Ozcagli, E., Korkmaz, S., Tok, O. E., Aydin, M. S., & Omurtag, G. Z. (2022).
The association of oxidative stress and DNA damage with XRCC1 and XRCC3
polymorphisms in radiology technicians. Toxicology and Industrial Health, 38(2), 70-
79. 10.1177/07482337211062680

Yozgat, Y., Karakoc, E., Sahin, O., Cimen, S., Rabeh, W. M., Aydin, M. S., Mardinoglu, A.,
Gursel, 1., Cakir, A., & Sensoy, O. (2022). Hexokinase 1b is a novel target for non—
small-cell lung cancer. bioRxiv, 2022.2006. 10.1101/2022.06.27.497447

Kayalar, E., Deynek, G. T., Tok, O. E., & Kucuk, S. (2021). Effect of salvianolic acid B on
new bone formation in the orthopedically expanded suture: A histological and
immunohistochemical study. The Angle Orthodontist, 91(2), 248-254. 10.2319/042620-
360.1

Akakin, D., Tok, O. E., Anil, D., Akakin, A., Sirvanci, S., Sener, G., & Ercan, F. (2021).
Electromagnetic waves from mobile phones may affect rat brain during development.
Turk. Neurosurg, 31, 412-421. 10.5137/1019-5149.JTN.31665-20.2

83


https://doi.org/10.1016/j.rbmo.2023.01.018
https://doi.org/10.1007/s12035-022-03130-9
https://doi.org/10.1590/s2175-97902022e20945
https://doi.org/10.1590/s2175-97902022e20945
https://doi.org/10.3791/64563
https://doi.org/10.1007/s00056-021-00366-3
https://doi.org/10.1177/03635465221074292
https://doi.org/10.1177/07482337211062680
https://doi.org/10.1101/2022.06.27.497447
https://doi.org/10.2319%2F042620-360.1
https://doi.org/10.2319%2F042620-360.1
https://doi.org/10.5137/1019-5149.jtn.31665-20.2

Mirapoglu, S. L., Guler, E. M., Tok, O. E., Aydogdu, 1., Cay, A., Camli, M. F., Kocyigit, A.,
Canter, H. 1., & Yildiz, K. (2021). Effects of platelet rich plasma and amniotic cell
culture medium on wound healing following experimental animal tracheal injury model:
a comparative study. Journal of Craniofacial Surgery, 32(5), 1937-1941.
10.1097/SCS.0000000000007396

Sozen, E., Yazgan, B., Tok, O. E., Demirel, T., Ercan, F., Proto, J. D., & Ozer, N. K. (2020).
Cholesterol induced autophagy via IRE1/JNK pathway promotes autophagic cell death
in heart tissue. Metabolism, 106, 154205. 10.1016/].metabol.2020.154205

Ozcan, P., Takmaz, T., Tok, O. E., Islek, S., Yigit, E. N., & Ficicioglu, C. (2020). The
protective effect of platelet-rich plasma administrated on ovarian function in female rats
with Cy-induced ovarian damage. Journal of Assisted Reproduction and Genetics, 37,
865-873. 10.1007/s10815-020-01689-7

Yuca, Y., Yucesoy, T., Tok, O. E., & Alkan, A. (2020). The efficiency of ozone therapy and
low-level laser therapy in rat facial nerve injury. Journal of Cranio-Maxillofacial
Surgery, 48(3), 308-314. https://doi.org/10.1016/].jcms.2020.01.017

Saygin, B., Esrefoglu, M., Bayindir, N., Tok, O. E, Selek, S., Bulut, H., Ozer, O., Ozturk, A.,
Yilmaz, O., & Meydan, S. (2018). Protection with thymoquinone against formaldehyde-
induced neurotoxicity in the rats. Bratislavske Lekarske Listy, 119(11), 726-730.
10.4149/BLL_2018 129

Yaman, O. M., Erman, H., Guner, I., Tok, O. E., Pala, M., Esrefoglu, M., Gelisgen, R., Uzun,
H., Aksu, U., & Yelmen, N. (2018). Remote myocardial injury: the protective role of
fluoxetine. Canadian Journal of Physiology and Pharmacology, 96(4), 319-327.
10.1139/cjpp-2017-0383

Caliskan, S., Keles, M. O., Oztiirk, M. 1., Kutluhan, M. A., Tok, O. E., Ercan, F., & Karaman,
M. 1. (2017). Effect of sildenafil citrate in testosterone induced benign prostate
hyperplasia rat model. Turkish Journal of Urology, 43(4), 434. 10.5152/tud.2017.23356

Sozen, E., Yazgan, B., Tok, O. E., Ercan, F., Karademir, B., & Ozer, N. K. (2017). High
cholesterol diet-mediated unfolded protein response activation enhances autophagic cell
death in heart tissue. Free Radical Biology and Medicine, 108, S56.
https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2017.04.199

Ozdemir-Kumral, Z. N., Ozbeyli, D., Ozdemir, A. F., Karaaslan, B. M., Kaytaz, K., Kara, M.
F., Tok, O. E., Ercan, F., & Yegen, B. C. (2017). Protective effect of nicotine on sepsis-
induced oxidative multiorgan damage: role of neutrophils. Nicotine & Tobacco
Research, 19(7), 859-864. 10.1093/ntr/ntw198

Esrefoglu, M., Cetin, A., Taslidere, E., Elbe, H., Ates, B., Tok, O. E., & Aydin, M. (2017).
Therapeutic effects of melatonin and quercetin in improvement of hepatic steatosis in
rats through supression of oxidative damage. Bratislava Medical Journal-Bratislavske
Lekarske Listy, 118(6). 10.4149/BLL_2017_066

Uzer, G., Elmadag, N. M., Yildiz, F., Giizel, Y., & Tok, O. E. (2017). Increasing number of
small hole diameter microfracture compared with traditional microfracture in same size
cartilage defects and effect of HA based aselluler scaffold. An animal study.
Orthopaedic Journal of Sports Medicine, 5(2_suppl2), Published online.
10.1177/2325967117S00081

84


https://doi.org/10.1097/scs.0000000000007396
https://doi.org/10.1016/j.metabol.2020.154205
https://doi.org/10.1007/s10815-020-01689-7
https://doi.org/10.1016/j.jcms.2020.01.017
https://doi.org/10.4149/bll_2018_129
https://doi.org/10.1139/cjpp-2017-0383
https://doi.org/10.5152%2Ftud.2017.23356
https://doi.org/10.1016/j.freeradbiomed.2017.04.199
https://doi.org/10.1093/ntr/ntw198
https://doi.org/10.4149/bll_2017_066
https://doi.org/10.1177%2F2325967117S00081

Esrefoglu, M., Tok, O. E., Aydin, M., Iraz, M., Ozer, O., & Selek, S. (2016). Effects of beta-
glucan on protection of young and aged rats from renal ischemia and reperfusion injury.
Bratislavske Lekarske Listy, 117(9), 530-538. 10.4149/bll_2016 105

Ozcan, P., Figicioglu, C., Kizilkale, O., Yesiladali, M., Tok, O. E., Ozkan, F., & Esrefoglu, M.
(2016). Can Coenzyme Q10 supplementation protect the ovarian reserve against
oxidative damage? Journal of Assisted Reproduction and Genetics, 33, 1223-1230.
10.1007/s10815-016-0751-z

Yarpuzlu, B., Ayyildiz, M., Tok, O. E., Aktas, R. G., & Basdogan, C. (2014). Correlation
between the mechanical and histological properties of liver tissue. journal of the
mechanical behavior of biomedical materials, 29, 403-416.
10.1016/j.jmbbm.2013.09.016

Sehirli, A. O., Koyun, D., Tetik, S., Ozsavci, D., Yiginer, O., Cetinel, S., Tok, O. E., Kaya, Z.,
Akkiprik, M., & Kilig, E. (2013). Melatonin protects against ischemic heart failure in
rats. Journal of pineal research, 55(2), 138-148. 10.1111/jpi.12054

Ozturk, M. I., Koca, O., Keles, M. O., Haklar, G., Baykan, O., Ercan, F., Tok, O. E., &
Karaman, M. I. (2013). The impact of unilateral experimental rat varicocele model on
testicular histopathology, Leydig cell counts, and intratesticular testosterone levels of
both testes. Urology Journal, 10(3), 973-980.

Savcun, G. Y., Ozkan, E., Dulundu, E., Topaloglu, U., Sehirli, A. O., Tok, O. E., Ercan, F., &
Sener, G. (2013). Antioxidant and anti-inflammatory effects of curcumin against
hepatorenal oxidative injury in the experimental sepsis model created in rats. Ulus
Travma Acil Cerrahi Derg, 19(6), 507-515. 10.5505/tjtes.2013.76390

Uluslararasi Diger Hakemli Dergilerde Yayinlanan Makaleler

Guneren, E., Akman, O., Bilgen, R., & Tok, O. E. (2018). Fascicular Turnover Flap Repair in
Peripheral Nerve Defects; An Experimental Study. Plastic and Reconstructive Surgery
Global Open, 6(9 Suppl), 217. 10.1097/01.GOX.0000547117.60395.a1

Sozen, E., Yazgan, B., Tok, O. E., Ercan, F., Karademir, B., & Ozer, N. K. (2017). IRE1-JNK
branch of ER stress response promotes inflammation and autophagy in heart tissue.
FEBS Journal, 284, 306.

Akyuz, E., Ercan, C., Akbas, F., Tok, O. E., & Esrefoglu, M. (2017). Examination of ECG
recording and cardiac potassium channels-genes in a mice model of demyelination.
European Biophysics Journal with Biophysics Letters, 46, 263.

Erkec, O. E., Meral, 1., Kara, M., Esrefoglu, M., & Tok, O. E. (2015). Effects of Cichorium
intybus on seizure development in pentyleneterazole kindling model of epilepsy. Int J
Exp Clin Anat, 9(1), 45.

85


https://doi.org/10.4149/bll_2016_105
https://doi.org/10.1007/s10815-016-0751-z
https://doi.org/10.1016/j.jmbbm.2013.09.016
https://doi.org/10.1111/jpi.12054
https://doi.org/10.5505/tjtes.2013.76390
https://doi.org/10.1097%2F01.GOX.0000547117.60395.a1

Uluslararasi bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitabinda basilan bildiriler

Tok OE, Ozcan P, Esrefoglu M. Negative effects on endometrium of clomiphene citrate
treatment can be prevented with resveratrol? pp. 272-4. 14" Multinational Congress on
Microscopy (MCM 2019), Belgrade, Serbia, 15-20 September 2019.

Aydin MS, Tok OE, Kilic A, Kayasandik CB, Tanriverdi C, Tabakci BN, Ozturk G.
Comparison of collagen distribution between keratoconus and normal human corneal
stroma using second harmonic generation microscopy. pp. 50-51. 14" Multinational
Congress on Microscopy (MCM 2019), Belgrade, Serbia, 15-20 September 20109.

Sozen E, Yazgan B, Sahin A, Tok OE, Ercan F, Ozer NK. Use of mass spectrometry in
determining fatty acid and oxysterol alterations in heart tissue; effect of high cholesterol
diet. Advances in the Study of Lipid and Protein Oxidation: From Methods to Targets.
Ghent, Belgium, 13-15 March 2019.

Mirapoglu SL, Yildiz K, Giiler EM, Tok OE, Aydogdu I, Cay A. Healing following
Experimental Tracheal Injury and Repair: A Comparative Study in the Rat Model. 27th
congress of The Association of Paediatric Surgeons of Pakistan (APSP) and 8th
congress of Federation of Associations of Pediatric Surgeons of SAARC Countries
(FAPSS) 2019, Lahore, Pakistan, 22 February - 18 March 2019.

Tok OE and Aktas RG. Serial passaging effects the carcinogenicity, stemness and speroid
formation of HEPG2 cells, a hepatocellular carcinoma cell line. pp. 401. 13™
Multinational Congress on Microscopy (MCM 2017), Rovinj, Croatia, 24-29 September
2017.

Ozturk M, Dagistanli FK, Kurum GA, Esrefoglu M, Tok OE, Tanriverdi G. Dipeptidyl
peptidase-4 inhibition causes liver regeneration in neonatal STZ-diabetic rats. pp. 240.
15" International Congress of Histochemistry and Cytochemistry (ICHC 2017),
Anyalya, Turkey, 18 - 21 May 2017.

Ozkan N, Sehirli AO, Yuksel M, Cilingir OT, Tok OE, Aydemir S, Koc M, Cetinel S. The
Effect of Apelin on Podocytes in Doxorubicin Induced Nephrotic Syndrome. pp.445.
15" International Congress of Histochemistry and Cytochemistry (ICHC 2017),
Antalya, Turkey, 18 - 21 May 2017.

Sahin G, Yaman OM, Guner I, Tok OE, Pala M, Esrefoglu M, Yelmen N. Fluoxetine prevents
ischemia perfusion induced acute cardiac inflammation and injury. 33. World Congress
of Internal Medicine (WCIM), Bali, Indonesia, 22-25 August 2016.

Tok OE, Akakin D, Dagbast N, Anil D, Akakin A, Sirvanct S, Ercan F. Effects of
electromagnetic waves emitted by cell phones on rat optic and trigeminal nerve.

693.15/010. Neuroscience 2016, San Diego, CA, USA, 12-16 November 2016.

86



Aktas RG, Isan H, Caliskan EB, Tok OE, Aydin MS, O. T. Kaya. Dose Dependent Effects of
Dimethyl Sulfoxide on the Mitochondria of Hepatocellular Carcinoma Cells. 3-
7.12.2016, Cell Biology 2016, San Francisco, CA, USA.

Erkec OE, Meral |, Kara M, Tok OE, Esrefoglu M. Antiepileptic and antioxidant effects of
cichorium intybus on pentylenetetrazol-induced kindling in rats. pp. 343-345. 12th
Multinational Congress on Microscopy, Eger, Hungary, 23-28 August 2015.

Bayindir N, Esrefoglu M, Tok OE, Aydin MS, Iraz M, Kesgin S, Kocyigit A. Protective effects
of B glucan on hepatic injury induced by renal ischemia and reperfusion in rats. pp. 367-
369. 12th Multinational Congress on Microscopy, Eger, Hungary, 23-28 August 2015.

Esrefoglu M, Aydin MS, Tok OE, Iraz M, Kesgin S, Kocyigit A. The effects of melatonin on
hepatic regeneration after partial hepatectomy in young and aged Sprague—dawley rats.
pp. 373-374. 12th Multinational Congress on Microscopy, Eger, Hungary, 23-28 August
2015

Aktas RG, Tok OE. Localization of embryonic stem cell markers (Oct4, Nanog, Sox2, SSEA-
4, TRA-1) in tumour spheroids of hepatocellular carcinoma cell line after confluency in
long-term cell cultures. 2nd International Congress on Stem Cell and Cellular Therapies,
Antalya, Turkey, 15 - 18 October 2015.

Esrefoglu M., Tok OE., Aydin M.S, Iraz M., Selek S., Ozer O.F., Kocyigit A.; Protective effect
of beta-glucan on renal ischemia and reperfusion injury in young and aged rats. 18th
International Microscopy Congress, Prague, Czech Republic, 07-12 September 2014.

Tok OE, Kiran D, Sehirli AO, Ercan F; The effects of electromagnetic waves on urinary
bladder morphology and urothelial barrier function in developing rats. 18th
International Microscopy Congress, Prague, Czech Republic, 07-12 September 2014.

Tok OE, Sehirli AO, Ercan F; Electromagnetic Waves Emitted By Mobile Phones Effect On
The Testis Morphology Of Rat, Cell Death and Blood-Testis Barrier: Evaluation for
Infertility. 18th International Microscopy Congress, Prague, Czech Republic, 07-12
September 2014.

Caliskan S., Keles M.O., Oztiirk M.I., Kutluhan M.A., Tok OE, Ercan F., Karaman M.I.
Efficacy Of Sildenafin Citrate In Testosterone Induced Bening Prostate Hyperplasia In
Rats. EAU 9th South Eastern European Meeting, Thessaloniki, Greece, 1-3 November
2013.

Aktas RG, Karahuseyinoglu S, Karabork M, Tok OE, Yucel D; Mito Tracker labeling in
HepG2 Cell Cultures: Influence of different staining techniques on the morphology of

87


https://www.researchgate.net/researcher/2055300639_Esrefoglu_M
https://www.researchgate.net/researcher/2004350404_Tok_OE
https://www.researchgate.net/researcher/2055291920_Aydin_MS
https://www.researchgate.net/researcher/2055306408_Iraz_M
https://www.researchgate.net/researcher/2055347553_Selek_S
https://www.researchgate.net/researcher/2055260352_Ozer_OF
https://www.researchgate.net/researcher/38712478_Kocyigit_A
https://www.researchgate.net/researcher/2004350404_Olgu_Enis_Tok
https://www.researchgate.net/researcher/2004361819_Demir_Kiran
https://www.researchgate.net/researcher/59067805_Ahmet_Oezer_Sehirli
https://www.researchgate.net/researcher/37905319_Feriha_Ercan
https://www.researchgate.net/publication/266466557_The_effects_of_electromagnetic_waves_on_urinary_bladder_morphology_and_urothelial_barrier_function_in_developing_rats
https://www.researchgate.net/publication/266466557_The_effects_of_electromagnetic_waves_on_urinary_bladder_morphology_and_urothelial_barrier_function_in_developing_rats
https://www.researchgate.net/researcher/2004350404_Olgu_Enis_Tok
https://www.researchgate.net/researcher/59067805_Ahmet_Oezer_Sehirli
https://www.researchgate.net/researcher/37905319_Feriha_Ercan
https://www.researchgate.net/publication/266464472_Electromagnetic_Waves_Emitted_By_Mobile_Phones_Effect_On_The_Testis_Morphology_Of_Rat_Cell_Death_and_Blood-Testis_Barrier_Evaluation_for_Infertility
https://www.researchgate.net/publication/266464472_Electromagnetic_Waves_Emitted_By_Mobile_Phones_Effect_On_The_Testis_Morphology_Of_Rat_Cell_Death_and_Blood-Testis_Barrier_Evaluation_for_Infertility
https://www.researchgate.net/publication/266464472_Electromagnetic_Waves_Emitted_By_Mobile_Phones_Effect_On_The_Testis_Morphology_Of_Rat_Cell_Death_and_Blood-Testis_Barrier_Evaluation_for_Infertility

mitochondria. 2012 ASCB Annual Meeting, San Francisco, USA, December 15-19
2012

Aktas RG, Karahuseyinoglu S, Tok OE, Karabork M, Yucel D; Actin distribution in HepG2
cell-spheroids: A fluorescence microscopic study. 2012 ASCB Annual Meeting, San
Francisco, USA, December 15-19 2012.

Aktas RG, Guven A, Ozacmak HS, Ozacmak VH, Ickin M, Tok OE, Oktayer G.; Mechanisms
of the effects of Erythropoietin in wound healing: A morphologic study. 2012 ASCB
Annual Meeting, San Francisco, USA, December 15-19 2012.

Karabork M, Kavgaci U, Tok OE, Lack N, Aktas RG; Relationship between the expression of
F-Actin and Nanog, an embryonic stem cell gene, in prostate cancer cells. 2012 ASCB
Annual Meeting, San Francisco, USA, December 15-19 2012.

Aktas RG, Ozdemir AA, Tok OE, Karahisarli B. Success rate of surgical sperm retrieval in
47, XXY Klinefelter syndrome: a study of 38 azoospermic turkish patients. Annual
Meeting of European Society of Human Reproduction and Embryology, Istanbul,
Turkey, July 1-4, 2012.

Ozdemir AA, Aktas RG, Tok OE.: Success rate of different surgical methods for sperm
retrieval: a study of 211 azoospermic Turkish patients with normal karyotype. Annual
Meeting of European Society of Human Reproduction and Embryology, Istanbul,
Turkey, July 1-4, 2012.

Ulusal hakemli dergilerde yayinlanan makaleler

Ucan, V., Yildiz, F., Elmadag, N. M., Uzer, G., Giizel, Y., Tok, O. E., & Mukaddes, E. (2021).
Comparison of Small-diameter-hole and Traditional Microfracture in Cartilage Repair
and the Effect of Adding a Hyaluronic Acid-based Acellular Matrix Scaffold: An
Animal Study. Bezmialem Science, 9(1):84-90, 2021. 10.14235/bas.galenos.2020.3751

Giinay, O., Doganay, O., Tok, O. E., & Alkan, A. (2020). Radyoterapiyi takiben kritik boyutta
olusturulan kemik defektlerinde antibiyotiklerin etkinliginin deneysel olarak
incelenmesi. Selcuk Dental Journal, 7(2), 294-303.
https://doi.org/10.15311/selcukdentj.695767

Kelahmetoglu, O., Yagmur, C., Yeniocak, A., Ozer, O. F., Tok, O. E., Giineren, E., Yildiz, K.,
Kogyigit, A., & Esrefoglu, M. (2020). The Effect of Vitamin D3 on Skeletal Muscle in
Rat after Ischemia Reperfusion Injury: Preliminary
Report. 10.14235/bas.galenos.2019.3433

Kiran, D., Tok, O. E., Sehirli, A. O., Gokge, A. M., & Ercan, F. (2017). The morphological
and biochemical investigation of prenatal electromagnetic wave effects on urinary
bladder in rats. Marmara Medical Journal, 30(3), 146-154.
https://doi.org/10.5472/marumj.370642

88


http://doi.org/10.14235/bas.galenos.2020.3751
https://doi.org/10.15311/selcukdentj.695767
https://www.idealonline.com.tr/IdealOnline/lookAtPublications/paperDetail.xhtml?uId=117344
https://doi.org/10.5472/marumj.370642

Tok, O. E., & Ercan, F. (2013). The effect of the electromagnetic waves emitted by mobile
phones on the testis morphology of rats. Clinical and Experimental Health Sciences,
3(3), 138.

Ulusal bilimsel toplantilarda sunulan ve bildiri kitabinda basilan bildiriler

Akakin D, Tok OE, Dagbast N, Anil D, Akakin A, Sirvanci S, Ercan F. Cep Telefonlar
Kaynakli Elektromanyetik Dalgalarin Sican Trigeminal Siniri Uzerine Etkileri. Cell and
Tissue Biology Research, 2015 (6):225-226. Uluslararast1 Katilimli XIII. Ulusal
Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 30 Nisan — 3 May1s 2016, izmir, Tiirkiye.

Tok OE, Aydin MS, Esrefoglu M, Iraz M, Ayhan S, Kogyigit A. Geng Ve Yash Sprague-
Dawley Sicanlarda Parsiyel Hepatektomi Sonrast Melatoninin Karaciger
Rejenerasyonuna Etkisi. Cell and Tissue Biology Research, 2015 (6):595-596.
Uluslararas1 Katilimli XIII. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 30 Nisan — 3
Mayis 2016, izmir, Tiirkiye.

Bayindir N, Tok OE, Esrefoglu M, Kili¢c E, Bulut H. Shea Yagmn Yara lyilesmesi Uzerine
Etkisi. Cell and Tissue Biology Research, 2015 (6):720-21. Uluslararas1 Katiliml1 XIII.
Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi, 30 Nisan — 3 Mayis 2016, izmir, Tiirkiye.

Erke¢ OE, Meral I, Kara M, Esrefoglu M, Tok OE, Effects of Cichorium intybus on seizure
development in pentyleneterazole kindling model of epilepsy, 13. Ulusal Sinirbilim
Kongresi, Konya, Tiirkiye, 30 Nisan-3 Mayis 2015.

Garip A, Uzak E, Tok OE, Esrefoglu M, Aktas RG, Uzun Siireli ve Diisiik Doz Siklosporin
Kullaniminin Bébrek Dokusu Uzerine Apopitotik Etkileri, syf.52, 3. Cerrahpasa Bilim
Giinleri, Istanbul, 8-9 Mart 2014.

Tok OE, Ercan F, Cep Telefonlarinin Yaydigi Elektromanyetik Dalgalarin Sigan Testisinde
Hiicre Oliimii ve Kan-Testis Bariyeri Uzerine Etkileri: Infertilite Agisindan
Degerlendirme, 21. Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi, Mersin, 28-31 Mayis 2013.

Tok OE, Akakin D, Dagbasi N, Sirvanci S, Sener G, Ercan F, Cep Telefonlarmin Yaydigi
Elektromanyetik Dalga Maruziyetine Birakilan Sigcanlarin Beyin Dokusunda GFAP
Immiinreaktivitesi ve Western Blot Analizi, 21. Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi,
Mersin, 28-31 Mayis 2013.

Biiyiiktopgu E, Tok OE, Aktas RG, Yarpuzlu B, Ayyildiz M, Basdogan C, Organ Nakilleri
Oncesi Dokularin Taginma Siirecinde “UW” Ve “Custodiol” Soliisyonlarinda Bekleyen
Karaciger Dokularinda Zamana Bagh Ortaya Cikan Degisikliklerin Ince Yapisal
Diizeyde Incelenmesi, 21. Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi, Mersin, 28-31 May1s
2013.

89


https://www.researchgate.net/researcher/2033088374_Emiralp_Bueyuektopcu/
https://www.researchgate.net/researcher/2033100744_Olgu_Enis_Tok/
https://www.researchgate.net/researcher/2033073985_Ranan_Guelhan_Aktas/
https://www.researchgate.net/researcher/2033099251_Berkay_Yarpuzlu/
https://www.researchgate.net/researcher/2032962160_Mehmet_Ayyildiz/
https://www.researchgate.net/researcher/70160389_Cagatay_Basdogan/

Giliney G, Tok OE, Ercan F, Aktas RG, Karbondioksitsiz Ortamda ve Diisiik Isida Canli
Kalabilen HepG2 Hiicrelerinin Morfolojik Ozellikleri, 21. Uluslarararas1 katilimli
Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi, Mersin, 28-31 Mayis 2013.

Yiiksel M, Sehirli AO, Tok OE, Ercan F, Haklar G. Protective Effects of Alpha Lipoic-Acid
and N-Acetyl Cystein Against Acrylamide-Induced Peripheric Neuropathy. 4th
Conference of the Mediterranean Neuroscience Society, September 30 — October 3,
2012.

Tok OE, Ercan F, Aktas RG, Embriyonik Kok Hiicre Belirleyicisi Nanog’un Karaciger Kanser
Hiicre Sferoidleri Igerisindeki Lokalizasyonunun Konfokal Mikroskop Ve Taramali
Elektron Mikroskop Diizeyinde Goriintiilenmesi, 3. Kok Hiicre Sempozyumu, Istanbul,
30 Kasim — 1 Aralik 2012.

Aktas RG, Tok OE, Oktayer AG, Oztekin A, Bayar U, Kosif R. Regional Expression of Basic
Fibroblast Growth Factor and Its Receptor on Placenta. XI. National Histology and
Embryology Congress with International Contribution, Cell&Tissue Biology Research,
Special Issue, 163-164, Denizli, 16-19 May 2012.

Akakin D, Dagbasi N, Tok OE, Sirvanci S, Ercan F. Effects of Electromagnetic Waves Emitted
by Cell Phones on Rat optic Nerve. XI. National Histology and Embryology Congress
with International Contribution, Cell&Tissue Biology Research, Special Issue, 106,
Denizli, 16-19 May 2012.

Savcun GY, Ozkan E, Dulundu E, Topaloglu U, Sehirli AO, Tok OE, Ercan F, Sener G,
Ratlarda Deneysel Sepsis Modelinde Olusan Hepatorenal Oksidatif Hasara Karsi
Curcuminin Antioksidan Ve Antiinflamatuvar Etkisi, 18. Ulusal Cerrahi Kongresi,
[zmir, 23-27 Mayis 2012.

Yiiksel M, Sehirli AO, Cavusoglu-Dalgicdir E, Tok OE, Erzik C, Ercan F, Haklar G.
Antioxidant effects of alpha-lipoic acid and n-acetyl cysteine on acrylamide-induced
gonotoxicity in male rats. 4th International Congress on Cell Membranes and Oxidative
Stress: Focus on Calcium Signaling and TRP Channels. 26-29 June 2012.

Tok OE, Gokg¢e AM, Sener G, Ercan F,Cep Telefonlarmin Yaydigi Elektromanyetik
Dalgalarin Sican Testis Morfolojisi Uzerine Etkileri: On Calisma, 20. Ulusal Elektron
Mikroskopi Kongresi, Kemer - Antalya, 25 — 28 Ekim 2011.

Akakin D, Dagbas1 N, Tok OE, Sirvanci S, Sener G, Ercan F,Cep Telefonlarinin Yaydigi
Elektromanyetik Dalgalarin Sigan Beyin Morfolojisi Uzerine Etkileri: On Caligsma, 20.
Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi, Kemer - Antalya, 25 — 28 Ekim 2011.

Contuk G, Tok OE, Sener G, Ercan F, Cep Telefonlarinin Yaydigi Elektromanyetik Dalgalarin
Sican Mide, Ileum ve Kolon Morfolojisi Uzerine Etkileri: On Calisma, 20. Ulusal
Elektron Mikroskopi Kongresi, Kemer - Antalya, 25 — 28 Ekim 2011.

90



Kiran D, Contuk G, Tok OE, Gokge A, Sener G, Ercan F,Cep Telefonlarinin Yaydigi
Elektromanyetik Dalgalarin Sigan Mesane Morfolojisi Uzerine Etkileri: On Calisma,
20. Ulusal Elektron Mikroskopi Kongresi, Kemer - Antalya, 25 — 28 Ekim 2011.

Kumral ZNO, Ozdemir AF, Karaaslan B, Kaytaz K, Kara MF, Tok OE, Ercan F, Ozbeyli D,
Koc M, Yegen BC, Sicanlarda Sepsisle Indiiklenen Kardiyopulmoner ve Renal Hasara
Nikotin Tedavisinin veya Nikotin Yoksunlugunun Etkileri, Ankara, 6. Cerrahi
Arastirma Kongresi, 08-10 Aralik 2011.

Yildiz SD, Aydin MS, Tok OE, Ozlem Tugce Cilingir, Kiran D. In vivo goriintiilemede
Quantum Dot kullanimi: On ¢alisma.10. Ulusal Histoloji ve Embriyoloji Kongresi,
Cesme, Izmir, 05/2010.

Ozdemir ZN, Ozbeyli D, Ozdemir AF, Karaaslan MB, Kaytaz K, Kara MF, Tok OE, Ercan F,
Berrak C. Yegen. The Effect of Nicotine Consumption & Deprivation on Damage of
Multi-organ Failure Caused by Sepsis: Role of Neutrophils, 3rd International Congress
on Cell Membranes and Oxidative Stress: Focus on Calcium Signaling and TRP
Channels, 22-27 Haziran 2010.

Projeler

Kornea hastaliklarinda mikroskobik goriintileme ve makine Ogrenme ile yeni tam
yontemlerinin gelistirilmesi. Destekleyen kurum: TUSEB (4362), Nisan 2020

Fluoxetine Prevents Ischemia Reperfusion Induced Acute Cardiac Inflammation and Injury.
Bagimsiz Proje, Destekleyen kurum: Istanbul Universitesi, BAP (BEK-2016-22531),
03.08.2016 -03.02.2017

Salvia officinalis'in Sicanlarda Hizli Premaksilla Genisletmesinde Yeni Kemik Olusumuna
Etkisinin Histomorfometrik Olarak incelenmesi, Bagimsiz Proje, Destekleyen kurum: Anadolu
Universitesi BAP, (17015029), 2017

Serulein ile olusturulan akut pankreatit modelinde Shea yag1 ve B-glukan’in siganlarda tedavi
edici etkisi. Bagimsiz Proje, Destekleyen kurum: Bezmialem Vakif Universitesi, BAP, 2017

Farelerde zenograft ile olusturulmus hepatoselliiler karsinomda Olea europaeayapraklarinin
Bagimsiz Proje, Destekleyen kurum: Bezmialem Vakif Universitesi, BAP (3.2016/6), 2016

Rat siyatik sinirinde fasikiiler turnover flap ile iyilesmenin ve motor fonksiyonlarin
degerlendirilmesi. Bagimsiz Proje, Destekleyen kurum: Bezmialem Vakif Universitesi, BAP
(6.2016/10), 2016

91


https://www.researchgate.net/researcher/85375995_Yildiz_SD/
https://www.researchgate.net/researcher/85397281_Aydin_MS/
https://www.researchgate.net/researcher/85378243_Tok_OE/
https://www.researchgate.net/researcher/2000601221_Oezlem_Tugce_Cilingir/
https://www.researchgate.net/researcher/85396016_Kiran_D/
https://www.researchgate.net/publication/231168078_In_vivo_grntlemede_Quantum_Dot_kullanm_n_alma?ev=pub_coauth
https://www.researchgate.net/publication/231168078_In_vivo_grntlemede_Quantum_Dot_kullanm_n_alma?ev=pub_coauth
https://www.researchgate.net/profile/Zarife_Nigar_Oezdemir2
https://www.researchgate.net/profile/Dilek_Ozbeyli
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/2004374683_Ahmet_Faruk_Oezdemir
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/65260899_M_Bugra_Karaaslan
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/2007018869_Kuebra_Kaytaz
https://www.researchgate.net/scientific-contributions/2004361643_Mustafa_F_Kara
https://www.researchgate.net/profile/Olgu_Enis_Tok

Busulfan uygulanan siganlarda olusan testis hasar1 ve sperm parametreleri iizerine melatoninin
etkileri. Bagimsiz Proje, Destekleyen kurum: Bezmialem Vakif Universitesi, BAP (6.2016/24),
2016

Nucleus Accumbense Odaklanmis Ultrason Uyariminin Alkol Bagimliligi Olusturulmus
Ratlarda Alkol Tiiketimi ve Beyin Dokusu Uzerindeki Etkilerinin Arastirilmasi. Destekleyen
kurum: TUBITAK-1001 (214S249), Mayis 2015

Iskemi Reperfiizyon Hasarinda Vitamin D3'iin Iskelet Kasi1 Uzerine Etkisi. Bagimsiz Proje,
Destekleyen kurum: Bezmialem Vakif Universitesi, BAP (6.2015/14), 2015

Nucleus accumbense odaklanmis ultrason uyariminin opioid bagimliligi olusturulmus ratlarda
opioid tercih ve opioid yoksunlugu ile beyin dokusu lizerindeki etkilerinin arastirilmasi.
Bagimsiz Proje, Destekleyen kurum: Bezmialem Vakif Universitesi, BAP (9.2015/20), 2015

Geng ve yasli siganlarda olusturulan renal iskemi-reperfiizyon hasarinda B-Glukan’in etkileri.
Bagimsiz Proje, Destekleyen kurum: Bezmialem Vakif Universitesi, BAP (3.2014/46), 2014

Cuprizon modeli multipl sklerozda kalpte bulunan K+ kanal ekspresyonun incelenmesi.
Bagimsiz Proje, Destekleyen kurum: Bezmialem Vakif Universitesi, BAP (3.2014/37), 2014

Melatoninin Geng Ve Yash Siganlarda Karaciger Rejenerasyonuna Etkisi: Mikroskobik Ve
Biyokimyasal Bir Calisma. Destekleyen kurum: TUBITAK-3001 (213S106), May1s 2014

Anne-yavru mikrokimerizminde kimerik hiicrelerin tespiti ve tanimlanmasi. Bagimsiz Proje,
Destekleyen kurum: Bezmialem Vakif Universitesi, BAP (6.2014/8), 2014

Clomipene citrate tedavisinin endometriyum iizerindeki olumsuz etkisi rezveratrol ile
engellenebilir mi? Bagimsiz Proje, Destekleyen kurum: Bezmialem Vakif Universitesi, BAP
(12.2014/33), 2014

High Cholesterol Diet Mediated Unfolded Protein Response Activation Enhances Autophagic
Cell Death In Heart Tissue. Bagimsiz Proje, Destekleyen kurum: Marmara Universitesi,
BAPKO, (SAG-C-DRP-130515-0164), 2013

Shea yagimnin yara iyilesmesi tizerine etkisi. Bagimsiz Proje, Destekleyen kurum: Bezmialem
Vakif Universitesi, BAP (9.2013/1), 2013

Ratlarda pentilentetrazol ile olusturulan deneysel epilepsy modelinde Cichorium intybus un kan
ve beyin oksidatif stress, apoptosis, genotoksisite ve DNA hasari iizerine etkisinin incelenmesi.
Bagimsiz Proje, Destekleyen kurum: Yiiziincii Y1l Universitesi, BAPKO, 2013

Cep telefonlarinin yaydig1 elektromanyetik dalgalarin sigan Sigan Mesane Morfolojisi Uzerine
Etkileri. Bagimsiz Proje, Destekleyen kurum: Marmara Universitesi, BAPKO, 2012

92



Cep telefonlariin yaydigi elektromanyetik dalgalarin sican beyin morfolojisi, hiicre 6limii ve
GFAP immiinohistokimyasi iizerine etkileri. Bagimsiz Proje, Destekleyen kurum: Marmara
Universitesi, BAPKO, (SAG-A-130511-0130), 2011

Cep Telefonlarinin Yaydig1 Elektromanyetik Dalgalarin Sican Testis Gelisimi, Hiicre Oliimii
ve Kan-Testis Bariyeri Uzerine Etkileri: Infertilite Agisindan Degerlendirme. Yiiksek Lisans
Projesi, Destekleyen kurum: Marmara Universitesi, BAPKO, (SAG-C-YLP-031210-0270),
2010

93



11. EKLER

94



