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OZET

Insan Embriyonal Karsinom Hiicre Hattinda Kiiciik VCP ile Etkilesen Protein
(SVIP) ve Etkilesimde Oldugu Ubikiitin Proteazom Sistem Proteinlerinin
Ekspresyonlarinin Belirlenmesi

SVIP, endoplasmik retikulumla iligkili protein yikiminda gorevli olan
p97/VCP ’ye baglanarak fonksiyonunu ve otofajiyi diizenleyen bir proteindir. SVIP’in
sinir sistemi harici diger hiicre ve dokulardaki ekspresyonu hakkinda literatiirde ¢ok
az calisma vardir. SVIP ile ilgili yapilan son ¢alismalar SVIP’1n androjene duyarl bir
protein oldugunu ve ekspresyonunun androjenler tarafindan diizenlendigini
gostermistir. Androjenler, onemli steroid hormonlardir ve ikincil cinsiyet 6zellik
gelisiminde etkileri biyliktir. Ayrica erkek iireme sisteminde spermatogenezin
baslamas1 ve devam etmesinde de rolleri vardir. Androjen reseptorlerinin mutasyonlari
genellikle erkek iireme gelisimi bozuklugu olan hastalarda goriiliir ve erkek
infertilitesine neden olabilir. Infertilite popiilasyonun yaklasik %7'sini etkileyen
patolojik bir durumdur. Testis timorleri 15-34 yas arasi1 erkeklerde en sik goriilen
malign tiimorlerdir. Testis tlimorlerinin  yaklasik %95°1 germ hiicrelerinden
kaynaklanir. Erkek tireme sisteminde ubikiitin proteazom sisteminin (UPS), infertilite
tizerinde etkisi olduguna dair ¢alismalar vardir. Bu nedenle UPS’in bilesenleri olan
USP26 ve UXT ekspresyonlarinin arastirilmasi testis biyolojisi i¢in dnemlidir.

Bu bilgiler 1s181nda tezimde insan testis embriyonal karsinom hiicrelerinde
(CRL-2073) SVIP ve etkilesimde oldugu UPS proteinlerinin ekspresyonlarini
belirlemek icin ve SVIP siRNA transfeksiyonu sonrast baskilanan SVIP
ekspresyonunun diger proteinler iizerindeki etkilerini gormek i¢in SVIP, AR,
Ubikutin, USP26 ve UXT ekspresyonlari immunofloresan, western blot ve qRT-PCT
yontemleriyle analiz edilmistir. Ayrica kontrol grubu olarak daha 6nce SVIP
ekspresyonu gosterilmis olan insan Leydig ve fare Sertoli hiicre hattlar1 kullanilmistir.
CRL-207 hiicrelerinde kontrol siRNA ve SVIP siRNA gruplar karsilagtirildginda
immunofloresan ve western blot sonuglarma gore SVIP, AR ve USP26 ve Ubikutin
ekspresyonlar1 azalmig, UXT ekspresyonu ise artmistir. qRT-PCR sonucuna gore ise
SVIP siRNA verilen grupta SVIP gen ekspresyonu azalmis, AR,Ubikutin, USP26 ve
UXT gen ekspreyonlar1 artmistir.

Sonug olarak bu ¢aligma ile insan testis embriyonal karsinom hiicrelerinde ilk
defa SVIP ve etkilesimde oldugu UPS proteinlerinin ekspresyonu gosterildi ve
literatiire 6nemli bir katk1 saglandi.

Anahtar kelimeler: Embriyonal karsinom, SVIP, UPS, AR.
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ABSTRACT

Determination of Expression of Small VCP Interacting Protein (SVIP) and
Interacting Ubiquitin Proteasome System Proteins in Human Embryonal
Carcinoma Cell Line

SVIP is a protein that regulates its function and autophagy by binding to
p97/VCP, which is involved in protein degradation associated with the endoplasmic
reticulum. There are very few studies in the literature about the expression of SVIP in
cells and tissues other than the nervous system. Recent studies on SVIP have shown
that SVIP is an androgen-sensitive protein and its expression is regulated by
androgens. Androgens are important steroid hormones and have great effects on the
development of secondary sex characteristics. They also play a role in the initiation
and continuation of spermatogenesis in the male reproductive system. Mutations of
androgen receptors are often seen in patients with disorders of male reproductive
development and can cause male infertility. Infertility is a pathological condition that
affects approximately 7% of the population. Testicular tumors are the most common
malignant tumors in men between the ages of 15-34. Approximately 95% of testicular
tumors arise from germ cells. There are studies showing that the ubiquitin proteasome
system (UPS) in the male reproductive system has an effect on infertility. Therefore,
investigating the expressions of USP26 and UXT, which are components of the UPS,
is important for testicular biology.

In the light of this information, in my thesis, to determine the expressions of
SVIP and the UPS proteins with which it interacts in human testicular embryonal
carcinoma cells (CRL-2073) and to see the effects of suppressed SVIP expression on
other proteins after SVIP siRNA transfection, the expressions of SVIP, AR, Ubiquitin,
USP26 and UXT were analyzed by immunofluorescence, western blot and qRT-PCT
methods. In addition, human Leydig and mouse Sertoli cell lines, which have
previously been shown to express SVIP, were used as control groups. When control
siRNA and SVIP siRNA groups were compared in CRL-207 cells, SVIP, AR, USP26
and Ubiquitin expressions decreased, while UXT expression increased, according to
immunofluorescence and western blot results. According to the qRT-PCR results,
SVIP gene expression decreased and AR, Ubiquitin, USP26 and UXT gene
expressions increased in the group given SVIP siRNA.

As a result, this study demonstrated the expression of SVIP and its interacting
UPS proteins in human testicular embryonal carcinoma cells for the first time, making
a significant contribution to the literature.

Keywords: Embryonal carcinoma, SVIP, UPS, AR.



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS

Testisler skrotum igerisinde yer alan organlardir. Sperm iiretilmesi ve androjen
salgilanmasi iki ana gorevidir (Kierszenbaum ve Tres, 2015). Testis hacminin
cogunlugunu seminifer tiibiiller olusturur ve duvari seminifer epitel ile doselidir. Epitel
iki ana hiicre grubunu igerir; somatik hiicreler (Sertoli) ve spermatogenik hiicreler
(spermatogonyum, spermatosit ve spermatid). Sertoli hiicreleri gelismekte olan
spermatogenik hiicrelerin korunmasi, beslenmesi ve desteklenmesinden sorumludur.
Leydig hiicreleri, testiste tiibiillerin arasinda bulunan hiicrelerdir ve testosteron

tiretiminden sorumludur (Ross ve Pawlina, 2006).

Testis kanserleri 15-34 yas aras1 erkeklerde en sik goriilen solid tiimdrlerdir.
Testis tiimorlerinin bilinen kesin bir nedeni olmamakla birlikte germ hiicreli
tiimdrlerin etyolojisinde hem dogumsal hem de edinsel faktorlerin 6nemli oldugu
bilinmektedir. Diinya Saglik Orgiitiiniin yapmis oldugu smiflandirmaya gore, testis
kanserlerinin yaklasik %90-95’in1 germ hiicreli timorler olusturur (Baird vd., 2018).
Germ hiicre tlimorleri seminom ve non-seminom (Embriyonal karsinom, Yolk sac
tiimorii, Intratiibiiler vb.) olmak iizere iki ana gruba ayrilir. Embriyonal karsinom,

testikiiler germ hiicreli timorlerin yaklasik %10’ nu olusturur.

Erkek infertilitesi (kisirligi), popiilasyonun yaklasik %7'sini etkileyen ¢ok
faktorlii patolojik bir durumdur. Infertilite genel olarak dogustan kaynakli problemler,
anatomik veya patolojik sorunlar, cinsel problemler, travma veya toksik maruziyetten
kaynaklanir. Erkek infertilitesi genetik olarak oldukg¢a karisik bir mekanizmaya
sahiptir. Spermatogenezde en az 2000 genin rol almasi bunun bir gostergesidir.
Genetik olarak ana sebepler kromozomlarindaki anomaliler ve otozoma bagli gen
mutasyonlart olsa da vakalarin yaklasik %40'inda infertilitenin etiyolojisi tam olarak
bilinmemektedir (Krausz vd., 2015). Testis dokusunun molekiiler mekanizmalarini
tam olarak aydinlatabilmek i¢in gelecekte daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir (Aric

ve Erdemir, 2023).



Kiiciik VCP ile etkilesen protein (SVIP), endoplazmik retikulum (ER) iligkili
protein yikiminda gorev alan p97/VCP’ye baglanarak fonksiyonunu diizenleyen bir
proteindir. Yapilan calismalarda SVIP’1n p97/VCP ile etkileserek otofajiyi diizenledigi
gosterilmistir (Nagahama vd., 2003). SVIP 1n tiimor baskilayicr rolii tanimlanmis ve
ekspresyonu artan ER stresi ve kanser biiylimesinin inhibisyonu ile iligskilendirilmigtir
(Llinas-Arias vd.,2019). SVIP androjene yanit veren bir gen olarak tanimlanmistir ve
ekspresyonunun androjenler tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (Romanuik
vd.,2010). Androjenlerin yiiksek oranda eksprese edildigi fare testisinde SVIP’in
hiicresel lokalizasyonu ve ekspresyonun, immiinohistokimyasal analizler ve western
blot analizi ile gosterildi. Akcan vd. (2020) nin yaptig1 ¢alisma testiste SVIP varligini

gosteren ilk caligmadir.

Androjenler ¢ok 6nemli steroid hormonlardir ve ikincil cinsiyet 6zellik gelisimi,
spermatogenezin baglatilmast ve siirdiiriilmesi gibi pek c¢ok erkek tlireme sistemi
fonksiyonunun diizenlenmesini saglarlar. Androjen reseptorii (AR), ligand bagimh
transkripsiyon proteinidir ve viicutta yaygin olarak bulunan steroid reseptor siiper ailesinin
bir liyesi olarak androjenlerin fonksiyonunun ayarlanmasinda yer alir ve spermatogenezde
o6nemli rol oynar (Wang vd., 2009). Androjenler, AR'ye baglanarak ve hedef genin
ekspresyonunu baslatarak spermatogeneze katilir. AR geninin polimorfizmleri ARnin
yapisint degistirebilir ve onun androjenleri baglama aviditesini etkiler. DNA dizileme
tekniklerinin geligsmesiyle birlikte AR geninin polimorfizmlerinin erkek infertilitesi ile
iligkisi {lizerine yapilan ¢alismalar popiiler bir konu haline gelmistir (Zhou vd., 2016).
Androjen reseptorlerinin mutasyonlari genellikle erkek tireme sistemi gelisimi bozuklugu
olan hastalarda goriiliir ve baz1 erkek infertilite vakalarindan sorumlu olabilir. AR nin
gelisen germ hiicre dizisinde ifade edilip edilmedigi literatiirde tartismali bir konudur.
Genellikle etkilerini testikiiler Sertoli ve peritiibiiler miyoid (PTM) hiicreleri araciligiyla
gosterdigi diistiniilmektedir (O’Hara ve Smith, 2015). Spermatogenezde AR sinyali,
testosteron seviyelerinin kimyasal olarak baskilandigi kemirgen modellerinde veya
AR'nin transgenik bozulmasina sahip modellerde arastirilmistir. Bu modeller, 6zellikle
spermatogonyal hiicre sayilariin korunmasi, kan-testis bariyer biitiinliigii ve mayoz
boliinmenin tamamlanmas1 gibi AR sinyali gerektiren spermatogenez adimlarini kesin
olarak belirlemistir. Bu calismalar ile birlikte erkek dogurganliginin desteklenmesinde
androjenlerin temel yapisi incelenmistir (Hiort ve Holterhus, 2003). Testis seminifer

tiibiillerinin duvar yapist spermatogenez bozuklugu olan erkeklerde siklikla degisir. Bu



nedenle hem Leydig hem de peritiibiiler hiicrelerde androjen sentezini ve ekspresyonunu
dogrudan diizenleyen SVIP gibi proteinlerin tanimlanmasi, erkek infertilite tedavisine

yonelik yeni yaklagimlarin gelistirilmesi i¢in biiyiik 6neme sahiptir (Akcan vd., 2020).

Daha once yapmis oldugumuz primer insan testis dokusuna ait olan testis
timori ile ilgili calisgmada seminom ve non-seminom timor gruplarinda p97/VCP
proteini ile etkilesimde oldugu otofaji ve Ubikiitin proteazom sistemi (UPS) iligkili
proteinlerin  ekspresyonlar1  gosterilmistir  (Nakkas vd., 2021). Yapilan
immiinohistokimya boyama sonucuna gore p97/V CP, Ubikiitin ve otofajik proteinlerin
ekspresyonlarinin tiimorlii dokularda, normal dokuyla karsilagtirildiginda anlamli
derecede farkli oldugu gozlenmistir. Biz de yaptigimiz ¢alismanin verilerinden yola
cikarak bu tez caligmasinda insan testis embriyonal karsinom hiicre hattinda SVIP,
Ubikiitin ve bu proteinlerin etkilesimde olduklar1 UPS proteinlerin (UXT ve USP26)

ekspresyonlarinin belirlenmesi hedefledik.

USP26 (Ubiquitin spesific peptidase 26), insan testisinde spesifik olarak
eksprese edilen bir gendir (Sakai vd., 2019). Insanlarda USP26, Leydig hiicrelerinde
ifade edilir ve ayn1 zamanda Sertoli hiicreleri ve androjen reseptorii ile birlikte lokalize
olur. Ayrica USP26’nin in vitro ¢aligmalarda spermatogenez ve steroid iiretiminde yer
alan AR hormonunun neden oldugu etkiyi diizenleyici olarak gorev yaptig
bildirilmistir (Zhou vd., 2016). UXT (Ubiquitous expressed transcript), Ozellikle
spermatagonez mekanizmasinda yer alan 6nemli bir proteindir. Literatiirde yer alan bir
calismada, UXT ekspresyonu durdurulmus fare testislerinin hacminin kontrol grubuna
gore daha kiiciik oldugu ve sperm igermedigi gosterilmistir. Boylece bu caligmada
UXT’nin spermatogenez i¢in 6nemli bir protein oldugu gosterilmistir (Schafler vd.,
2018). Bu yiizden bu tez calismasinda SVIP-USP26- UXT-AR iliskisine bakilmasi
insan testis biyolojisi ve infertilite mekanizmasindaki olasi rollerine 151k tutmasi
acisindan dnemlidir. Ayrica SVIP’in androjene yanit veren bir gen olarak tanimlandig:
bilindiginden ve Sertoli, Leydig ve peritiibiiler hiicrelerde SVIP varliginin gosterilmesi
ve SVIP’in erkek iireme sistemi ve infertilite ile bir iliskisi olup olmadiginin
belirlenmesi amaglanmistir. Ayrica insan embriyonal karsinom hiicrelerine SVIP
siRNA ile transfeksiyon yapildiktan sonra SVIP, Ubikiitin ve bu proteinler ile
etkilesimde olan USP26, UXT ve AR ekspresyonlarinin nasil etkilenecegini

arastirmak ¢alismanin hedeflerindendir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Insan Testis Histolojisi

Testisler skrotumun igerisinde yer alan bir ¢ift organdir. Spermiyumlarin kanal
yolu ile atilmasi ile ekzokrin, testosteron iiretimi ile endokrin fonksiyona sahiptirler.
D1s kisimda kalin bir kapsiil ile ¢evrili olup bu kapsiil i¢ten disa 3 tabakadan olusur
(Ross ve Pawlina, 2006; Esrefoglu, 2016).

- Tunika vaskiiloza: Cok sayida kan damar1 igeren gevsek bag dokusundan
olusur.

- Tunika albuginea: Kapsiiliin en kalin tabakasidir. Fibroelastik bag dokusu
icerir. Testislerin arka kisminda kalinlasarak mediyastinum testisi
olusturur.

- Tunika vajinalis: Peritonun devamidir. Testisi dis kistmdan sarar.

epididimisin

¥
| )
|

Sekil 2.1. Testisin genel yapistmin mikroskobik gosterimi (Boya:
Hematoksilen-Eozin (HE)) (Ross ve Pawlina, 2006).



Kapsiilden uzanan septum yapilar1 testisi yaklagik 250 lobiile ayirir. Her testis
lobiilii sinir, damar ve gevsek bag dokusu ile sarilt 1-4 adet seminifer tiibiil igerir.
Lobiil yapisi aym1 zamanda Leydig (interstisyel) hiicrelerini igeren bag dokusu
yapisindaki stromay1 da igermektedir. Kivrimli tiibiillerin devami niteligindeki diiz
seyreden tiibiiller birbirleri ile anastomozlasan kanallar olan rete testis ile devam
ederler. Rete testis, duktuli efferentes araciligi ile epididimisin bas kismina baglanir.
Duktus epididimis duktus deferense baglanir ve duktus deferens devaminda duktus

ejekulatoryus ile prostatik iiretraya agilir (Ross ve Pawlina, 2006; Esrefoglu, 2016).

epididimisin
duktuli efferentes
duktus

deferens

seminifer

tubdl
epididimisin septum
govdesi
mediastinum tunika
testis albuginea
rete testis
tunika
vajinalis
duz tibdller

Sekil 2.2. Testisin sematik gosterimi (Ross ve Pawlina, 2006).



Testis tibulleri

Germinal epitel

Tunika vaskuloza Tunika albuginea

interstisyel alan

Sekil 2.3. Testisin histolojik goriiniimii (Boya: HE, Bar: 100 um) (Tufan, 2019).

2.2 Seminifer Tiibiiller

Testis hacminin biiylik ¢ogunlugunu olusturan seminifer tiibiiller yaklasik 50
cm uzunlugunda ve 150 -250 pum capindadir. Seminifer tiibiiliin duvari limenini
kaplayan, ¢ok katli epitel olan seminifer epitel veya germinal epitel ve ince bag dokusu
yapisinda olan tunika propriadan olusur (Gartner, 2013). Tunika propria, seminifer
tiibiillerin bazal laminasinin etrafinda kollajen liflerden ve miyoid hiicrelerden olusan
bag dokusudur. Miyoid hiicreler, bol miktarda aktin filamentleri igermesi sebebiyle
diiz kas ozelligi gosterirler (Ross ve Pawlina, 2006). Seminifer epitel, Sertoli

hiicrelerinden ve spermatogenik seri hiicrelerinden olusur.



Tubuli seminiferi kontorti enine kesitleri

Germinal
epitel

intersitisyel alan Limen

Sekil 2.4. Seminifer tiibiillerin genel yapist (Boya:HE, Bar: 20 um) (Tufan, 2019).

Sekil 2.5. Seminifer tiibiil yapisi (Boya, HE) (Ross ve Pawlina,2006).



2.2.1. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerin epitelyal destek hiicreleridir. Gelismekte
olan gonadlarin epitelyal cinsiyet kordonlarindan kaynaklanirlar. Sertoli hiicreleri,
bazal membrandan liimene kadar uzanan hiicrelerdir. Cogalan ve farklilasan germ
hiicrelerini ¢evreleyerek ve bu hiicrelerin etrafinda cepler olusturarak besin saglarlar

(Ross ve Pawlina, 2006).

Sertoli hiicreleri, bazal bélme (bazal laminaya yakin olan) ve adluminal bélme
(limene yakin olan) olmak iizere seminifer tiibiilii iki bélmeye ayiran siirekli siki
baglantilar ile birbirine baglidir. Bazi molekiillerin bazal ve adluminal bolmeler
arasindan gegcisi gerceklesemez ve bolmeler arasindaki bu yapiya kan testis bariyeri
denir. Mitotik spermatogonya bazal bolmede kalir. Farklilasan hiicreler adluminal

bolmeye girer (University of Leeds, 2004).

Sertoli hiicreleri germ hiicresi progenitorlerini destekler ve besin maddelerinin
yakindaki kilcal damarlardan aktarilmasina yardimci olur (O’Donnell vd.,2022).
Gelismekte olan spermatogonyumlarin beslenmesini Sertoli hiicreleri saglar. Sertoli
hiicreleri tarafindan olusturulan kan-testis bariyeri, gelismekte olan spermatogonyumlart,
spermatositleri, spermatidleri ve olgun spermatozoay1 kandan etkili bir sekilde izole eder.

Farklilagan spermatozoa, bu hiicrelerin periferik sitoplazmasindaki ceplere yerlesir.

Sertoli hiicreleri ayrica spermatozoonlarin gelisimi i¢in gerekli olan
testosterona baglanan ve onu konsantre eden bir protein de dahil olmak iizere testis
stvist  lretir. Ayrica farklilasan hiicrelerin  liimene translokasyonuna ve
spermiyogenezden kalan fazla sitoplazmanin ve dejenere germ hiicrelerinin

fagositozuna yardimeci olur (Esrefoglu, 2016).



2.2.2. Spermatogenik Hiicreler

Spermatogenik hiicreler mitozla boliiniir, ardindan mayoz boliinmeyle gametler
olusturulur ve bunlar spermiyogenez siireciyle sperme olgunlasir. Gelisen spermatogenik

hiicreler, olgun bir spermatozoon olusana kadar sitoplazmik kopriilerle bagl kalir.

Spermatogenik hiicreler, 4-8 katli hiicre tabakalar1 seklinde dizilim gosterirler.
Olgunlagsmamis haldeki spermatogonyum hiicreleri bazal laminanin iizerinde yerlesim
gosterirler. Spermatogonyal kok hiicreden kdken alan spermatogonyumlar, puberte

doneminde mitoz hiicre boliinmesi gegirir ve 3 tip spermatogonya olusur.

- Tip A (koyu); rezerv kok hiicreler olan spermatogonyumlardir.

- Tip A (acik); kok hiicreleri yenileyen spermatogonyumlardir. Ac¢ik A
spermatogonyumun yeni spermatozoon olusturmasi yaklasik 2 ay siirer.

- Tip B; farklilasan progenitdrler olan spermatogonyumlardir ve

spermatositleri olustururlar (Ross ve Pawlina, 2006).

R ge¢ spermatid
P CxE
‘-‘-‘—— erken spermatid

\ (fF pakitendeki
' -— primer
spermatosit

o B P baglant kompleksi

X

—==——Dbazal lamina

i

Sertoh 1p A agik
tip A koyu hicresi  spermatogonyum tip B
spermatogonyum spermatogonyum

 peritGbuler (miyoid) hicreler

Sekil 2.6. Insan seminifer epitelinin sematik gésterimi (Ross ve Pawlina,
2006).



2.2.3. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri 'interstisyel' hiicrelerdir, tiibiillerin arasinda yer alirlar. Cok
sayida kolesterol-lipid damlacigi igerdikleri i¢in soluk boyanan sitoplazmalar1 vardir.
Leydig hiicreleri, hipofizden gelen lutenizasyon hormonuna (LH) yanit olarak testosteron

tiretir ve salgilar. Kolesterol, testosteron iiretiminin ilk agamasinda kullanilir.

Testosteron spermatozoa iiretimini, aksesuar cinsiyet bezlerinden salgiy1 ve
erkek ikincil ozelliklerinin kazanilmasini tesvik eder. Bu siireg, LH'nin Leydig
hiicrelerini testosteron iiretmesi i¢in uyardigi ergenlik sonrasi baslar. Folikiil uyarici
hormon (FSH), Sertoli hiicrelerini seminifer tiibiillerin limenine androjen baglayici
protein salgilamasi i¢in uyarir. Testosteronun liimende baglanmasi, gelisen

spermatogonya i¢in yerel bir testosteron kaynagi saglar.

Leydig
hiicresi

| Spermatogonyum Sertoli hiicresi

Miyoid
hiicre

200um

{
(
J
>
Bazal lamina

Sekil 2.7. Seminer tiibiil ve tiibiiliin disindaki interstisyel dokudaki hiicrelerin
sematik ¢izimi (University of Leeds, 2004).

2.3. Spermatogenez

Gamet (sperm ve yumurta) liretimi, gametogenez (spermatogenez ve oogenez)
adi verilen bir prosediirdiir. Spermatogenezde, mayoz bdliinmeyle iiretilen dort

gametten her biri olgun bir spermatozoona doniisiir.

Spermatogenezde ilkel germ hiicreleri ergenlikten 6nce az sayida bulunur.
Ergenlikten sonra testosteronun etkisiyle seminifer tiibiillerde 6n hipofiz gonadotropik

hormonlarinin uyarmasit sonucu spermatogenez meydana gelir.
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Seminifer tiibiillerin germinal epiteli, spermatogenik seri hiicrelerini ve Sertoli
hiicrelerini igerir. Spermatogenezin ilk asamasinda spermatogonya, Sertoli hiicreleri
arasindan seminifer tiibiiliin merkezi limenine dogru go¢ eder. Spermatogenik
hiicreler mitozla boliiniir, ardindan mayoz boliinmeyle gametler olusturulur ve bunlar
spermiyogenez siireciyle sperme olgunlasir. Spermatogenik seri hiicreleri, olgun bir
spermatozoon olugana kadar sitoplazmik kopriilerle birbirlerine bagl kalir (Esrefoglu,

2022).

Bariyeri gecerek adliiminal bdliime giren spermatogonya, biiylk primer
spermatositleri olusturacak sekilde giderek degisir ve genisler. Primer spermatositlerin
her biri mayoz boliinmeye ugrayarak iki sekonder spermatosit olusturur. Daha sonra
bunlar da boliinerek spermatidleri olusturur ve en son asamada spermatidler de

spermatozoon (sperm) haline gelir (Moore vd., 2018).
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Sekil 2.8. Spermatogenezin sematik gosterimi (Moore vd., 2018).
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Tubuli seminiferi kontorti enine kesiti

Sertoli hiicresi

Erken spermatid
Miyoid hiicre

Tip A -
spermatogonyum
Kan
damari

Tip B spermatogonyum Seminifer tiibul limeni
Primer spermatositler

Sekil 2.9. Spermatogenik seri hiicrelerinin histolojik goriiniimii (Boya, HE,
Bar: 5 um) (Tufan, 2019).

Tip B spermatogonyum

O VIR

' . Primer spermatosit

Sertoli hiicresi

Miyoid hiicre

mae—— o Leydig hiicreleri
. s ‘

R

e atle.

Tip A (agik) spermatogonyum

-

Geg spermatid

Erken spermatid

Sekil 2.10. Spermatogenik seri hiicrelerinin histolojik goriiniimii (Boya: HE,
Bar: 2 um) (Tufan, 2019).

Spermatosit asamasindan spermatid asamasina gecis sirasinda spermatositin 46
kromozomu (23 ¢ift kromozom) ayrilir ve 23 kromozom bir spermatide, 23 kromozom
da ikinci spermatide gider. Bu ayni zamanda kromozomal genleri de béler, boylece

fetiisiin genetik Ozelliklerinin yaris1 baba tarafindan saglanirken diger yarisi anne
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tarafindan saglanan oositten elde edilir. Insanda spermatogonyadan spermatozoaya

kadar spermatogenezin tiim periyodu yaklasik 74 giin siirer (Moore vd., 2018).

2.3.1. Spermatogenez Siirecinin Onemli Noktalar

Cinsiyet Kromozomlari: Her bir spermatogonyumdaki 23 ¢ift kromozomdan

biri, dogacak cocugun cinsiyetini belirleyen genetik bilgiyi tagir. Bu ¢ift, disi
kromozomu olarak adlandirilan bir X kromozomu ve erkek kromozomu olan bir Y

kromozomundan olusur.

Sperm Olusumu: Spermatidler ilk olustugunda hala epiteloid hiicrelerin olagan
ozelliklerine sahiptirler, ancak kisa siire sonra farklilagmaya ve uzamaya baglarlar. Her
sperm bir bag ve bir kuyruktan olusur. Bas, yiizeyi ¢evresinde yalnizca ince bir
sitoplazmik tabaka ve hiicre zarin1 barindiran yogunlastirilmis ¢ekirdegi icerir. Basin
on ticte ikisinin dig tarafinda, esas olarak Golgi aygitindan olusan, akrozom adi verilen
kalin bir baslik bulunur. Bu, hyaluronidaz (dokulardaki proteoglikan filamentlerini
sindirebilen enzim) ve gii¢lii proteolitik enzimler (proteinleri sindirebilen) dahil olmak
lizere, diger hiicre lizozomlarinda bulunanlara benzer bir dizi enzim igerir. Bu enzimler
spermin yumurtaya girip onu dollemesinde 6nemli rol oynar. Flajellum adi verilen
sperm kuyrugunun ii¢ ana bileseni vardir: (1) toplu olarak aksonem adi verilen, 11
mikrotiibiilden olusan merkezi bir iskelet; bunun yapisi, diger hiicre tiirlerinin
ylizeylerinde bulunan silyumlarinkine benzer. ; (2) aksonemi kaplayan ince bir hiicre
zar1; ve (3) kuyrugun proksimal kisminda (kuyrugun goévdesi olarak adlandirilir)
aksonemi ¢evreleyen bir mitokondri toplulugu. Kuyrugun ileri-geri hareketi (kamg1
hareketi) spermin hareketliligini saglar. Bu hareket, aksonemi olusturan 6n ve arka
tiibiiller arasindaki ritmik uzunlamasina kayma hareketinden kaynaklanir. Bu islem
icin gereken enerji, kuyruk gévdesindeki mitokondriyumlar tarafindan sentezlenen
adenozin trifosfat formunda saglanir. Normal sperm siv1 bir ortamda 1 ila 4 mm/dakika
hizla hareket eder. Bu onlarin yumurtayr bulmak i¢in kadin genital yolundan

gecmesine olanak tanir (University of Leeds, 2004).
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Sekil 2.11. Sperm yapisi (Boya: Papa nicolau, Bar: 2 um) (Tufan, 2019).

2.3.2. Spermatogenezi Uyaran Hormonal Faktorler

Spermatogenezde rol oynayan énemli hormonlar su sekildedir;

Testosteron: Testisin interstisyumunda yer alan Leydig hiicreleri
tarafindan salgilanir. Sperm olusumunun ilk asamasi olan testis germinal
hiicrelerinin biiyiimesi ve boliinmesi i¢in gereklidir.

Luteinize Edici Horman (LH): On hipofiz bezinden salgilanir ve Leydig

hiicrelerini testosteron salgilamasi i¢in uyarir.

Folikiil Uyarici Hormon (FSH): On hipofiz bezi tarafindan salgilanir ve

Sertoli hiicrelerini uyarir. Bu uyar1 olmadan spermatidlerin sperme
dontisiimii (spermiyogenez siireci) gergeklesmez.

Biiyiime hormonu: Testislerin arka plandaki metabolik fonksiyonlarini

kontrol etmek icin  gereklidir. Biliyime hormonu 6zellikle

spermatogonyumlarin erken boliinmesini saglar.
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2.3.3. Epididimiste Spermin Olgunlasmasi

Sperm olgunlagmasi, fizyolojik faktorleri ve biyolojik mekanizmalari igeren
karmasik bir siirectir. Testislerdeki seminifer tiibiillerden epididimise kadar her adim
olgun ve saghkli sperm hiicrelerinin iiretilmesinde Onemli bir rol oynar.
Spermatogenez mekanizmasi ile iiretilen spermlerin olgunlasmasinin gerceklestigi yer
epididimistir. Burada amag olgunlagsmamis spermin ii¢ bolgesi (bas, govde ve kuyruk)
boyunca tamamen olgunlasip aktif hale gelinceye kadar depolanmasina ve tasinmasina
yardimel olmaktir. Seminifer tiibiillerden ve epididimisin ilk kisimlarindan alinan
spermler hareketsizdir ve bir yumurtayr doélleyemezler. Bununla birlikte, sperm
epididimiste 18 ila 24 saat kadar kaldiktan sonra, epididimis sivisindaki bazi inhibitor
proteinler ejakiilasyon sonrasit hareketlilik kabiliyetini gelistirirler. Seminifer
tiibiillerde olustuktan sonra spermin epididimiste bulunan 6 metre uzunlugundaki
tiibiilden gegmesi birkac giin slirer. Bu siiregte yavas yavas hareket kabiliyeti ve
membran protein icerigi gibi Ozellikleri gelistirerek sonunda bir yumurtay:

dollemelerini saglar (Cooper, 2007; Sullivan ve Miessset, 2016).

2.3.4. Spermin Depolanmasi

Yetiskin bir insanin iki testisi her giin 120 milyona kadar sperm olusturur.
Sperm hiicresinin, olgun bir sperm olma asamasina kadar gereken siire yaklasik 74
giindiir. Olusan bu olgun spermler epididimisde depolanir. Epitel hiicreler bu
depolanmaya yardimci olan faktorleri salgilar. Bu faktorlerin gorevi, depolama
sirasinda spermi hareketsiz bir durumda tutmak i¢in tasarlanmig bir liimen ortami
saglamaktir. Bu hareketsiz duruma iliskin pek ¢ok faktor hala bilinmemekle birlikte,
liminal pH'in diizenlenmesinin ve spesifik protein ve enzimlerin varligiin bir rol

oynadig1 diistinilmektedir (James vd, 2020).

2.3.5. Olgun Sperm Fizyolojisi

Normal hareketli sperm, sivi ortamda 1 ila 4 dakika arasinda kamg¢ili hareket etme
kapasitesine sahiptir. Spermin aktivitesi, ejakiilatl semende oldugu gibi nétr veya hafif
alkali bir ortamda biiyiik Ol¢iide artar, ancak hafif asidik bir ortamda biiylik Slciide
baskilanir. Giiglii bir asidik ortam spermin hizli 6liimiine neden olabilir. Sicaklik arttikga

spermin aktivitesi belirgin sekilde artar, ancak metabolizma hiz1 da artar, bu da spermin
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Omriiniin 6nemli Ol¢iide kisalmasina neden olur. Sperm testislerin genital kanallarinda
baskilanmig halde haftalarca yasayabilmesine ragmen, ejakiile edilen spermin kadin
genital kanalinda yasam beklentisi sadece 1-2 giindiir (Roldan ve Teves, 2020).

2.4. Testis Kanserleri

Testis kanserleri, testis hiicrelerinde gelisen kanser tiirlerinin genel adidir.
Genellikle bir tane testis etkilenir, ancak bazi durumlarda her ikisi de etkilenebilir.
Testis kanseri biiytlidiikge lenf nodlarina yayilabilir. Testis kanserlerinin yaklasik %90-

95'1 6nciil hiicreler olan germ hiicrelerinden kaynaklanir.

Testis kanserleri 15-34 yas arasi erkeklerde en sik goriilen solid tlimorlerdir.
Testis timorlerinin bilinen kesin bir nedeni olmamakla birlikte germ hiicreli
timorlerin etyolojisinde hem dogumsal hem edinsel faktorlerin 6nemli oldugu
bilinmektedir (Van Der Zwan vd.,2013). Fetal donemde testisler karin i¢cinde gelisir.
Gelisen testisler skrotuma dogru hareket eder. Testis kendiliginden inmiyorsa
operasyon uygulanir. Inmemis testis ile dogan kisilerde testis kanseri gelisme olasilig
daha yiiksektir. Aile 6ykiisii etkili olabilir. Babas1 veya kardesi testis kanseri olanlarda,
testis kanseri goriilme riski daha fazladir. Dogumsal dis genital organ anomalisi
olanlarda testis kanseri gelisme riski daha yiiksek olur (Smith vd., 2018; Yazici vd.,
2023).

Vas Deferans

Testis Kanseri

Sekil 2.12. Testis Kanseri sematik gosterimi (Napuri, 2016).
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Testis kanserleri bazt durumlarda semptom gostermeyebilir. En sik goriilen
semptom testislerde sisme ve morfolojik degisikliklerdir. Ayrica testis dokusunda
agirlik artis1 ve hassasiyet de goriilebilir. Fiziksel muayene, ultrasonografi, kan testleri
ve bilgisayarli tomografi taramasi sonuglar1 testis kanseri ihtimalini diistindiiriir.
Ancak bu testler direk tani icin yeterli olmaz. Tanida altin standart, etkilenen testisin
cerrahi olarak ¢ikarilmasidir. Bu operasyona orsiektomi denir. Testis kanseri genellikle
yalnizca bir testiste goriiliir. Bu nedenle her iki testisin de alinmasi nadirdir. Eger her
iki testis de alinirsa testosteron iiretilemez ve bu durum infertiliteye neden olur

(Yilmaz ve Yuvang, 2022).

Testis kanseri i¢in ¢esitli evreleme sistemleri vardir ancak en sik kullanilan

Timor-Nod-Metastaz (TNM) sistemidir (Tablo 2.1).

Tablo 2.1. TNM siniflandirma sistemi (Cancer Council, 2023).

Tiimoriin  yalnizca testis bdlgesinde olup
olmadigini agiklar. Sadece testis de ise TI,
T (Tumour) yakmindaki kan damarlarma ya da dokuya
yayilmis ise T2, T3 veya T4 olarak simiflandirilir.
Tiimoriin lenf nodlarina yayilip yayilmadigini
N (Nodes) aciklar. Eger yayilmadiysa NO, lenf nodlarina
yayildiysa N1 veya N2 olarak siniflandirilir.
Timoriin uzak bolgelere yayilip yayilmadigim
M (Metastasis) aciklar. Eger yayilmadiysa MO, lenf diiglimleri,
organlar veya kemiklere yayildiysa M1 olarak
siniflandirilir.

Bu smiflandirmaya gore testis kanseri i¢in evreleme yapilir.
Evre 1: Erken evre olarak tanimlanir. Kanser sadece testiste bulunur.
Evre 2: Kanser testis disinda yakindaki lenflere de yayilmistir.

Evre 3: lleri evre olarak tanimlanir. Kanser viicudun uzak bélgelerine de

yayilim gostermistir.

Belirlenen evreye gore tedavi asamasina gegilir. Kisinin genel sagligi, sahip
oldugu testis kanseri tiirii (Seminom veya non-seminom), tiimoriin boyutu, kan
testinde tiimor belirte¢ seviyeleri ve kanserin yayilip yayilmadig: tedaviyi etkileyen

faktorlerdir.
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Testis kanseri i¢in kemoterapi goren kisilerde 16semi riski biraz daha yiiksektir.
Radyasyon tedavisi goren kisilerde, radyasyona maruz kalan bolgelerde ikinci bir
kanser gelisme riski daha ytiksektir. Bazi kisilerde testis kanseri tedavisi sonras1 diisiik
testosteron seviyeleri goriliir. Diislik testosteron seviyesi cinsel istedig azalmasi gibi
sorunlara neden olabilir. Kemoterapi ve radyasyon tedavisi sperm {iretimini azaltabilir
veya sagliksiz spermlere neden olur. Bu etkiler gegici veya kalict olabilir (Cancer

Council, 2023).

Az sayida testis tlimori, testiste destekleyici ve hormon flireten hiicrelerde
baglar. Bunlara stromal timor denir. 2 ana tipi vardir; Leydig ve Sertoli hiicre

tiimorleri. Genellikle iyi huylu seyrederler.

Genel olarak testis tiimorleri Germ hiicreli tiimdrler ve Non-germ hiicreli
tiimorler olmak iizere 2 ana gruba ayrilir. Germ hiicreli tiimorlerde kendi igerisinde
Seminom ve Non-seminom (embriyonal karsinom, Yolk sac, Teratom,
Koryokarsinom) olmak iizere ayrilir. Non-germ hiicreli tiimorler ise Leydig hiicreli
tiimorler, Sertoli hiicreli tiimorler, Gonodoblastom ve Sekonder tiimorler olmak iizere

ayrilir (Reuter, 2005).

2.4.1. Germ Hiicre Tiumorleri

Diinya Saglik Orgiitiiniin yapmis oldugu smmiflandirmaya gore, germ hiicreli
tiimdrler tiim testis kanserlerinin yaklasik %95’ini olusturur (Baird vd., 2018). Germ
hiicreleri viicuttaki iki hiicre tipinden biridir. Germ hiicreleri, pluripotent kok
hiicrelerden olusur. Pluripotent kok hiicreler viicuttaki herhangi bir hiicreye
dontisebilir veya farklilasabilir. Boylece pluripotent kok hiicreler germ hiicreleri veya
somatik hiicreler haline gelebilir. Pluripotent kok hiicrelerin diger hiicre tiplerine
doniisme stirecine kimyasal sinyallesme aracilik eder. Sinyal gérevi goren kimyasallar
arasinda biiyiime faktorleri ve hormonlar bulunur. Normal sinyallere yanit vermeyen

kok hiicreler, kontrolsiiz bir sekilde biiyiiyerek germ hiicre tiimdrlerine neden olabilir.

Germ hiicre tlimorleri, Seminom ve non-seminom olmak iizere iki ana gruba
ayrilir (Tablo 2.2). Germ hiicreli tiimorlerin gelisiminde genetik ve ¢evresel faktorler

rol oynamaktadir. Germ hiicreli timorlerin gelisimine iliskin en kabul edilen teori,
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fetal gonositlerin anormal hiicre boliinmesine ugramasina neden olan bir baglatici olay1

icermektedir (Hardell vd., 1998; Oosterhuis ve Looijenga, 2003).

Tablo 2.2. Germ hiicreli tiimorlerin siniflandirilmast.

Seminom Non-seminom
Yavag gelisme egilimindedirler. Hizli gelisme egilimindedirler.
Genellikle 25-45 yas arasinda goriiliir. Genellikle 10-25 yas arasinda goriiliir.
4 ana tipi vardir (Embriyonal karsinom, Yolk Sac
tiimorii, Koryokarsinom, Teratom).

Testis Embriyonal Karsinom:

Embriyonal karsinom en sik goriilen ve genellikle viicudun diger bolgelerine
metastaz yapan agresif bir germ hiicreli tiimordiir. En yiiksek insidans 20-30 yas aras1
kisilerde goriiliir (Gerber vd., 2017). Embriyonal karsinom, belirgin pleomorfizm ve
cesitli histolojik paternlere sahip primitif epitelyal hiicrelerle karakterize edilen bir
germ hiicreli timordiir. Saf formda mevcut olabilir ancak siklikla karigik germ hiicreli
timoriin bir parcasidir. Saf germ hiicreli tiimdrlerin yaklasik %3-10'u embriyonal
karsinomlardir ve embriyonal karsinomlar, karigik germ hiicreli timorlerin %80'inden
fazlasinda mevcuttur (Iczkowski, 2023). Diger germ hiicreli timorlerde oldugu gibi,
embriyonal karsinomlarinda intratiibiiler malign germ hiicrelerinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Germ hiicreli tiimorler, OCT3/4 ekspresyonu tarafindan yonetilen
pluripotent hiicreler gibi normal embriyogenezin birgok 6zelligini gosterir (De Jong,
2007). Aslinda metilasyon c¢aligmalari, epigenetik fenomenin germ hiicreli
neoplazilerin olusumunda 6nemli bir rol oynayabilece§ini gdostermistir (Hatada vd.,

2008).

Embriyonal karsinomlar testis parankiminde bulunur. Bu tiimoérler genellikle
seminomlardan daha kiictiktiir. Testisin tamamin1 degistirmezler ancak paratestikiiler
dokuyu (tunika albuginea yoluyla), rete testisi ve epididimisi istila etme egilimleri

vardir (Sharp ve Mitchell, 2013). Vaskiiler invazyon yaygindir.

Embriyonal karsinomun nedeni tam olarak bilinmemektedir. Germ hiicrelerin
anormal farklilagmasinin etkili oldugu diistiniilmektedir. Ancak bunun mekanizmasi

ile ilgili literatiirde yeterli agiklayict calisma bulunmamaktadir.
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Embriyonel karsinomun asamalari su sekildedir;

Asama 0: Bu agama kanser dncesi olarak kabul edilir ve heniiz ger¢ek bir tiimor
olmadigindan "in situ" olarak adlandirilir. Ancak kanser hiicreleri mevcut ve

cogalmaya baslamistir.

Asama 1: Timor hala testiste lokalizedir. Asama 1'in ii¢ alt grubu vardir: IA,

IB ve IS. Bu, tiimor istilasinin testis dokusunun ne kadar derininde oldugunu gosterir.

Asama 2: Kanser, midenin arkasindaki ve altindaki lenf diiglimleri ve pelvis

gibi testisin yakinindaki bolgelere yayilmstir.

Asama 3: Kanser, lenf diiglimlerinin tesine gecerek gogiis ve akcigerler gibi

diger organ ve dokulara yayilmistir (Cancer Council, 2023).

Daha 6nce yapmis oldugumuz insan testis dokusuna ait olan testis tiimorti ile
ilgili calismadan yola ¢ikarak, bu ¢alismamizda germ hiicre tiimdrleri icerisinde non-
seminom grupta en sik goriilen tiimore ait olan insan testis embriyonal karsinom hiicre
hattin1 segtik. Bir onceki calismamizda immiinohistokimyasal boyama ile yaptigimiz

analizleri burada protein ve gen diizeyinde de calisarak bir adim ileri gétlirmeyi

hedefledik.

2.5. Testis Kanseri ve infertilite

Testis kanseri ve erkek infertilitesi arasindaki iligki tip literatiirtinde yaygin
olarak tanimlanmaktadir. Testis kanseri infertilite nedeni olabilir ya da her iki durum
ortak etiyolojik faktoriin sonucu olarak ortaya ¢ikabilir. Kanserlerin fertilite iizerine
etkisinin yani sira testis timorlerinde tiimore yakin olan parankim doku hasari, B-hCG
veya parakrin faktorlerin sekresyonu ve kan akiminda meydana gelen degisim sonucu

spermatogenez mekanizmasi etkilenebilir (Biiyiikalpelli vd., 2015).

Erkek infertilitesinin testis kanseri i¢in iyi tanimlanmis bir risk faktorii oldugu
tespit edilmistir. Erkek infertilitesine yol acan spesifik durumlar bu riski azaltabilir
veya artirabilirken, cesitli ¢alismalar erkek infertilitesi ile testis kanseri arasinda genel
bir iligki oldugunu gdstermistir. Bu iliski ortak etyopatoloji bulgulari, histolojik kanser

oncesi iligkiler ve popiilasyona dayali kanitlarla desteklenmektedir. Bu nedenle
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infertilite problemi olan tiim hastalar i¢cin kapsamli bir risk degerlendirmesi yapilmasi
gerekmektedir. Bu degerlendirme klinik 6ykii, ultrason muayenesi ve semen analizi
parametrelerine dayanarak gerceklestirilir. Yapilandirilmis bir takip programinin
uygulanmas1 ve devam ettirilmesi testis kanserinin ve preinvaziv lezyonlarin invaziv
olmayan tanisi i¢in yeni araglarin gelistirilmesi, erkek infertil hastalara biiyilik fayda
saglayacaktir. Bu ilerlemeler erken tespit ve miidahaleyi miimkiin kilacak ve

sonuglarin ve yonetimin iyilesmesine yol acacaktir (Maiolino vd., 2023).

Testis kanseri ¢esitli nedenlerden dolay1 erkek iireme potansiyeli i¢cin 6nemli
bir risk faktoriidiir. Tim kanserler erkeklerin iireme sagligmni etkileyebilir ve
muhtemelen germ hiicrelerinde 6nceden var olan kusurlar, kanserin sistemik etkileri
ile birlikte endokrin ve immiinolojik sistemlerdeki bozukluklar da ortaya ¢ikmaktadir
(Agarwal, 2005). Ancak kanserler arasinda testis kanseri semen kalitesi iizerinde en
fazla etkiyi gostermektedir. Oligospermi, testis kanserli erkeklerin tedavi 6ncesi semen
numunelerinin %52'sinde bulunurken, diger kanserli erkeklerde bu oran %12-30'dur
(Williams, 2009). Dahasi, seminomlarin sperm iiretimi iizerinde seminom dis1
tiimdrlere gore daha 6nemli bir etkiye sahip oldugu goriilmektedir ve hatta iyi huylu

tiimorlerin bile sperm tiretimi iizerinde etkisi oldugu goriilmektedir (Rives vd., 2012).

Testis kanserinin tedaviye baglh faktorleri, erkek {ireme potansiyelini
etkileyebilir. Hem orsiektomide (Petersen vd.,1999; Jacobsen vd., 2001) hem de testis
koruyucu cerrahide cerrahi hasar meydana gelir, ancak ikinci durumda sperm
parametrelerinde ameliyat sonrasi anlamli bir diisiis goriliir (Ory vd., 2021).
Kemoterapi ve radyoterapi tedavilerinin de olumsuz etkileri vardir. Testis kanseri
tedavilerinin kiimiilatif zararli etkileri vardir; ¢linkii ameliyat artt kemoterapi ve
radyoterapi goren hastalar en diisiik sperm konsantrasyonu degerlerini gosterirler

(Ping vd., 2014; Okada vd., 2019).
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2.6. Small Valosin Interacting Protein (SVIP)

Kiiciik VCP ile etkilesen protein olan SVIP, endoplazmik retikulum (ER)
iliskili protein yikiminda gorev alan ve ATPaz olan p97/VCP’ye baglanarak
fonksiyonunu diizenleyen bir proteindir. Yapilan ¢aligmalarda SVIP’in p97/VCP ile
etkileserek otofajiyi diizenledigi gosterilmistir (Nagahama vd., 2003). SVIP’in timor
baskilayict rolii tanimlanmig ve SVIP’in ekspresyonunun artan ER stres ve kanser

bliylimesinin inhibisyonu ile iliskili oldugu gosterilmistir (Llinas-Arias vd., 2019).

Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda SVIP’in merkezi ve periferik sinir
sisteminde lokalize oldugu gosterilmistir. Ayrica son c¢alismalarda, SVIP ve
p97/VCP’nin noronal hiicre govdesinde kolokalizasyon gosterdigi bulunmustur (Wu
vd., 2013). Endoplazmik retikulum iligkili protein yikiminin (Endoplasmic reticulum
associated protein degradation- ERAD) islevselligini koruyan SVIP’in sinir sistemi
haricindeki doku ve hiicrelerdeki ekspresyonu hakkinda literatiirde ¢ok az ¢aligma
vardir. Fare testis dokusunda yapilan bir c¢alismada Leydig hiicrelerinin
sitoplazmasinda SVIP’in eksprese edildigi gosterilmistir. Leydig hiicrelerinde SVIP’in
tam rolii agikliga kavusturulamasa da, SVIP varlig1 ve lokalizasyonu ile ilgili 6nemli
ipuclart verilmistir. Prepuberte doneminde ve eriskin yasaminda, SVIP Leydig
hiicrelerinde oldugu gibi Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinda da bulunmustur. SVIP
geni androjene yanit veren bir gen olarak tanimlanmistir ve ekspresyonunun
androjenler tarafindan diizenledigi gosterilmistir. Androjenlerin yiiksek oranda
eksprese edildigi fare testisinde SVIP’in hiicresel lokalizasyonu ve ekspresyonu
immunohistokimyasal analizler ve western blot analizi ile gosterilmistir. Akcan vd.

(2020)’nin ¢alismasi, testiste SVIP varligini gosteren ilk ¢alismadir.

2.7. Androjen Reseptor (AR)

Androjenler ¢ok Onemli steroid hormonlardir ve ikincil cinsiyet ozellik
gelisimi, spermatogenezin baslatilmasi ve siirdiiriilmesi gibi birgok erkek iireme

sistemi fonksiyonunun diizenlenmesini saglarlar.

AR, ligand bagimli bir transkripsiyon proteinidir ve viicutta yaygin olarak
bulunan steroid reseptor siiper ailesinin bir iiyesi olarak androjenlerin fonksiyonunun

ayarlanmasinda ve spermatogenezde dnemli rol oynar (Wang vd., 2009). Androjenler,
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AR’ye baglanarak hedef genin ekspresyonunu baglatir ve spermatogeneze katilir. AR
geninin polimorfizmleri AR’nin yapisini degistirebilir ve onun androjenleri baglama
aviditesini etkiler. DNA dizileme tekniklerinin gelismesiyle birlikte AR geninin
polimorfizmlerinin erkek infertilitesi ile iligkisi iizerine yapilan ¢alismalar popiiler bir

konu haline gelmistir (Zhou vd., 2016).

AR mutasyonlar1 genellikle erkek iireme sistemi gelisimi bozuklugu olan
hastalarda goriiliir ve baz1 erkek infertilite vakalarinda sorumlu olabilir. Androjenler
eylemlerini AR yoluyla gosterir ve testisteki sinyalizasyonlar1 spermatogenez icin
esastir. AR’lerin testis dokusunda Leydig, Sertoli ve peritiibiiler hiicrelerde oldugu
bilinmektedir. Bununla birlikte AR ’nin germ hiicrelerindeki ekspresyonu tartismalidir
(Johnston vd., 2001). Testis dokusundaki germ hiicrelerinde AR’nin varligini da
yoklugunu da destekleyen yaymlar vardir (Tsai vd., 2006). Bu konu literatiirde tam
olarak acikliga kavusmamistir. Bu tez ¢alismast germ hiicrelerinde AR

ekspresyonunun olup olmadig1 konusunda da literatiire katki saglayacaktir.

Spermatogenezde AR sinyali, testosteron seviyelerinin kimyasal olarak
baskilandig1 kemirgen modellerinde veya AR’nin transgenik bozulmasina sahip
modellerde arastirilmisti. Bu modeller, 6zellikle spermatogonyum sayilarinin
korunmasi, kan-testis bariyer biitiinliigii ve mayoz boliinmenin tamamlanmasi gibi AR
sinyali gerektiren spermatogenez adimlarmi kesin olarak belirlemistir (Hiort ve

Holterhus, 2003).

2.8. Ubikiitin

Ubikiitin, 76 aminoasitten olusan bir proteindir. Ubikiitin hedef proteinlere
ubikiitin aktive edici enzim (E1), ubikiitin baglayic1 enzim (E2) ve taniyici protein
(E3) yardimi ile kovalent olarak baglanir (Ciechanover, 1998). Poliubikiitinlenen
proteinler daha sonra 26S proteazom tarafindan yikilirlar (Cao ve Zheng, 2004).
Ubikiitin Proteazom Sistemi (UPS), tiim o6karyotlarda fonksiyon goren lizozomal
olmayan ve proteazom tarafindan bozunmasi igin proteinlerin ubikiitin ile etiketlendigi

bir yolaktir.
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Sekil 2.13. UPS tarafindan proteinlerin yikilmasi (Pakkaya, 2020).

2.9. Ubiqutin Spesific Peptidase 26 (USP26)

USP26, genis bir deubiikitinasyon enzim ailesinin iiyesidir ve insan testisinde
spesifik olarak eksprese edilen bir gendir (Sakai vd., 2019). Ubiikitinasyon, hiicresel
proteinlerin stabilitesi ve bozulmasinda yer alan 6nemli bir biyolojik siiregtir.
Insanlarda USP26, Leydig hiicrelerinde ifade edilir ve ayn1 zamanda Sertoli hiicreleri
ve AR ile kolokalize olur. USP26, normal testis gelisimi ve spermatogenezin
stirdiiriilmesi i¢in gereklidir ve potansiyel olarak testiste AR diizenleyici olarak gorev
yapar. Ayrica USP26, {i¢ onemli niikleer reseptor etkilesim motifi igerir ve AR
ubiikitinasyonunu ve transkripsiyonel aktiviteyi modiile etmek i¢in bu motifler

araciligiyla AR’ye baglanir (Ma vd., 2016).

Literatiirde yer alan bir ¢alismada USP26 ekspresyonu durduruldugu zaman,
testiste USP26 ekspresyonunun olmamasi AR’nin diizensizligi ile sonuglanmis ve
testis gelisiminde anormallik ve spermatogenez mekanizmasinda bozukluk
goriilmiistiir (Tian vd., 2019). Yapilan ¢alismalar USP26 nin erkek infertilitesi ile ilgili
oldugunu gostermektedir. Lin vd. (2011)’nin yaptigi bir ¢alismada, USP26
mutasyonlariin spermatogenez ve hormon salgilanmasini etkileyerek erkek

infertilitesine neden oldugu bulunmustur.

Mekanizma olarak AR yolunun, USP26 ve erkek infertilitesi iliskisinde rol
oynadig1 diistiniilmektedir. Testosteron gibi androjenler, normal erkek iireme sistemi
gelisimi ve islevi icin gerekli olan steroid hormonlardir. Spermatogenez mekanizmast

icin testiste AR sinyali onemlidir.
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2.10. Ubiquitous Expressed Transcript (UXT)

UXT, spermatogenez mekanizmasinda yer alan oOnemli bir proteindir.
Literatiirde yer alan bir ¢alismada UXT’nin germ hiicrelerinde spermatogenez ve
fertilite i¢in gerekli bir protein oldugu gosterilmistir (Thomas vd., 2020). Baska bir
calismada, UXT’nin germ hiicrelerindeki roliinii gdstermek i¢in, germ hiicre hattinda
UXT nakavt edilmis fare modeli ile calisilmigti. UXT kayb1 spermatogenik dongii
sirasinda germ hiicrelerinin sayisinin azalmasina neden olmustur. Ayrica UXT
ekspresyonu durdurulmus fare testislerinin hacminin kontrol grubuna goére daha kiigtik
oldugu ve sperm icermedigi gosterilmistir. Bdylece bu calismada UXT’nin

spermatogenez i¢in dnemli bir protein oldugu gosterilmistir (Schafler vd., 2018).

Bizim calismamizda USP26 ve UXT proteinlerini segme nedenimiz bu
proteinlerin UPS yolag: ile ilgili olmasi ve testis biyolojisi i¢in dnemli proteinler
olmasidir. Literatiirde kullandigimiz kontrol grubu olan Leydig ve Sertoli hiicre
hatlarinda bu proteinlere bakilmig, fakat CRL-2073 hiicrelerinde ilk kez bakilacak

olmasi1 onemlidir.

Tiim bu verilen bilgiler 1s18inda, bizim bu calismada ki amacimiz insan
embriyonal karsinom hiicrelerinde SVIP’in, Ubikutin aracili sinyal yolagi molekiilleri
(Ubikutin, USP26 ve UXT) ve AR protein ekspresyonlar1 {lizerinde etkisinin olup

olmadigini géstermektir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller

3.1.1. Hiicre Hatlan

In vitro ¢alismalarda insan testis dokusuna ait CRL-2073 (NCCIT/ATCC)
embriyonal karsinom hiicre hatt1 kullanildi. Bu hiicre hatt1 yetiskin testis dokusunda
pluripotent embriyonal karsinomlu bir erkek hastadan izole edilmis, adherent
(yapiskan) oOzellik gosteren germ hiicreli tiimorlerden olusmaktadir. Pluripotent
Ozellikte olan hiicre dizisi somatik ve ekstraembriyonik farklilagsma yetenegine
sahiptir. Farklilasmamis hiicreler seminom ve embriyonal karsinom arasindaki ara

asamaya esdegerdir.

In vitro ¢alismalarda kontrol grubu olarak insan testis dokusundan izole edilen
10-HU103 (HLC) Leydig hiicresi kullanildi. Bu hiicre hatt1 adherent 6zelliktedir.
Diger kontrol grubu olarak kullanilan hiicre hatt1 ise fare testis dokusundan izole edilen
15P-1 /CRL- 2618 (ATC) Sertoli hiicresidir. Bu hiicre hatt1 da adherent 6zelliktedir.
Sertoli hiicre grubunda fare hiicre hatt1 secilmesinin sebebi, insan testis dokusuna ait

Sertoli hiicre hattinin olmamasidir.

3.1.2. Antikorlar

Hiicre hatlar1 iizerinde gergeklestirilen immiinofloresan ve western blot
analizlerine uygun olan primer ve sekonder antikorlar secildi. Kullanilan antikorlar ve

diliisyon oranlar1 Tablo 3.1 ve Tablo 3.2° de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan primer antikorlar.

Primer Antikor Firma Diliisyon orani Diliisyon orani
(immiinofloresan) (Western blot)

SVIP (HPA39807) Sigma 1:100 1:500
Ubiqutin St John’s 1:100 1:1000
(STI97753)
AR (STJ97233) St John’s 1:100 1:1000
USP26 (STJ110306) St John’s 1:100 1:1000
UXT (Q9UBK9) Cusa Bio 1:100 1:1000
Beta Aktin (ab8229) Abcam 1:1000
Beta Aktin StJohn’s | —memmemmeee- 1:1500
(STJ91464)
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Tablo 3.2. Calismada kullanilan sekonder antikorlar

Sekonder Antikor Firma Diliisyon orani Diliisyon oram
(Immiinofloresan) (Western blot)

Anti rabbit Abcam 1:250 | e
1gG FITC
Anti Mouse Abcam 1:250
1gG Texas Red
Goat anti rabbit HRP | Abcam | —memmmmemmeeee 1:1000
Goat anti Mouse HRP | Abcam | —memmmmmmmommmee 1:1000

3.1.3. Primerler

Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR)
analizlerinde kullanilan primerler, makaleler kaynak alinarak secildikten sonra Primer
Blast online programi kullanilarak kontrol edildi. Kullanilan primerlerin baz

dizilimleri Tablo 3.3.’de verilmistir.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan primer dizileri

Gen Ad1 Primer Dizisi (5°-----—-- 3%)
F: GAGGCTGCAGAGAGAAGACA
SVIP R: AGCCCACTTGATTGCAGATAA
F: ATGATCCTGAGGTGACACGC
Ubikutin B (UBB) R: GCGTACCCACACATCACTAGA
F: AGCTACTCCGGACCTTACG
AR R: AGGTGCCATGGGAGGGTTAG
F: CAAAGAACCTCCTAAGACC
USP26 R: AGATGGCTGACAACACTAA
F: CGGCCTGAGGAGCCCAT
UXT R: AGTCCTTGGTGAGGCTGTTG
F: CTGGCCCTCAACTTCTCTGT
YWHAZ (Referans Gen) R: AATGGCTTCATCGAAAGCTG

3.1.4. SVIP siRNA ve Kontrol siRNA

Hiicre hatlarinda SVIP gen ekspresyonunu baskilamak amaciyla SVIP
siRNA’lar ile transfeksiyon islemi yapildi. Kontrol olarak ise kontrol siRNA kullanildi.
Kullanilan siRNA’lar Tablo 3.4’de verilmistir.

Tablo 3.4. Calismada kullanilana siRNA’lar

-S104714038
SVIP siRNA’lar -S104714031
(Qiagen / GS258010) -S104709544
-S104709537
Kontrol siRNA
(Qiagen / 1027281) -1027298
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3.1.5. Mikroskoplar

Deneyler sirasinda kullanilan mikroskoplar Tablo 3.5’de verilmistir.

Tablo 3.5. Calismada kullanilan mikroskop ¢esitleri

Mikroskop Cesitleri Marka

Isik Mikroskop Nicon, Eclipse E100
Floresan Mikroskop Olympus, BX43
Ters Isik Mikroskop (Inverted) Olympus, 1X73

3.2. Yontemler

3.2.1. Hiicre Kiiltiirii

Embriyonal karsinom hiicre hatt1 (CRL-2073) ilk ¢ogaltilirken, hiicrelerde en
yiiksek canlilik seviyesini saglamak i¢in firmanin protokoliinde yazdig:1 gibi kiiltiire
edilerek cogaltildi. Ilk asamada hiicrelerin bulundugu kriyo tiip 37°C’lik su
banyosunda yaklagik 2 dakikada ¢oziildi. Tiipiin etrafi alkol ile temizlendikten sonra
hiicre kiiltiir kabini igerisine alindi. Tiipiin igerigi 10 ml’lik steril falkon tiipiine
aktarildi ve 125 g’de 5 dakika santrifiij (Hettich, Almanya) edildi. Hiicre peleti
siispanse edilerek T25 ve T75 cm? flasklara ekim yapildi. CRL-2073 hiicre hatt1 igin
RPMI-1640 (with L-glutamine, HEPES, Gibcol Capricorn) medyum igerisine %35
Fetal Bovine Serum (FBS, Capricorn) ve %1 antibiyotik (penisilin-streptomisin)
(Gibco, 15140-122) eklenerek kullanildi. Flasklar 37°C ve %5 CO2’ li ortam igeren
inkiibatérde (Panasonic) inkiibe edildi. ilk ekim oldugu icin hiicrelerin yapisip
yapismadigini anlamak icin hiicreler her giin kontrol edildi. Hiicreler yapistiktan sonra
2 giinde bir besiyeri degisimi yapildi. Hiicreler %80-90 yogunluga ulaginca hiicrelerin
tizerine 4 ml Tripsin-EDTA (%0.25) (Gibco) eklendikten sonra 5 dakika 37°C
inkiibatorde bekletildi. Flask yiizeyinden kalkan hiicreler invert mikroskopta kontrol
edildi. Daha sonra hiicreler 15 ml’lik steril falkon tiiplerinde 4500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 siipernatant kismi atilarak hiicre peletine medyum
eklenerek siispanse edildi. Hiicrelerin bir kism1 T25 cm?’lik flasklara ekildi bir kismi
da dondurularak -80°C’de saklandi. Kontrol grubu olarak kullanilan Leydig hiicresi
(10-HU103) DMEM- Hams F-12 (Capricorn) besiyerine eklenerek ekimleri yapildi.
Diger kontrol grubu olarak kullanilan Sertoli hiicresi (CRL-2618) DMEM (Glucose

with L-Glutamine, Capricorn) besiyerine eklenerek ekimleri yapildi.
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3.2.2. Morfolojik Degerlendirme ve Hematoksilen-Eozin Boyama

CRL-2073 (insan testis embriyonal karsinom hiicre hatt1), 10-HU103 (insan
testis Leydig hiicre hatt1) ve CRL-2618 (fare testis Sertoli hiicre hatt1) hiicrelerinin
morfolojik analizleri i¢in hematoksilen eozin boyama yapildi. 6 kuyucuklu hiicre
plakalarinin icerisine konulan yuvarlak lamellerin iizerine 2 ml hiicre besiyeri
icerisinde siispanse olarak hiicreler ekildi. Lamellere yapisan hiicrelerin iizerinden
medyumlar c¢ekilerek Fosfat Tampon Tuz Cozeltisi (PBS) ile yikandi. %4
Paraformaldehit (PFA) hiicrelerin {lizerine eklenerek 10 dakika beklendi ve bdylece
hiicrelerin fikse edilmesi saglandi. Fiksasyon sonrasi hiicreler PBS ile yikandi. Daha
sonra yuvarlak lameller lam {izerine alind1. Hiicreler sirastyla %100, %96 ve %75 alkol
serilerinde 2’ser dakika bekletilerek ge¢irildi ve distile su ile yikandi. Hematoksilen
(Sigma-Aldrich) ile 5 dakika bekletildi. Distile su ile yikandiktan sonra Eozin (Sigma-
Aldrich) ile 1 dakika bekletildi. %75, %96 ve %100 alkol serilerinden hizlica gegirildi.
30 dakika Ksilol de bekletildi ve entellanla kapatildi. Isik mikroskop ile goriintiileme
yapildi.

Sekil 3.1. Hiicrelerde hematoksilen ve eozin boyama iglemi.
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3.2.3. immiinositokimyasal Boyama:

Insan testis embriyonal karsinom hiicre hattinda (CRL-2073) SVIP ve Ubikiitin

proteinlerinin ¢ekirdek ve sitoplazmadaki yerlesim ve ekspresyonlarini gostermek

amaciyla immiinositokimyasal boyama yapildi. Bu teknik sirasinda uyguladigimiz

basamaklar agsagida siralanmistir.

1)

2)

3)

4)

S)

6)

Immiinositokimya boyamasi i¢in hiicreler 6 kuyucuklu hiicre plaklarinin
igerisine yerlestirilen yuvarlak lameller iizerine ekildi.

Hiicreler belirli bir yogunluga ulasinca hiicrelerin medyumlar1 ¢ekildi ve
hiicreler PBS ile yikandi. Daha sonra hiicreler 15 dakika %4’liik
paraformaldehit (PFA) ile fikse edildi.

Lam {izerine alinan lamellerin etrafi pappen ile ¢izildi ve PBS ile yikandi.
Spesifik olmayan baglanmalari1 engellemek icin bloklama soliisyonu ile 1
saat inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasi PBS ile tekrar yikandi. Belirli bir diliisyonda
hazirlanan primer antikorlar (SVIP ve Ubikiitin, 1:50) lamellerin {izerini
kaplayacak sekilde eklendi ve gece boyu +4°C’de inkiibe edildi.

Ertesi glin primer antikorlar ¢ekilerek PBS ile yikandi. Daha sonra Biotinli
sekonder antikor ile 1 saat inkiibe edildi. PBS ile yikandiktan sonra
Streptavidin soliisyonu ile 30 dakika inkiibe edildi. Reaksiyonun goriiniir
hale gelebilmesi i¢in AEC soliisyonu hazirlanip iizerlerine eklendi ve
mikroskop altinda kontrol edilerek inkiibasyon siiresi ayarlandi.
Yikamanin ardindan ¢ekirdek boyanmasi i¢in Mayer’s Hematoksilen ile
30 saniye inkiibe edildi ve su bazli kapatici ile kapatildi. Degerlendirmeler

151k mikroskobu ile yapildi.

3.2.4. siRNA (Small Interfering RNA) Transfeksiyonu

RNA interferansi, gen ifadesini negatif yonde diizenleyen bir mekanizmadir.

Bu mekanizmada amag genlerin transkripsiyon sonrasinda susturulmasidir. RNA

inhibisyon yolaklari kiiciik RNA parcas1 olan ve protein kodlamayan small interfering

RNA (siRNA) ve mikro RNA (miRNA) tarafindan diizenlenir. Her iki RNA’nin etki

mekanizmas1 aynidir. Hiicre icerisinde endoniikleaz (dicer) adi verilen enzimler

tarafindan islenirler ve RISC (RNA-induced silencing complex) adi verilen ATP
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bagimli RNA ile indiiklenen susturma komplekslerine baglanirlar (Ark, 2017).
siRNA’lar ekzojen veya endojen RNA’lardan sentezlenir, miRNA’lar ise endojen
RNA’lardan sentezlenir. siRNA’larin etki mekanizmast mRNA’larin yikilmasi
aracilif1 ile etki gosterirken, miRNA’lar translasyonun baskilanmasi ile etkisini
gosterir. Endontikleazlar araciligi ile elde edilen sentetik siRNA’lar bir¢ok genin

susturulmasi1 amactyla kullanilmaktadir (Ark, 2017; Alshaer vd., 2021).

CRL-2073, 10-HU103 ve CRL-2618 hiicre hatlarinda SVIP’in fonksiyonunu
belirlemek amaci ile hiicrelerdeki gen ekspresyonunun baskilanmasi i¢in transfeksiyon
yapildi. SVIP igin 4 farkli siRNA bir arada kullanildi. SVIP ¢ok kiiciik ve spesifik bir
molekiil oldugu igin siRNA uygulamasi sonrasi SVIP baskilanmasinin daha etkin
olmasi icin 4 farkli siRNA karisim seklinde bir arada kullanildi. Transfeksiyonda X-
tremeGENE HP DNA transfeksiyon reaktifi (6366244001, Sigma) (ul)’nin siRNA
(ng)’ya orant 2,5:0,5 (40 pmol) olacak sekilde kullanildi (Sahin, 2021). Kontrol
siRNA i¢in de literatiire gore belirlenen doz ile hiicrelere uygulama yapildi.

Transfeksiyon islemi sirasinda uyguladigimiz basamaklar asagidaki gibidir:

1. Giin: 500 pl medyum igerisinde 75.000 hiicre olacak sekilde 24 kuyucuklu

hiicre plaklarina ekim yapildi.
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Sekil 3.2. Hiicrelere siRNA transfeksiyon uygulanmasi.
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2. Giin: SVIP siRNA ve kontrol siRNA i¢in ayr1 ayr1 iki ependorf tiip hazirlandi.
SVIP siRNA icin hazirlanan tiipe 46 ul FBS ve Pen-Strep icermeyen
transfeksiyon medyumu ve 4 farkli siRNA’den 1’er ul eklendi. Kontrol
siRNA i¢in hazirlanan tiipe 48 pl transfeksiyon medyumu ve 2 ul kontrol
siRNA eklendi. Her iki tiipiin {izerine 47,5 pl transfeksiyon medyumu
icerisinde 2,5 pl reaktif eklendi (Toplam hacim 100 pl). 15 dk oda 1sisinda
bekletildikten sonra damla damla kuyucuktaki medyum iizerine eklendi.

3. Giin: Kuyucuklardaki medyumlar ¢ekildi, yikama islemi yapilmadan FBS
ve Pen-Strep iceren medyumlar eklendi.

4.  Giin: Kuyucuklardaki medyumlar ¢ekilip atildiktan sonra PBS ile yikand1 ve
hiicreler 50 pl Tripsin-EDTA ile kaldirildi. Transfekte edilen hiicreler Western
Blot ve qRT-PCR yontemlerinde kullanmak iizere -80°C’de saklandi.

3.2.5. Hiicre Canhihik Analizi

CRL-2073, 10-HU103 ve CRL-2618 hiicre hatlarinda SVIP gen ekspresyonunun
baskilanmast i¢in uygulanan SVIP siRNA dozu literatiire gore belirlendi (Alimogullari,
2020; Sahin, 2021). Transfeksiyon islemi sonrasi hiicre canlilik analizi yapildi. Bu analiz
icin tripan mavisi boyasi (T8154, Sigma) kullanildi. Bu analizde, hiicreler canli ise boya
hiicre membranindan igeri giremez ve canli hiicreler renksiz goriiniir. Fakat canliligim
kaybeden hiicreler boyay1 alarak mavi renkte goriiniir. Ependorf tiipiin igerisinde 50 pl
stispanse halde bulunan 6rnegin iizerine 50 pl tripan mavisi eklendi. Daha sonra alinan
ornek thoma lamma yerlestirildi. Alanda bulunan tiim hiicreler (canli ve 6lii) sayildi.
Hiicre canlilik analizi i¢in bu saymm islemi 2 kere tekrar edildi. Boyay: alan hiicrelerin

sayimi1 yapilip tiim hiicrelere oranlanarak hiicre canlilig1 tespit edildi (Freshney, 2020).

S Seleti s === > Ol hiicre

Canh hiicre < ; ‘ : .

Sekil 3.3. Hiicrelerin thoma laminda tripan mavisi ile boyanmasi.
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3.2.6. Western Blot Analizi icin Orneklerin Hazirlanmasi

Western blot analizi i¢in 6 kuyucuklu hiicre plaklarina ekilen hiicrelerin medyumu
cekildi ve PBS ile 2 kere yikandi. RIPA lizis soliisyonu (50 mM Tris-HCI pH: 8.0, 150
mM NaCl, %1 NP-40) icerisine kullanmadan hemen o6nce 1:100 oraninda proteaz
inhibitor kokteyli eklendi ve her kuyucuga 50 pl eklenerek hiicre kaziyici ile kazima islemi
yapildi. Daha sonra hiicreler ependorf tiiplere toplandi ve Ornekler buz iizerinde
sonikatdrden (Bandelin, Sonopuls) gecirildi. Ornekler 14000 rpm’de 10 dakika boyunca
4°C’de santrifiij edildi. Santrifij sonrasi ependorfun alt kismindaki bulutsu kisim

birakilarak iist kisminda kalan slipernatanti ayri ependorfa konuldu ve -20°C’ye kaldirild1.

3.2.7. Western Blot Analizi

Western blot, belirli bir doku homojenati, ekstrakt 6rnegi veya hiicredeki belirli
proteinleri tespit etmek i¢in kullanilan semikantitatif bir tekniktir (Ark, 2017). Dogal
proteinleri 3 boyutlu yapiya gore veya denatiire proteinleri polipeptit uzunluguna gore
ayirmak igin jel elektroforezi kullanir. Proteinler daha sonra bir membrana (genel olarak
nitroselilloz veya PVDF) aktarilir ve burada hedef proteine 6zgii antikorlarla bant
olustururlar. Biz de bu teknik ile SVIP, Ubikutin, AR, USP26 ve UXT proteinlerinin
ekspresyonlarini inceledik. Her hiicre hatti i¢in biitiin proteinler 3 tekrar ile ¢alisildi. Bu

teknik sirasinda uyguladigimiz basamaklar asagida siralanmaistir:

1) Daha 6nceden western i¢in hazirlanan 6rneklerin {izerine sample buffer (%20
SDS, 625 mp Tris, %9 B-Mercaptoethanol; Applicheim, Darmstadt, %0.3
bromphenol blue; Sigma-Aldrich, Steinheim, %50 gliserol) eklenerek diliie
edildi ve daha sonra 95°C’de 10 dakika kaynatilarak jele yiiklemeye hazir hale
getirildi.

2) Hazir jel Novex %4-12 Bris-Tris Gel (NUPAGE, Invitrogen) elektroforez
tankina (XCell SureLock) yerlestirildi ve jelde bulunan tarak ¢ikarildiktan
sonra kuyucuklar tek tek enjektor ile kontrol edildi. Jelin tizerini kaplayacak
sekilde Running Buffer (760 ml distile su, 40 ml SDS Running Buffer -20X)
eklendi. Orneklerden siras1 ile 20 pl kuyucuklara yiiklendi ve kontrol
amactyla bir kuyucuga 7 pl marker yiiklendi.

3) Ornekler jele yiiklendikten sonra gii¢ kaynagi (Consort) 200 V’a ayarlanarak

1,5 saat boyunca proteinlerin yiiriitiilmesi saglandu.
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4)

5)

Protein transferi i¢in yari-kuru transfer sistemi olan semidry blotlama cihazi
(Scis-Plas) kullanildi. Cihaza ilk olarak 3 kat blotlama soliisyonu (3,025 gr
Tris, 14,4 gr Glycine, 200 ml Methanol, 800 ml distile su) ile 1slatilmus filtre
kagidi, sonra 1slatilmig membran (NitroBind Pure Nitrocellulose Membran),
lizerine jel ve sonra tekrar 3 kat filtre kagidi yerlestirildi. Jeldeki proteinlerin
membrana aktarilmasi igin 200 miliamper de 1,5 saat blotlama yapildi.

Blotlama bittikten sonra membrana transfer olan proteinler Ponceu boyasi
(0,1 gr Ponceu-Roth, Karlsruhe, 1,5 ml acetic acid, 100 ml distile su) ile

boyanarak bantlarin gériinmesi saglandi. Daha sonra distile su ile yikanan

membranin tizerine siit tozu (0,5 gr siit tozu- BioRad, 50 ml PBS Tween-1X)

dokildi ve oda 1sisinda 1 saat inkiibe edildi.

Sekil 3.4. Western blot yiiriitme cihazinda 6rneklerin yiiriimesi ve Ponceu

6)

7)
8)

9)

boyasi ile membrandaki bantlarin gériintiilenmesi.

Membran belirlenen diliisyon oranlarinda (Tablo 3.1) hazirlanmig olan primer
antikorlar (SVIP, Ubikutin, AR, USP26 ve UXT) ile gece boyu 4°C de inkiibe
edildi. Bu primer antikorlarin disinda western blot gibi protein tespiti iceren
analizlerde kontrol proteini olarak kullanilan Beta Aktin proteinine de bakildi.

1 gecelik inkiibasyon sonrast membranlar 1 saat PBS Tween 20 ile yikandi.
Belirlenen diliisyonlarda hazirlanan sekonder antikorlar (Tablo 3.2) ile 1
saat oda 1s1sinda inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrast membran PBS ile yikandi. Membrandaki proteinlerin
goriintiilenmesi amactyla kemiliiminesans (ECL-Enhanced

Chemiliiminisans) reaktifi kullanildi. Reaktif membrana dokiildiikten sonra
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2-3 dakika karanlikta bekletildi. Sonra membran UVP goriintiileme cihazinin

icine yerlestirilerek bantlar gériintiilendi.

10) Western blot analizi sonucunda goriintiilenen bantlar Image J program ile

analiz edildi.

Her bir protein i¢in goriintiilenen bant, toplam protein miktarini gosteren Beta

Aktin bandina orantilandi. Kontrol siRNA ve SVIP siRNA gruplar1 arasindaki

farkliliklar GraphPad Prism 10 programi kullanilarak analiz edildi.

3.2.8. Immiinofloresan Boyama

Immiinofloresan boyama, proteinlerin hiicre icerisindeki lokalizasyonlarimni

incelemeye dayanan mikroskobik bir yontemdir. Hiicrede gosterilmeye galigilan

protein antijen, bu proteinin saptanmasini saglatan protein ise antikordur. Biz de bu

teknik ile SVIP, Ubikutin, AR, USP26 ve UXT proteinlerinin lokalizasyonunu

inceledik. Bu teknik sirasinda uyguladigimiz basamaklar asagida siralanmaistir:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Immiinofloresan ¢alismalar icin hiicreler 24 kuyucuklu hiicre plaklarinin
icerisine yerlestirilen yuvarlak lameller (12x12mm, Nest) lizerine ekildi.
Hiicreler belirli bir yogunluga ulasinca hiicrelerin medyumlart ¢ekildi ve
hiicreler PBS ile yikandi. Daha sonra hiicreler 15 dakika %4’liik
paraformaldehit (PFA) ile fikse edildi ve sonra tekrar PBS ile yikandi.
Kuyucuklar i¢indeki lameller lam iizerine alinarak Pappen ile etrafi cizildi.
Istenmeyen antijenlerin bloklanmas1 amaciyla siiper blok kiti (Abcam) ile 1
saat bloklama islemi yapildi. Bloklama sonrast hiicreler tekrar PBS ile yikandi.
Diliisyon oranlar1 belirlenen primer antikorlar (Tablo 3.1) hazirlanip,
hiicrelerin tizerini kaplayacak sekilde damlatildi ve +4°C’de gece boyu
inkiibasyona birakild1.

Ertesi glin primer antikorlar cekilip PBS ile yikandi ve diliisyonlar
belirlenen sekonder antikorlar (Tablo 3.2) ile 1 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonras sekonder antikor ¢ekildi ve tekrar PBS ile yikandi.
Temiz bir lama bir damla floresan kapatma medyumu (Fluroshield
mounting medium with DAPI, Abcam) damlatildi ve yuvarlak lamellerin
hiicre kism1 altta kalacak sekilde kapatildi. Olympus BXS53 floresan

mikroskop ve CellSens yazilim programi ile goriintiileme yapildi.
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7) Immiinofloresan boyama sonucunda, hiicrelerin ¢ekirdek ve sitoplazmalarmda

bulunan protein ekspresyonlarinin analizi i¢in Image J programi kullanild.

Sekil 3.5. Floresan mikroskop ile orneklerin goriintiilenmesi.

3.2.9. RNA izolasyonu, Komplementer DNA (cDNA) Sentezi ve
Kantitatif Gercek Zamanh PCR (qRT-PCR)

CRL-2073, 10-HU103 ve CRL-2618 hiicre hatlarinda SVIP, Ubiqutin, AR,
USP26 ve UXT gen ekspresyonlarinin gosterilmesi amaciyla Kantitatif Gergek
Zamanlt PCR (qRT-PCR) yontemi kullanildi. qRT-PCR yonteminde ama¢ DNA
amplifikasyonu ile dogru orantili olarak artan floresan sinyallerinin Ol¢iilerek kantitatif

sonuglarin elde edilmesidir (Heid vd.,1996).

Bu yontemde oncelikle SVIP, Ubiqutin, AR, USP26 ve UXT gen
ekspresyonlar1 CRL-2073, 10-HU103 ve CRL-2618 hiicre hatlarinda belirlenmistir.
Her hiicre hattinda her gen kendi igerisindeki tekrarlar disinda farkli zamanlarda elde
edilen lizatlardan 2 tekrarli olarak calisildi. Sonrasinda hem SVIP siRNA ile transfekte
edilmis hem de kontrol siRNA’lar ile transfekte edilmis CRL-2073, 10-HU103 ve
CRL-2618 hiicrelerde bu proteinlerin gen ekspresyonlar1 belirlenmistir. qRT-PCR i¢in
ilk olarak hiicrelerden RNA izolasyonu yapildi. Toplam RNA elde edildikten sonra ise
komplementer DNA (cDNA) sentezi yapildi. En son asamada genlere 6zgii primerler

ile hedef gen bolgesi cogaltildi.
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RNA Izolasyonu:

RNA izolasyonu igin DNA, RNA and protein piirifikasyon kiti kullanildi

(Macherey- Nagel). Bu teknik sirasinda uyguladigimiz basamaklar asagida siralanmustir:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)
10)

6 kuyucuklu hiicre plaklarina ekilen hiicrelerin iizerine 250 ul Tripsin-
EDTA eklendi ve hiicrelerin kalkmasi saglandi. Daha sonra Tripsin-
EDTA’nin etkisini durdurmak i¢in her kuyucuga 1 ml medyum eklendi ve
her kuyucugun igerigi ependorfa alindi.

Ependorflar 5 dakika 3000 g’de santriftij (CT 15SRE-VWR) edildi. Santrifij
sonrast st kisim (siipernatant) atildi, altta kalan pelletin lizerine 350 ul RA1
ve 3,5 ul Beta-mercaptoethanol eklendi ve pelet iyice siispanse edildi.
Ornekler pembe filtreli kolonlara eklendi ve 1 dakika 11,000 g’de santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi iist filtreli kisim atildi (DNA olan kisim). Alttaki
kisim yeni bir ependorfa alindi.

Ependorflarin her birine 350 pl %70’lik etanol eklendi. Ornekler mavi
filtreli kolonlara alind1 ve 1 dakika 11.000 g’de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrasi dipteki kisim atildi ve filtrenin istiinde kalan RNA ile devam
edildi. Bu 6rnekler tekrar 1 dakika 11.000 g’de santrifiij edildi.

Altta kalan kisim yeni tiipe alind1 ve tizerine 350 pl MDB eklendi ve 1
dakika 11,000 g’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras: alttaki kisim atild1 ve
tist kisim ile devam edildi.

10 nl rDNAaz (liyophlize olan rDNAaz icerisine 550 ul RNAaz igermeyen
su eklenerek hazirlandi) ve 90 ul reaksiyon buffer karistirildi ve bu karigim
oda 1s1sinda 15 dakika bekletildi. Daha sonra bu karisim mavi filtreli RNA
orneklerinin tlizerine kolon igerisindeki membrana degmeden eklendi.
Orneklerin iizerine 200 ul RA2 Buffer eklendi ve 1 dakika 11.000 g’de
santrifilj edildi. Santriflij sonras alt kisim atildi ve st kisim yeni tiipe alindi.
Orneklerin iizerine 600 ul RA3 (Wash buffer) eklendi ve 1 dakika 11.000 g’de
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi alt kisim atild1 ve iist kisim yeni tiipe alindi.
Orneklerin izerine 250 pl RA3 eklendi ve 2 dakika 11.000 g’de santrifiij edildi.
Mavi kolonlar temiz ependorflara alindi ve {izerlerine 40 pl RNAaz
icermeyen su eklendi. Ornekler 1 dakika 11.000 g’de santrifiij edildi ve altta
kalan kistm ayrildi. RNA 6l¢iimii yapilana kadar drnekler -80 °C de saklandi.
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11) Toplam RNA miktar1 Nanodrop spektrofotometre cihazi ile oSl¢tildi.

Orneklerden 2 pl cihaza eklendikten sonra 260 ve 280 nm dalga boylarinda

Ol¢iim alindi. Literatiir bilgilerine goére OD260/280 degerleri 1,5-2,0
arasinda olan toplam RNA’lar saf kabul edildi (Shen vd.,2022).
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Sekil 3.6. RNA izolasyonu sonrast OD260/280 6l¢iimii.

Komplementer DNA (cDNA) Sentezi:

Nepenthe ¢cDNA Sentez kiti kullanilarak biitin RNA’lardan iireticinin

protokoliine gére cDNA’lar elde edildi.

Tablo 3.6. cDNA sentez reaksiyonu.

Malzemeler (1 reaksiyon icin)

Hacim (Toplam hacim 20 pl)

Buffer karigimi (2X) 10 pl
Enzim karigim1 2 ul
RNAaz i¢cermeyen su 6 ul
RNA 2 ul

RNA en son eklenerek Tablo 3.6 da yer alan tiim reaktifler karistirildi. Daha

sonra hazirlanan tiipler Thermal Cycler (27220) cihazina yerlestirildi. Cihazdan kite

uygun olan reaksiyon kosullar1 (Tablo 3.7) se¢ildi ve cDNA sentezlendi.

Tablo 3.7. cDNA reaksiyon kosullart.

Dongii sayisi | Siire Sicakhik
1 dongii 4 dakika 95°C
30 dongii 30 saniye 94°C
30 saniye 57°C
30 saniye 72°C
1 dongii 5 dakika 72°C
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Primer Hazirhig1:

Literatiir kaynak

programindan kontrol edildi. Dizayn edilen gen primer dizilimleri Oligomer firmasina
sentezlettirildi. Liyofilize sekilde gelen primerler firmanin protokoliine uygun olarak

DNAaz-RNAaz icermeyen suda ¢oziiliip 100 uM’lik stok ¢ozeltiler hazirlandi.

alinarak belirlenen primerler Primer

Kantitatif Gercek Zamanli PCR (gRT PCR):

Sentezlenen cDNA’lar Nepenthe 2x Master Mix Green kiti ile biitiin genler i¢in
(SVIP, Ubikiitin, AR, USP26, UXT ve referans gen olarak YWHAZ) ger¢ek zamanl
PCR yapmak iizere kullanildi. Referans gen olarak tercih edilen YWHAZ geni daha

once laboratuvarimizda kullanilan ve calistigindan emin olunan bir gen oldugu i¢in

tercih edildi (Sahin, 2021). qRT-PCR igerigi Tablo 3.8’de verilmistir.

Tablo 3.8. RT-PCR igerigi.

Malzemeler (1 reaksiyon icin)

Hacim (Toplam hacim 14 pl)

2X Master Karigim Sul
Primer Karisim1 (Forward+ Reverse) 0,6 ul
Niikleaz igermeyen su 8,4 ul

cDNA

1 ul

qRT-PCR islemi Corbett Rotor-Gene cihazinda Tablo 3.9°de belirtilen
kosullarda gerceklestirildi. CT (Cycle threshold) degerleri ve grafikler Rotor-Gene

software programindan alindi.

Tablo 3.9. gRT-PCR kosullar.

Dongii sayisi Siire Sicaklik
1 dongii 10 dakika 96°C
25-35 dongii 15 saniye 95°C
80 saniye 50-60°C
30-60 saniye 72°C
1 dongii 5 dakika 72°C
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3.2.10. istatistiksel Analiz

Hiicre kiiltiiriindeki CRL-2073 (insan testis embriyonal karsinom hiicre hatt1),
10-HU103 (insan testis Leydig hiicre hatt1) ve CRL-2618 (fare testis Sertoli hiicre
hatt1) hiicre hatlarina ait floresan boyanmalarda goriilen farkliliklar Image J programi
ile analiz edildi. Kontrol siRNA ve SVIP siRNA gruplar1 arasindaki degerleri analiz
etmek i¢in GraphPad Prism 10 programi kullanildi. Gruplar arasinda ortaya
cikabilecek farkliliklar1 karsilastirmak i¢in Student’s t testi kullanildi. Anlamlilik p<
0.05 olarak degerlendirildi.

Western blot analizleri sonunda olusan bantlardaki yogunluk farkliliklar1 ve
gruplar arasindaki karsilastirma ve farkliliklar Image J programinda analiz edildi.
Western blot analizinde bir proteine ait elde edilen bant goriintiisii beta aktin bant
goriintiisiine oranland1 ve istatistiksel olarak analiz edildi. Okutulmus olan degerler
arasindaki farkliliklar GraphPad Prism 10 istatistik programi kullanilarak belirlendi ve
anlamlilik p< 0.05 olarak degerlendirildi.

qRT-PCT analizinde ¢alisan gen drneklerinin CT degerlerinden referans gen
(YWHAZ) CT degerleri ¢ikarildi ve her gen i¢in ACT degerleri hesaplandi. Sonra her
bir gen i¢in kontrol siRNA ve SVIP siRNA ACT degerleri hesaplandi. Kontrol siRNA
ACT degerinden kontrol ACT degeri ¢ikarilarak her gen i¢cin AACT degeri hesaplandi.
Bu degerler 2 "AACT formiiliinde yerlerine konuldu ve her bir gen i¢in kat degisimi
degerleri elde edildi. Istatistiksel olarak gruplarin karsilastirilmasinda GraphPad Prism
10 programi kullanildi. T-test kullanilarak p degerleri hesaplandi. Anlamlilik p< 0.05

olarak degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Morfolojik Degerlendirme Bulgulari

Deneylere baslamadan 6nce CRL-2073 (insan testis embriyonal karsinom
hiicre hatt1), 10-HU103 (insan testis Leydig hiicre hatti) ve CRL-2618 (fare testis
Sertoli hiicre hatt1) hiicrelerinin morfolojik analizleri icin Hematoksilen ve Eozin (HE)
boyama yapildi. Yapilan HE boyama sonucuna gore hiicrelerin morfolojilerinin hiicre
hatlarinin sitesinde yer alan iriin bilgisi kismindaki morfolojide oldugu gozlendi

(Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve Sekil 4.3).

Sekil 4.1. Insan testis embriyonal karsinom hiicrelerinin (CRL-2073) 151k
mikroskobik goriintiisii (Boya: HE, Bar: 100 um).
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Sekil 4.2. Insan Leydig hiicrelerinin (10-HUI103) 151k mikroskobik goriintiisii
(Boya: HE, Bar: 200 um).

Sekil 4.3. Fare Sertoli hiicrelerinin (CRL-2618) 15tk mikroskobik goriintiisii
(Boya: HE, Bar: 100 um).
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4.2. insan Testis Embriyonal Karsinom Hiicre Hattinda SVIP ve
Ubikutin Proteinlerinin immiinositokimya Boyama ile Varhgmin

Gosterilmesi ile lgili Bulgular

Insan testis embriyonal karsinom hiicre hattinda daha &nce SVIP protein
ekspresyonuna bakilmamaistir. Bu tez ¢alismasinda ilk olarak protein ekspresyonun var
olup olmadigin1 anlamak i¢in CRL-2073 hiicrelerinde immiinositokimya yontemi ile

SVIP ve Ubikiitin proteinlerinin var oldugu gosterildi (Sekil 4.4).

Sekil 4.4. Insan embriyonal karsinom hiicrelerinde SVIP ve Ubikiitin
proteinlerinin immiinositokimyasal olarak gdsterilmesi (Bar: 100
um, x400 biiyiitme).
A: SVIP (1:50 diliisyon) ve B: Ubikiitin (1:50 diliisyon).
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4.3. Insan Testis Embriyonal Karsinom, insan Leydig ve Fare Sertoli
Hiicre Hatlarinda SVIP, Ubikutin, AR, USP26 ve UXT

Proteinlerinin Varligimin Tespit Edilmesi ile Ilgili Bulgular

Literatiirde yer alan bilgilere goére Leydig ve Sertoli hiicrelerinde SVIP,
Ubikutin, USP26 ve UXT protein ekspresyonlarmin oldugu farkli ¢caligmalar vardir
(Akcan vd., 2020; Alimogullart vd., 2022; Lin vd., 2011). AR’lerin testis dokusunda
Leydig, Sertoli ve peritiibiiler hiicrelerde oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte
AR’nin germ hiicrelerindeki ekspresyonu tartismalidir (Johnston vd., 2001). Bu
calismada germ hiicrelerinde AR ekspresyonunun olup olmadigina da bakildi. Pozitif
kontrol olarak secilen Leydig ve Sertoli hiicrelerinde SVIP ekspresyonu ¢ekirdek ve
sitoplazma da gosterilmistir (Akcan vd., 2020; Alimogullar1 vd., 2022). Insan testis
embriyonal karsinom hiicrelerinde daha dnce SVIP ve etkilesimde oldugu proteinlerin
ekspresyonu lizerine aragtirma yapilmamistir. Caligmamizda insan testis embriyonal
karsinom (Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7, Sekil 4.8 ve Sekil 4.9), insan Leydig (Sekil
4.10, Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13 ve Sekil 4.14) ve fare Sertoli (Sekil 4.15, Sekil
4.16, Sekil 4.17, Sekil 4.18 ve Sekil 4.19) hiicrelerinde bu proteinlerin
ekspresyonlarinin  olup olmadigin1 test etmek icin immiinofloresan yontemi

uyguladindi ve proteinlerin varligini gosterildi.
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Sekil 4.5. Insan testis embriyonal karsinom hiicrelerinde (CRL-2073) SVIP
ekspresyonunun immiinofloresan goriintiisii. A: FITC B: DAPI C:
FITC + DAPI (Bar: 50 um).
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Sekil 4.6. Insan testis embriyonal karsinom hiicrelerinde (CRL-2073) Ubikutin
ekspresyonunun immiinofloresan goriintiisii. A: Texax Red B: DAPI
C: Texas Red + DAPI (Bar: 50 um).
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Sekil 4.7. Insan testis embriyonal karsinom hiicrelerinde (CRL-2073)AR
ekspresyonunun immiinofloresan gériintiisii. A: FITC B: DAPI C:
FITC + DAPI (Bar: 50 um).
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Sekil 4.8. Insan testis embriyonal karsinom hiicrelerinde (CRL-2073) USP26
ekspresyonunun immiinofloresan gériintiisii. A: FITC B: DAPI C:
FITC + DAPI (Bar: 50 um).

49



Sekil 4.9. Insan testis embriyonal karsinom hiicrelerinde (CRL-2073) UXT
ekspresyonunun immiinofloresan goriintiisi. A: FITC B: DAPI C:
FITC + DAPI (Bar: 50 um).
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Sekil 4.10. /nsan Leydig hiicrelerinde (10-HU103) SVIP ekspresyonunun
immiinofloresan goriintiisii. A: FITC B: DAPI C: FITC + DAPI
(Bar: 50 um).
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Sekil 4.11. Insan Leydig hiicrelerinde (10-HU103) Ubikutin ekspresyonunun
immiinofloresan goriintiisii. A: Texas Red B: DAPI C: Texas Red +
DAPI (Bar: 50 um).
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Sekil 4.12. Insan Leydig hiicrelerinde (10-HU103) AR ekspresyonunun
immiinofloresan goriintiisii. A: FITC B: DAPI C: FITC + DAPI
(Bar: 50 um).
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Sekil 4.13. Insan Leydig hiicrelerinde (10-HUI03) USP26 ekspresyonunun
immiinofloresan goriintiisti. A: FITC B: DAPI C: FITC + DAPI
(Bar: 50 um).
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Sekil 4.14. Insan Leydig hiicrelerinde (10-HU103) UXT ekspresyonunun
immiinofloresan gériintiisii. A: FITC B: DAPI C: FITC + DAPI
(Bar: 50 um).

55



Sekil 4.15. Fare Sertoli hiicrelerinde (CRL-2618) SVIP ekspresyonunun
immiinofloresan gortintiisii. A: FITC B: DAPI C: FITC + DAPI
(Bar: 50 um).
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Sekil 4.16. Fare Sertoli hiicrelerinde (CRL-2618) ubikutin ekspresyonunun
immiinofloresan goriintiisii. A: Texas Red B: DAPI C: Texas Red
+ DAPI (Bar: 50 um).
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Sekil 4.17. Fare Sertoli hiicrelerinde (CRL-2618) AR ekspresyonunun
immiinofloresan goriintiisii. A: FITC B: DAPI C: FITC + DAPI
(Bar: 50 um).
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Sekil 4.18. Fare Sertoli hiicrelerinde (CRL-2618) USP26 ekspresyonunun
immiinofloresan goriintiisii. A: FITC B: DAPI C: FITC + DAPI
(Bar: 50 um).

59



Sekil 4.19. Fare Sertoli hiicrelerinde (CRL-2618) UXT ekspresyonunun
immiinofloresan goriintiisii. A: FITC B: DAPI C: FITC + DAPI
(Bar: 50 um).
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4.4. Hiicre Canhlik Analizi ile Tlgili Bulgular

CRL-2073, 10-HU103 ve CRL-2618 hiicre hatlarinda SVIP gen ekspresyonunun
baskilanmasi i¢in uygulanan SVIP siRNA dozu literatiire gore belirlendi (Alimogullari,
2020; Sahin, 2021). Transfeksiyon islemi sonras1 hiicre canlilik analizi i¢in tripan mavisi
ile boyama yapildi. Boyama sonunda yapilan hesaplamaya gore uygulanan SVIP siRNA
dozu hiicreler i¢in uygun bulundu. Kontrol siRNA ve SVIP siRNA ile transfekte edilen
gruplarda canli hiicre sayisi1 karsilastirildiginda, uygulanan SVIP siRNA dozunun hiicreler
i¢in toksik olmadigi goriildii (Tablo 4.1).

1. tekrarda sayilan hiicre sayist
_l’_
2. tekrarda sayilan hiicre sayist

> X2 (diliisyon faktoru)X 104 (1 ml’de hiicre sayist)

Canl1 hiicre say1s1 =

Tablo 4.1. Hiicre hatlarina kontrol siRNA ve SVIP siRNA uygulamasi sonrasi
canli hiicre sayilari.

Hiicre Hatt1 Kontrol siRNA SVIP siRNA
CRL-2073 1.650.000 1.500.000
(2 sayum) 1.700.000 1.650.000
10-HU103 1.000.000 1.112.000
(2 sayim) 1.115.000 1.105.000
CRL-2618 650.000 590.000
(2 sayim) 860.000 790.000
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Hiicre hatlarn ve gruplar

Sekil 4.20. Canlilik analizi sonug grafigi (CRL-2073 igin p degeri 0.167; 10 HU-103
icin p degeri 0.183; CRL-2618 i¢in p degeri 0.349. Biitiin p degerleri p>
0.05).

61



Hiicre hatlar1 6zelinde kontrol siRNA ve SVIP siRNA gruplari arasinda anlaml
fark bulunmamasi ile SVIP siRNA i¢in uygulanan konsantrasyonun CRL-2073, 10-
HU108 ve CRL-2618 hiicrelerinde hiicre canliligini olumsuz yonde etkilemedigi
gosterildi (Bkz. Sekil 4.20). Bu ylizden bundan sonraki deneylere belirlenen

konsantrasyon ile devam edildi.

4.5. Insan Testis Embriyonal Karsinom, insan Leydig ve Fare Sertoli
Hiicrelerinde SVIP siRNA’lar ile SVIP Ekspresyonunun

Baskilanmasi Sonras1 Morfolojik Degerlendirme Bulgulari

CRL-2073, 10-HU103 ve CRL-2618 hiicre hatlarinda SVIP ekspresyonunu
baskilamak i¢in 4 farkli SVIP siRNA bir arada kullanilarak transfeksiyon yapildu.

Kontrol siRNA ve SVIP siRNA gruplari arasinda SVIP, Ubikutin, AR, USP26
ve UXT protein ve gen diizeyindeki ekspresyon farkliliklarina bakmadan énce SVIP
siRNA kullanilarak transfekte edilen hiicrelerin morfolojilerindeki farkliliklar invert

mikroskop ile degerlendirildi (Sekil 4.21, Sekil 4.22 ve Sekil 4.23).

Sekil 4.21, Sekil 4.22 ve Sekil 4.23 de goriildiigii gibi, kontrol grubu ve kontrol
siRNA ile transfekte edilen hiicre grubu morfolojileri incelendiginde farklilik
gbozlenmemistir. Fakat SVIP siRNA ile transfeksiyonun sonrasinda hiicrelerin

sitoplazmasinda vakuol olusumlar1 gézlenmistir.
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Sekil 4.21. Insan testis embriyonal karsinom hiicrelerinin (CRL-2073) SVIP
transfeksiyonu éncesi ve sonrasi morfolojilerinin isik mikroskosbik
goriintiisti (A, B, C). A: Kiiltiire edilmis CRL-2073 hiicreleri. B:
CRL-2073 hiicrelerinin kontrol siRNA ile transfeksiyonunun 48
saat sonrasindaki goriiniimii. C: CRL-2073 hiicrelerinin SVIP
SiRNA ile transfeksiyonunun 48 saat sonrasindaki goriiniimii.
Kirmizi ok: SVIP siRNA ile transfeksiyon sonrasinda hiicrelerin
sitoplazmasindaki vakuol olusumlari (Bar: 50 um).
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Sekil 4.22. Insan Leydig hiicrelerinin (10HU-103) SVIP transfeksiyonu oncesi
ve sonrast morfolojilerinin istk mikroskobik goriintiisii (4, B, C). A:
Kiiltiire edilmis 10-HU103 hiicreleri. B: 10-HUI03 hiicrelerinin
kontrol siRNA ile transfeksiyonunun 48 saat sonrasindaki
gortiniimii.  C: 10-HUI03  hiicrelerinin  SVIP siRNA ile
transfeksiyonunun 48 saat sonrasindaki goriiniimii. Kirmizi ok:
SVIP  siRNA ile transfeksiyon  sonrasinda  hiicrelerin
sitoplazmasindaki vakuol olusumlart (Bar: 50 um).
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Sekil 4.23. Fare Sertoli hiicrelerinin (CRL-2618) SVIP transfeksiyonu éncesi
ve sonrasi morfolojilerinin 15tk mikroskobik goriintiisii (A, B, C).
A: Kiiltiire edilmis CRL-2618 hiicresi. B: CRL-2618 hiicrelerinin
kontrol siRNA ile transfeksiyonunun 48 saat sonrasindaki
gortintimii. C: CRL-2618 hiicrelerinin  SVIP siRNA ile
transfeksiyonunun 48 saat sonrasindaki gériiniimii. Kirmizi ok:
SVIP  siRNA ile transfeksiyon  sonrasinda  hiicrelerin
sitoplazmasindaki vakuol olusumlari (Bar: 50 um).
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4.6. Insan Testis Embriyonal Karsinom, insan Leydig ve Fare Sertoli
Hiicre Hatlarinda SVIP siRNA Transfeksiyonu Sonrasi SVIP,
Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT Proteinlerinin immunofloresan

Boyama Bulgulan

4.6.1. Insan Testis Embriyonal Karsinom Hiicrelerinde Immunofloresan

Boyama Bulgular:

CRL-2073 hiicrelerinde belirlenen dozda verilen SVIP siRNA transfeksiyonu
sonrast SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT proteinlerinin ekspresyonlarinda
herhangi bir degisiklik olup olmadigin1 gostermek amaciyla immiinofloresan boyama
yapildi. CRL-2073 hiicrelerinde SVIP, Ubikutin, AR, USP26 ve UXT protein
ekspresyonlarinin kontrol siRNA ve SVIP siRNA verilen hiicrelerdeki degisim
katsayisini1 gorebilmek i¢in Image J programinda analiz yapildi. Daha sonra GraphPad
Prism 10 programinda istatistiksel analiz yapildi (Sekil 4.29). Kontrol siRNA verilen
ve SVIP siRNA verilen gruplar karsilastirildi.

SVIP siRNA transfeksiyonu sonrasi hiicrelerde SVIP ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli bir azalis goriildi (Sekil 4.24, Sekil 4.29; p=0.020).
Ubikiitin proteininin ekspresyonunun transfeksiyon sonrasi azaldigi gézlendi ancak bu
azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmad: (Sekil 4.25, Sekil 4.29; p=0.126). AR
ekspresyonunda transfeksiyon sonrasi istatistiksel olarak anlamli bir azalig goriildii
(Sekil 4.26, Sekil 4.29; p=0.021). USP26 proteininin ekspresyonu transfeksiyon
sonrasi istatistiksel olarak anlamli diizeyde azaldi (Sekil 4.27, Sekil 4.29; p=0.044).
UXT proteininin ekspresyonunun transfeksiyon sonrasi arttigi goriildii ancak bu artig

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 4.28, Sekil 4.29 p= 0.148).
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Kontrol siRNA SVIP siRNA

Sekil 4.24. CRL-2073 hiicre hattinda SVIP proteinin Kontrol siRNA ve SVIP
SIRNA  wuygulamalart  sonrasi  immiinofloresan  mikroskobik
goriintiileri  (14,1B,1C: Kontrol siRNA wuygulanan gruplar.
2A4,2B,2C: SVIP siRNA uygulanan gruplar). 14 ve 2A: FITC, 1Bve
2B: DAPI; 1Cve 2C: FITC + DAPI (Bar: 50 um,).
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Kontrol siRNA SVIP siRNA

[ _som ] —TT—

Sekil 4.25. CRL-2073 hiicre hattinda Ubikutin proteinin Kontrol siRNA ve
SVIP siRNA uygulamalari sonrast immiinofloresan mikroskobik
goriintiileri  (14,1B,1C: Kontrol siRNA uygulanan gruplar,

2A4,2B,2C: SVIP siRNA uygulanan gruplar). 14 ve 2A: Texas Red;
1B ve 2B: DAPI; 1C ve 2C: Texas Red + DAPI (Bar: 50 um).
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Kontrol siRNA SVIP siRNA

Sekil 4.26. CRL-2073 hiicre hattinda AR proteinin kontrol siRNA ve SVIP
SiIRNA  uygulamalart  sonrasi immiinofloresan  mikroskobik
goriintiileri  (14,1B,1C: Kontrol siRNA wuygulanan gruplar,
24,2B,2C: SVIP siRNA uygulanan gruplar). 14 ve 2A4: FITC;
1Bve 2B: DAPI; 1C ve 2C: FITC + DAPI (Bar: 50 um,).
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Kontrol siRNA SVIP siRNA

Sekil 4.27. CRL-2073 hiicre hattinda USP26 proteinin kontrol siRNA ve SVIP
SIRNA  uygulamalart  sonrasi  immiinofloresan  mikroskobik
goriintiileri  (14,1B,1C: Kontrol siRNA uygulanan gruplar;
2A4,2B,2C: SVIP siRNA uygulanan gruplar). 14 ve 2A: FITC, 1Bve
2B: DAPI; 1Cve 2C: FITC + DAPI (Bar: 50 um,).

70



Kontrol siRNA SVIP siRNA

Sekil 4.28. CRL-2073 hiicre hattinda UXT proteinin kontrol siRNA ve SVIP
SIRNA  uygulamalart  sonrasit immiinofloresan mikroskobik
goriintiileri  (14,1B,1C: Kontrol siRNA uygulanan gruplar;
24,2B,2C: SVIP siRNA uygulanan gruplar). 14 ve 2A4: FITC;
1Bve 2B: DAPI; 1C ve 2C: FITC + DAPI (Bar: 50 um,).
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Sekil 4.29. SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT proteinlerinin transfeksiyon
sonrasi ekspresyonlarinin immiinofloresan boyama sonucuna gére
istatistiksel karsilastirma grafikleri. A; SVIP B;Ubikiitin C; AR D;

USP26 E; UXT.

4.6.2. Insan Leydig Hiicrelerinde Immiinofloresan Boyama Bulgular

10-HU103 hiicrelerinde belirlenen dozda verilen SVIP siRNA transfeksiyonu
sonrast SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT proteinlerinin ekspresyonlarinda

herhangi bir degisiklik olup olmadigini1 gostermek amaciyla immiinofloresan boyama

yapildi. 10- HU103 hiicrelerinde SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT protein

ekspresyonlarinin kontrol siRNA ve SVIP siRNA verilen hiicrelerdeki degisim

katsayisini1 gorebilmek i¢in Image J programinda analiz yapildi. Daha sonra GraphPad

Prism 10 programinda istatistiksel analiz yapildi (Sekil 4.35). Kontrol siRNA verilen

ve SVIP siRNA verilen gruplar karsilastirildi.
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SVIP siRNA transfeksiyonu sonrasi hiicrelerde SVIP ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlamli bir azalig gortildii (Sekil 4.30, Sekil 4.35; p=0.008). Ubikiitin proteininin
ekspresyonunun transfeksiyon sonrasi azaldigi gozlense de bu azalis istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (Sekil 4.31, Sekil 4.35, p=0.122). AR ekspresyonunda transfeksiyon
sonrasi istatistiksel olarak anlamli bir azalis goriildi (Sekil 4.32, Sekil 4.35; p=0.015).
USP26 proteininin ekspresyonu transfeksiyon sonrasi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldi (Sekil 4.33, Sekil 4.35; p=0.032). UXT proteinin ekspresyonunda transfeksiyon
sonrasi istatistiksek olarak anlaml bir artis goriildii (Sekil 4.34, Sekil 4.35; p=0.018).

Kontrol siRNA SVIP siRNA

Sekil 4.30. /0-HU103 hiicre hattinda SVIP proteininin kontrol siRNA ve SVIP
SIRNA  uygulamalar:  sonrasi  immiinofloresan  mikroskobik
gortintiileri  (1A4,1B,1C: Kontrol siRNA wuygulanan gruplar,
2A4,2B,2C: SVIP siRNA uygulanan gruplar). 14 ve 2A: FITC; 1Bve
2B; DAPI I1C ve 2C: FITC + DAPI (Bar: 50 um,).
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Kontrol siRNA SVIP siRNA

Sekil 4.31. 10- HUI103 hiicre hattinda Ubikutin proteinin kontrol siRNA ve
SVIP siRNA uygulamalar: sonrasi immiinofloresan mikroskobik
goriintiileri  (14,1B,1C: Kontrol siRNA wuygulanan gruplar;

2A4,2B,2C: SVIP siRNA uygulanan gruplar). 14 ve 2A: Texas Red;
1B ve 2B: DAPI; 1C ve 2C: Texas Red + DAPI (Bar: 50 um).
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Kontrol siRNA SVIP siRNA

Sekil 4.32. /10-HUI103 hiicre hattinda AR proteinin kontrol siRNA ve SVIP
SIRNA  uygulamalart sonrast immiinofloresan mikroskobik
goriintiileri (14,1B,1C: Kontrol siRNA uygulanan gruplar;
24,2B,2C: SVIP siRNA uygulanan gruplar). 14 ve 2A: FITC;
1Bve 2B: DAPI; 1C ve 2C: FITC + DAPI (Kontrol siRNA Bar:
20 um, SVIP siRNA Bar: 50 um).
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Kontrol siRNA SVIP siRNA

Sekil 4.33. 10-HU103 hiicre hattinda USP26 proteinin kontrol siRNA ve SVIP
SIRNA  uygulamalart  sonrast  immiinofloresan  mikroskobik
goriintiileri  (14,1B,1C: Kontrol siRNA wuygulanan gruplar;
2A4,2B,2C: SVIP siRNA uygulanan gruplar). 14 ve 2A: FITC; 1Bve
2B: DAPI; 1C ve 2C: FITC + DAPI (Bar: 50 um).
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Kontrol siRNA SVIP siRNA

Sekil 4.34. 10-HU103 hiicre hattinda UXT proteinin kontrol siRNA ve SVIP
SIRNA  uygulamalar:  sonrasi  immiinofloresan  mikroskobik
goriintiileri  (14,1B,1C: Kontrol siRNA wuygulanan gruplar;
2A4,2B,2C: SVIP siRNA uygulanan gruplar). 1A ve 24: FITC;
1Bve 2B: DAPI; 1C ve 2C: FITC + DAPI (Bar: 50 um).
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Sekil 4.35. SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT proteinlerinin transfeksiyon
sonrasi ekspresyonlarimin immunofloresan boyama sonucuna
gore istatistiksel karsilastirma grafikleri. A; SVIP, B; Ubikiitin, C;

AR, D; USP26, E; UXT.

4.6.3. Fare Sertoli Hiicrelerinde Immiinofloresan Boyama Bulgular

CRL-2618 hiicrelerinde belirlenen dozda verilen SVIP siRNA transfeksiyonu
sonrast SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT proteinlerinin ekspresyonlarinda

herhangi bir degisiklik olup olmadigini gostermek amaciyla immiinofloresan boyama

yapildi. CRL-2618 hiicrelerinde SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT protein

ekspresyonlarinin kontrol siRNA ve SVIP siRNA verilen hiicrelerde ki degisim

katsayini gorebilmek i¢in Image J programinda analiz yapildi. Daha sonra GraphPad

Prism 10 programinda istatistiksel analiz yapild1 (Sekil 4.41). Kontrol siRNA verilen

ve SVIP siRNA verilen gruplar karsilastirildi.
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SVIP siRNA transfeksiyonu sonrasi hiicrelerde SVIP ekspresyonunda istatistiksel
olarak anlaml bir azalig goriildii (Sekil 4.36, Sekil 4.41; p=0.039). Ubikiitin proteininin
ekspresyonunun transfeksiyon sonrasi azaldigi goriilmekle beraber bu azalis istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (Sekil 4.37, Sekil 4.41; p=0.210). AR ekspresyonunda
transfeksiyon sonrasinda istatistiksel olarak anlamli bir azalig gortildii (Sekil 4.38, Sekil
4.41; p=0.025). USP26 proteininin ekspresyonu transfeksiyon sonrasi azaldi ama bu azalig
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (Sekil 4.39, Sekil 4.41; p=0.097). UXT proteininin
ekspresyonunun ise transfeksiyon sonrasi arttigi gozlendi ama bu artis istatistiksel olarak

anlamli bulunmadi (Sekil 4.40, Sekil 4.41; p=0.322).

Kontrol siRNA SVIP siRNA

Sekil 4.36. CRL-2618 hiicre hattinda SVIP proteinin kontrol siRNA ve SVIP siRNA
uygulamalart ~ sonrast  immiinofloresan  mikroskobik — goriintiileri
(14,1B,1C: Kontrol siRNA uygulanan gruplar; 24,2B,2C: SVIP siRNA
uygulanan gruplar). 14 ve 24: FITC; 1Bve 2B: DAPI; 1C ve 2C: FITC
+ DAPI (Bar: 50 um,).
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Kontrol siRNA SVIP siRNA

- -
—r— —rT—
- -
—TT— —rr—

—TT— —rT—

Sekil 4.37. CRL-2618 hiicre hattinda Ubikutin proteinin kontrol siRNA ve SVIP

SIRNA  uygulamalart  sonrasi  immiinofloresan  mikroskobik
goriintiileri  (14,1B,1C: Kontrol siRNA wuygulanan gruplar,

2A4,2B,2C: SVIP siRNA uygulanan gruplar). 14 ve 2A: Texas Red,
1Bve 2B: DAPI; 1C ve 2C: Texas Red + DAPI (Bar: 50 um).
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Kontrol siRNA SVIP siRNA

Sekil 4.38. CRL-2618 hiicre hattinda AR proteinin kontrol siRNA ve SVIP
SIRNA  uygulamalar: sonrasi immiinofloresan  mikroskobik
goriintiileri  (14,1B,1C: Kontrol siRNA wuygulanan gruplar;
2A4,2B,2C: SVIP siRNA uygulanan gruplar). 14 ve 2A: FITC; IBve
2B: DAPI; 1Cve 2C: FITC + DAPI (Bar: 50 um).
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Kontrol siRNA SVIP siRNA

Sekil 4.39. CRL-2618 hiicre hattinda USP26 proteinin kontrol siRNA ve SVIP
SIRNA  uygulamalari  sonrast immiinofloresan  mikroskobik
goriintiileri  (14,1B,1C: Kontrol siRNA wuygulanan gruplar;
2A4,2B,2C: SVIP siRNA uygulanan gruplar). 14 ve 2A: FITC; 1Bve
2B: DAPI; 1Cve 2C: FITC + DAPI (Bar: 50 um,).
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Kontrol siRNA SVIP siRNA

Sekil 4.40. CRL-2618 hiicre hattinda UXT proteinin kontrol siRNA ve SVIP
SIRNA  uygulamalart  sonrasit immiinofloresan mikroskobik
goriintiileri  (14,1B,1C: Kontrol siRNA uygulanan gruplar;
24,2B,2C: SVIP siRNA uygulanan gruplar). 14 ve 2A4: FITC;
1Bve 2B: DAPI; 1C ve 2C: FITC + DAPI (Bar: 50 um).
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Sekil 4.41. SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT proteinlerinin transfeksiyon
sonrasi ekspresyonlarinin immiinofloresan boyama sonucuna
gore istatistiksel karsilagstirma grafikleri. A; SVIP, B; Ubikiitin, C;
AR, D; USP26, E; UXT.

4.7. Insan Testis Embriyonal Karsinom, insan Leydig ve Fare Sertoli
Hiicre Hatlarinda SVIP siRNA Transfeksiyon Sonras1 SVIP,
Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT Proteinlerinin Ekspresyonlarinin
Western Blot Analiz Bulgulan

4.7.1. insan Testis Embriyonal Karsinom Hiicrelerinde Western Blot

Analiz Bulgulari

CRL-2073 hiicre hattinda SVIP ekspresyonunu baskilamak i¢in SVIP siRNA
kullanilarak transfeksiyon yapildi. Hiicrelerdeki SVIP genini susturmak amaciyla ayni
anda 4 farkli SVIP siRNA kullanildi. Bu transfeksiyon islemi 48 saat siire sonunda

sonlandirilda.
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Kontrol siRNA ve SVIP siRNA gruplarindaki USP26, AR, Ubikiitin, UXT ve
SVIP protein diizeylerini belirlemek i¢cin Western blot analizi yapildi (Sekil 4.42).
Hiicrelerde USP26, AR, Ubikiitin, UXT ve SVIP protein ekspresyonlarinin kontrol
siRNA ve SVIP siRNA verilen hiicrelerdeki degisim katsayisini gorebilmek i¢in Image
J programinda analiz yapildi. Daha sonra GraphPad Prism 10 programinda istatistiksel

analiz yapild1 (Sekil 4.43).

Kontrol siRNA verilen ve SVIP siRNA verilen gruplar arasinda protein
ekspresyonlari karsilastirildi. SVIP siRNA transfeksiyonu sonrasi hiicrelerde USP26
ekspresyonu azaldi ama bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,169). AR
ekspresyonu azaldi ama bu azalig istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.348).
Ubikiitin protein ekspresyonu azaldi ama bu azalis istatistiksel olarak anlamh
bulunmadi (p= 0.283). UXT proteinin ekspresyonu artt1 ancak bu artis istatistiksel
olarak anlamli degildi (p=0.113). SVIP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir
azalis goriildi (p=0.034).

Kontrol siRNA SVIP siRNA
1 2 1 2

USP26 N R T —— 120 kDA

AR O S S — 100 kDA

UBIKUTIN <y  —— - 80 kDA

UXT S e T S 50

SVIP gl GED cosmne wmsge 12 kDA

B-AKTIN m- 42 kDA

Sekil 4.42. CRL-2073 hiicre hattinda kontrol siRNA ve SVIP siRNA ile
transfeksiyon sonrasi Western Blot analizi bant gériintiileri.

Hiicrelerin kontrol siRNA ve SVIP siRNA ile transfeksiyonlari1 sonras1 Western
blot analizlerinden elde edilen bantlar, proteinlerin molekiiler agirliklarina gore
incelendi. Olusan bant goriintiileri Image J programinda okunup beta-aktin proteinine
oranlanarak degerlendirildi. Daha sonra veriler GraphPad Prism 10 programinda
istatistiksel olarak incelendi. Analizlerde p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi (Sekil 4.43).
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Sekil 4.43. USP26, AR, Ubikiitin, UXT ve SVIP, proteinlerinin transfeksiyon
sonrast ekspresyonlarinin western blot analizi sonrasi istatistiksel
karsilagtirma grafikleri. A; USP26, B; AR, C; Ubikiitin, D;UXT,
E; SVIP.

4.7.2. Insan Leydig Hiicrelerinde Western Blot Analiz Bulgular

10-HU103 hiicre hattinda SVIP ekspresyonunu baskilamak i¢cin SVIP siRNA
kullanilarak transfeksiyon yapildi. Hiicrelerdeki SVIP genini susturmak amaciyla ayni
anda 4 farkli SVIP siRNA kullanildi. Bu transfeksiyon islemi 48 saat siire sonunda

sonlandirildi.

Kontrol siRNA ve SVIP siRNA gruplarindaki USP26, AR, Ubikiitin, UXT ve
SVIP protein diizeylerini belirlemek i¢in western blot analizi yapildi (Sekil 4.44).
Hiicrelerde USP26, AR, Ubikiitin, UXT ve SVIP protein ekspresyonlarinin kontrol
siRNA ve SVIP siRNA verilen hiicrelerdeki degisim katsayisin1 gérebilmek i¢in Image
J programinda analiz yapildi. Daha sonra GraphPad Prism 10 programinda istatistiksel

analiz yapild1 (Sekil 4.45).
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Kontrol siRNA verilen ve SVIP siRNA verilen gruplar arasinda protein
ekspresyonlari karsilastirildi. SVIP siRNA transfeksiyonu sonrasi hiicrelerde USP26
ekspresyonu azaldi ama bu azalis istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,111). AR
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii (p=0.014). Ubikiitin
protein ekspresyonu azaldi ancak bu azalis istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=
0.143). UXT proteininin ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artig goriildii
(p=0.045). SVIP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalis goriildi
(p=0.011).

Kontrol siRNA SVIP siRNA

120 kDA

100 kDA

UBIKUTIN S s S 30DA

UXT k“a e @mwe  3LDA

SVIP s : : 12 kDA

B-AKTIN D -— sy 20A

Sekil 4.44. 10-HUI03 hiicre hattinda kontrol siRNA ve SVIP siRNA
iletransfeksiyon sonrast Western Blot analizi bant goriintiileri.

Hiicrelerin kontrol siRNA ve SVIP siRNA ile transfeksiyonlar1 sonrasit western
blot analizlerinden elde edilen bantlar, proteinlerin molekiiler agirliklarima gore
incelendi. Olusan bant goriintiileri Image J programinda okunup beta-aktin proteinine
oranlanarak degerlendirildi. Daha sonra veriler GraphPad Prism 10 programinda
istatistiksel olarak incelendi. Analizlerde p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi (Sekil 4.45).
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Sekil 4.45. USP26, AR, Ubikiitin, UXT ve SVIP SVIP, proteinlerinin
transfeksiyon sonrasi ekspresyonlarimin western blot analizi
sonrast istatistiksel karsilagtirma grafikleri. A; USP26, B; AR, C;
Ubikiitin, D; UXT, E; SVIP.

4.7.3. Fare Sertoli Hiicrelerinde Western Blot Analiz Bulgular:

CRL-2618 hiicre hattinda SVIP ekspresyonunu baskilamak i¢in SVIP siRNA
kullanilarak transfeksiyon yapildi. Hiicrelerdeki SVIP genini susturmak amaciyla ayn
anda 4 farkli SVIP siRNA kullanildi. Bu transfeksiyon islemi 48 saat siire sonunda

sonlandirildi.

Kontrol siRNA ve SVIP siRNA gruplarindaki USP26, AR, Ubikiitin, UXT ve
SVIP protein diizeylerini belirlemek icin western blot analizi yapildi (Sekil 4.46).
Hiicrelerde USP26, AR, Ubikiitin, UXT ve SVIP protein ekspresyonlarinin kontrol
siRNA ve SVIP siRNA verilen hiicrelerdeki degisim katsayisini gorebilmek i¢in Image
J programinda analiz yapildi. Daha sonra GraphPad Prism 10 programinda istatistiksel

analiz yapild1 (Sekil 4.47).
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Kontrol siRNA verilen ve SVIP siRNA verilen gruplar arasinda protein
ekspresyonlari karsilastirildi. SVIP siRNA transfeksiyonu sonrasi hiicrelerde USP26
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalig goriildi (p=0,010). AR
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii (p=0.039). Ubikiitin
protein ekspresyonu azaldi ama istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriilmedi (p=
0.267). UXT proteinin ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artis goriildi
(p=0.020). SVIP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir azalis goriildi
(p=0.002).

Kontrol siRNA SVIP siRNA
1 2 1 2

USP26 -b_ ~smmme S 120 kDA

UBIKUTIN  as— s— m m 80 kDA
UXT R L B
SVIP | — é B 12 DA

B-AKTIN . S ~ — 42 KDA

Sekil 4.46. CRL-2618 hiicre hattinda kontrol siRNA ve SVIP siRNA ile
transfeksiyon sonrast Western Blot analizi bant goriintiileri.

Hiicrelerin kontrol siRNA ve SVIP siRNA ile transfeksiyonlar1 sonrast western
blot analizlerinden elde edilen bantlar, proteinlerin molekiiler agirliklarina gore
incelendi. Olusan bant goriintiileri Image J programinda okunup beta-aktin proteinine
oranlanarak degerlendirildi. Daha sonra veriler GraphPad Prism 10 programinda
istatistiksel olarak incelendi. Analizlerde p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul

edildi (Sekil 4.47).
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Sekil 4.47. USP26, AR, Ubikiitin, UXT ve SVIP SVIP, proteinlerinin
transfeksiyon sonrasi ekspresyonlarinin western blot analizi
sonrast istatistiksel karsilagtirma grafikleri. A; USP26, B; AR,
C; Ubikiitin, D; UXT, E; SVIP.

4.8. Insan Testis Embriyonal Karsinom, insan Leydig ve Fare Sertoli
Hiicre Hatlarinda SVIP siRNA Transfeksiyon Sonras1 gRT-PCR

Analiz Bulgular:

4.8.1. insan Testis Embriyonal Karsinom Hiicrelerinde qRT-PCR Analiz
Bulgular

CRL-2073 hiicrelerinde qRT-PCR yontemi ile SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve
UXT gen ekspresyonlari belirlendi. Daha sonra kontrol siRNA ve SVIP siRNA’ler ile
48 saat stire transfeksiyon iglemleri sonrasi tekrarli qRT-PCR analizleri yapildi ve
SVIP, Ubikutin, AR, USP26 ve UXT gen ekspresyonlar1 belirlendi. QqRT-PCR deneyi
icin Oncelikle tiim genlerin ekspresyonlar1 belirlenirken ¢cDNA’lar kalip olarak

kulland1. Analizler degerlendirilirken YWHAZ geni referans olarak kullanildi.
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CRL-2073 hiicrelerinde SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT genlerinin
YWHAZ’a gore goreceli ekspresyonlar1 belirlenirken AACt yontemi kullanildi.
Genlerin ekspresyon seviyeleri her bir 6rnek i¢in YWHAZ ile standardize edilerek 2
“AACT matematiksel modeline gore hesaplandi. Kontrol siRNA ve SVIP siRNA ile
transfekte edilen hiicrelerde SVIP gen ekspresyonunda anlamli bir azalma goriildi
(p=0,004). Ubikiitin gen ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli bir artig goriildii
(p=0,018). AR gen ekspresyonunda artis goriildii ancak bu artis istatistiksel olarak
anlaml degildi (p=0,082). USP26 gen ekspresyonunda artis goriildii ama bu artis
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,161). UXT gen ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli bir artis goriildii (p=0,017). Genlerin ekspresyonlari
degisim katsayilarina gore grafikler iizerinde gosterildi (Sekil 4.48). Analizlerde
p<0.05 istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.
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Sekil 4.48. CRL-2073 hiicre hattinda SVIP siRNA trasnfeskiyonu sonrasi gRT-
PCR analizi sonrasi istatistiksel karsilastirma grafikleri. A; SVIP,
B; UBIKUTIN, C; AR, D; USP26, E; UXT.
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4.8.2. insan Leydig Hiicrelerinde qRT-PCR Analiz Bulgular

10-HU103 hiicrelerinde qRT-PCR yontemi ile SVIP, UbikUtin, AR, USP26 ve
UXT gen ekspresyonlari belirlendi. Daha sonra kontrol siRNA ve SVIP siRNA’ler ile
48 saat siire transfeksiyon islemleri sonrasi tekrarli QRT-PCR analizleri yapildi ve
SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT gen ekspresyonlar1 belirlendi. qRT-PCR deneyi
icin Oncelikle tiim genlerin ekspresyonlar1 belirlenitken cDNA’lar kalip olarak

kullandi. Analizler degerlendirilirken YWHAZ geni referans olarak kullanildi.

10-HU103 hiicrelerinde SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT genlerinin
YWHAZ’a gore goreceli ekspresyonlart belirlenirken AACT yontemi kullanildi.
Genlerin ekspresyon seviyeleri her bir 6rnek i¢in YWHAZ ile standardize edilerek 2
“AACT matematiksel modeline gore hesaplandi. Kontrol siRNA ve SVIP siRNA ile
transfekte edilen hiicrelerde SVIP gen ekspresyonunda azalma goriildii ancak bu azalis
istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,222). Ubikiitin geninde artig goriildii ama bu
artig istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,334). AR gen ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli bir azalma goriildii (p=0,020). USP26 gen ekspresyonunda
azalma goriildii ancak bu azalis istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,175). UXT gen
ekspresyonunda artis goriildii ama bu artig istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p=0,204). Genlerin ekspresyonlar1 degisim katsayilarina gore grafikler ilizerinde
gosterildi (Sekil 4.49). Analizlerde p<0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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UXT gen ekspresyonlari belirlendi. Daha sonra kontrol siRNA ve SVIP siRNA’ler ile
48 saat stire transfeksiyon iglemleri sonrasi tekrarli qRT-PCR analizleri yapildi ve
SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT gen ekspresyonlar1 belirlendi. qRT-PCR deneyi

icin Oncelikle tiim genlerin ekspresyonlar1 belirlenirken ¢cDNA’lar kalip olarak

Sekil 4.49. 10-HU103 hiicre hattinda SVIP siRNA trasnfeskiyonu sonrasi gRT-
PCR analizi sonrast istatistiksel karsilagtirma grafikleri. A; SVIP,

B: UBIKUTIN, C: AR, D; USP26, E; UXT.

4.8.3. Fare Sertoli Hiicrelerinde gRT-PCR Analizlerinin

Degerlendirilmesi

CRL-2618 hiicrelerinde qRT-PCR yo6ntemi ile SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve

kulland1. Analizler degerlendirilirken YWHAZ geni referans olarak kullanildi.

YWHAZ’a gore goreceli ekspresyonlari belirlenirken AACT yontemi kullanildi.
Genlerin ekspresyon seviyeleri her bir 6rnek i¢in YWHAZ ile standardize edilerek 2
“AACT matematiksel modeline gore hesaplandi. Kontrol siRNA ve SVIP siRNA ile
transfekte edilen hiicrelerde SVIP gen ekspresyonunda azalma goriildi (p=0,131).

CRL-2618 hiicrelerinde SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT genlerinin
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Ubikiitin gen ekspresyonunda artis goriildii (p=0,222). AR gen ekspresyonunda
azalma goriildi (p=0,217). USP26 gen ekspresyonunda artis goriildi (p=0,129). UXT
gen ekspresyonunda artig goriildii (p=0,127). Gen ifade diizeylerinin hig¢birindeki
degisiklikler istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Genlerin ekspresyonlar1 degisim
katsayilarina gore grafikler iizerinde gosterildi (Sekil 4.50). Analizlerde p<0.05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 4.50. CRL-2618 hiicre hattinda SVIP siRNA trasnfeskiyonu sonrasi gRT-
PCR analizi sonrasi istatistiksel karsilastirma grafikleri. A; SVIP,
B; UBIKUTIN, C; AR, D; USP26, E; UXT.
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5. TARTISMA

Testisin ana fonksiyonlar1 androjen iiretimi ve spermatogenezdir. Androjenler,
testosteron ve dihidrotestosteron iceren bir steroid hormon sinifidir. Bu hormonlar
androjen reseptorleriyle (AR) birlikte erkek cinsel farklilagmasinin diizenlenmesinde,
ergenlik gelisiminde, ikincil cinsiyet Ozelliklerinin farklilasmasinda ve cinsel
olgunlagsmada 6nemli rol oynarlar. Spermatogenez, testisin belirli bolgelerinde ardigik
hiicresel olaylarin sirayla meydana geldigi karmasik bir siirectir. Spermatogonyanin
mitozunu, spermatositlerin iki mayotik boliinmesini ve spermiyogenezi igerir (Kitaoka

ve Yamashita, 2024).

Testisteki ana steroidojenik hiicreler Leydig hiicreleridir. Steroidogenez siireci
ile Leydig hiicrelerinden testosteron tiretimi saglanir. Bu iiretim luteinize edici hormon
(LH) tarafindan kontrol edilir ve bu hormon hipofizden salgilanir. Sertoli hiicreleri
testis dokusunun 6nemli fonksiyonlari olan hiicreleridir. Spermatogenezin kontroliinii
saglarlar, germ hiicrelerine desteklik saglarlar, kalan islevsiz pargalarin fagosite

edilmesini saglarlar ve kan testis bariyerini olustururlar (Ross ve Pawlina, 2006).

Testis kanseri 20-40 yas arasi erkeklerde en sik goriilen kanserdir ve 15-19 yas
arast erkeklerde 16semi sonrasi en sik goriilen 2. kanser tiirtidiir. Testis kanserinin
nedenleri net olarak agiklanamamaktadir. Yapilan ¢alismalarda inmemis testis
(kriptorsidizm), infertilite, aile OyKkiisti, perinatal risk faktorleri, beslenme, mesleki ve
cevresel faktorler testis kanserinin nedenleri olarak gosterilmektedir. Testis
tiimorlerinin bliyiik cogunlugu (%90-95) germ hiicre kdkenlidir (seminom ve non-
seminom). Germ hiicreli tiimorler igerisinde en yaygin goriilen tiirlerden birisi de
embriyonal karsinomdur. Makroskobik olarak kotii sinirli, soluk gri renklidir. Nekroz
ve kanama mevcuttur. Mikroskobik olarak ise kanserli hiicreler biiyiik ve diizensizdir

(Y1lmaz ve Yunang, 2022).

Testis kanserinin genellikle etkiledigi yas aralig1 fertil donem oldugu icin testis
kanseri ve infertilite iliskisi 6nemlidir. Testis tiimdrlerinin hastalarda en sik goriilen
yan etkisi fertilite problemidir. Testis kanseri olan kisilerde orsiektomi sonrast %50
oraninda spermatogenezde bozulma olabilir. Bunun {izerine hastanin kemoterapi
tedavisi almasi ile spermatagonez mekanizmasi daha ¢ok etkilenir. Kemoterapinin

spermatogenezi etkilemesi, kullanilan ilaglarin doz ve birikim etkisine gore
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degismektedir. Sisplatin ve nitrojen mustard tiirevi ilaglar germ hiicrelerine en ¢ok
zarar veren ilaglardir. Ornegin sisplatin tedavisi alan kisilerde 400 mg iizerinde alinan
dozlar Tip A spermatogonyumlarda kalic1 hasar olusturmaktadir. Bazi ¢alismalarda
Comet testi ile kemoterapi sonrasi sperm DNA hasar1 arastirilmis ve kemoterapi
sonrast DNA hasarinda artis oldugu tespit edilmistir. Testis germ hiicrelerinin mitotik
aktivitesi ¢ok yiiksek oldugu i¢in radyoterapiden de cok etkilenirler (Yilmaz ve

Yunang, 2022; Ushida vd.,2011).

Kiiciik p97/VCP etkilesimli proteinin (SVIP) tanimi ilk kez 2003 yilinda
Nagahama vd., tarafindan yapilmistir. SVIP, endoplazmik retikulumla iliskili protein
bozulmasi (ERAD) yolunda rol oynayan 76 amino asitten olusan ve AAA+ATPaz
ailesinden olan p97/valosin igeren proteini (VCP) diizenleyen bir kofaktordiir. SVIP,
ERAD yolunun endojen bir inhibitdrii olarak calisir. Bir ERAD inhibitdrii olmasinin
yani sira SVIP, otofajik yolun diizenleyicisi olarak da tanimlanmistir (Ballar vd., 2007,

Wu vd., 2013).

SVIP ekspresyonu en yiiksek merkezi sinir sisteminde serebrum ve
serebellumda goriilmektedir (Wang vd., 2011). Literatiirde SVIP’in sinir sistemi
haricindeki doku ve hiicrelerdeki ekspresyonu hakkinda sinirl sayida ¢alisma vardir.
SVIP ile ilgili yapilan ¢aligmalara bakacak olursak, SVIP'in glioma hastalarinda tedavi
sirasindaki biyolojik rolii incelenmistir. Glioma hiicrelerinde SVIP ekspresyonu
azalirken AR ekspresyonunun normal dokuya kiyasla arttig1 goriilmiistiir (Bao vd.,
2017). Daha yakin zamanlarda, SVIP'in bir tiimor baskilayici roli tarif edilmis ve
ekspresyonu, artan ER stresi ve kanser biiyliimesinin inhibisyonu ile iligskilendirilmistir.
2021 yilinda HeLa hiicrelerinde SVIP ile ilgili yapilan bir calismada, SVIP’in
lizozomal dinamik i¢in dnemli bir protein oldugu gosterilmistir. SVIP mutasyonlarinin
kas kaybina ve noromiiskiiler dejenerasyona neden oldugu gdsterilmistir (Johnson vd.,

2021).

Androjenler ¢cok 6nemli steroid hormonlardir ve ikincil cinsiyet 6zelliklerinin
gelisimi, spermatogenezin baslatilmasi ve siirdiiriilmesi gibi bir¢ok iireme sistemi
fonksiyonunun diizenlenmesinde rol oynarlar. Androjen fonksiyonu androjen
reseptorlii tarafindan baslatilir. Bu reseptorler niikleer reseptor siiper ailesinin
tiyeleridir ve androjene duyarli genlerin ekspresyon seviyeleri AR tarafindan

diizenlenir. Androjenlerin ve androjen reseptorlerinin erkek spermatogenezi ve
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tiremesindeki rolleri kesin olarak belirlenmistir (O’Hara ve Smith, 2015; Gent

vd.,2004).

Son yillarda yapilan ¢alismalar SVIP’in androjene duyarli bir protein oldugunu
ve ekspresyonunun androjenler tarafindan diizenlendigini gostermistir. Bu islevle ilgili
olarak yakin zamanda yaymlanan bir makalede, prostat kanserinde SVIP
ekspresyonunun androjen tarafindan diizenlendigi gosterilmistir. Ana androjen iireten
dokular olan erkek ilireme organlarinda SVIP'in ekspresyonu ve olas1 fonksiyonu

hakkinda literatiirde ¢cok az bilgi mevcuttur.

Yapilan bir ¢aligmada, androjenlerin yiiksek oranda eksprese edildigi fare
testisinde SVIP’in hiicresel lokalizasyonu ve ekspresyonu ile ilgili 6nemli bulgular
paylasilmistir. Yapilan bu calismada fetal ve postnatal fare testislerinde SVIP
ekspresyonu gosterilmistir. Ayrica bu ¢alismada fare testisinde SVIP ile Leydig hiicre

gelisimi arasinda 6nemli bir baglant1 ortaya konmustur (Akcan vd., 2020).

2023 yilinda insan testis dokusunda SVIP ve p97/VCP ekspresyonu ve
fonksiyonu lizerinde bir ¢alisma yapilmistir. Bu calismanin amact bu proteinlerin
aciklanamayan infertilite vakalarinda testis hiicre belirteci olarak kullanilmasidir. Bu
calisma farkli postnatal yas donemlerindeki normal insan testis dokularinda SVIP ve
VCP protein ekspresyonlarini immiinohistokimyasal yontemler ile tanimlamistir.
Testis dokusunda Sertoli, Leydig ve germ hiicrelerinde ekspresyonlar
degerlendirilmistir. SVIP ve VCP ekspresyonlart neonatal dénemde diisiik iken
prepubertal ve pubertal donemde artmaktadir. Sertoli, Leydig ve peritiibiiler
hiicrelerdeki androjen yanit, testis gelisim asamalar1 ve normal testis fonksiyonu i¢in

gereklidir (Arict ve Erdemir, 2023).

Literatiirde SVIP siRNA ile ilgili cok az ¢alisma bulunmaktadir. Hepatositler
ile ilgili yapilan bir ¢alismada SVIP fonksiyonunu durdurmak i¢in SVIP siRNA
kullanilmis ve hepatositlerde ki VLDL (Very Low Density Lipoprotein) salgisi
azalmistir (Tiwari vd., 2016). Glioma hiicreleri ile ilgili yapilan bir c¢aligmada
kullanilan SVIP siRNA sonrast kanserli hiicrelerde SVIP ifadesi azalirken AR
ifadesinin normal dokuya kiyasla arttig1 tespit edilmistir (Bao vd., 2017). 2022 yilinda
yapilan bir calismada SVIP siRNA transfeksiyonu yapilan Leydig hiicrelerinde kontrol
siRNA ve SVIP siRNA verilen gruplar arasinda testosteron seviyesine bakildiginda
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SVIP siRNA verilen grupta daha diigiik bir testosteron seviyesi goriilmiistiir. SVIP
siRNA verilmesi sonucunda steroidogenez mekanizmasindaki proteinlerin etkilendigi

gosterilmistir (Alimogullar1 vd., 2022).

Literatiirde SVIP’in timo6r baskilayic1 roli  tanimlanmis ve SVIP
ekspresyonunun artan ER stresi ve kanser biiyiimesinin inhibisyonu ile iligkili oldugu
gosterilmistir. Kanserli hiicrelerde yapilan ¢alismalarda SVIP ifadelenmesinin normal
hiicrelere gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir. Bunun nedeni malign olan hiicrelerde
daha fazla miktarda poliubikiitinlenmis proteinlerin birikmesidir. Daha 6nce yapmis
oldugumuz insan testis timorleri ile ilgili calismamizda timorli dokular ve normal
dokularda ki p97/VCP ve Ubikiitin protein ekspresyonlari karsilastirildiginda anlamli
derecede farkliliklar gézlenmistir (Nakkas vd., 2021). Cesitli testis tiimorlii dokular ile
normal testis dokularim1 karsilastirdigimiz ¢n c¢alismada, SVIP ve p97/VCP
ekspresyonlart  degerlendirildiginde tiimorlii  dokularda daha yiliksek SVIP
ekspresyonu goriilmiistiir. Yapmis oldugumuz ¢alismada en yiiksek SVIP ekspresyonu
Leydig hiicre tiimorlerinde gortilmiistiir. Daha sonra sirasi ile Sertoli ve embriyonal
karsinom gelmektedir. Yapmis oldugumuz bu ¢alismalardan yola ¢ikarak insan testis
embriyonal karsinom hiicrelerinde SVIP ve UPS proteinlerin ekspresyonlari ile ilgili
calismay1 hedefledik. Bu calismamizda da testis tiimorlerinden birisi olan embriyonal
karsinom hiicrelerinde SVIP’in infertilite ile iligkilendirilen proteinler ve Ubikiitin
aracilt sinyal yolagi lizerinde etkisi olup olmadigimi arastirdik. Literatiirde insan
embriyonal karsinom hiicre hattinda SVIP ekspresyonuna ilk kez bakilmis olmasi
literatiir agisindan biiyiik 6nem teskil etmektedir. Bu ¢alismada embriyonal karsinom
hiicre hattinda siRNA transfeksiyonu ile SVIP ekspresyonunun inhibisyonun yapilmis

olmasi literatiir i¢cin dnemlidir.

Literatiirde SVIP ile ilgili sinirli olan ¢caligmalar tarandiktan sonra, literatiirdeki
bilgiler dogrultusunda tez ¢alismamda insan testis embriyonal karsinom hiicrelerinde
ve kontrol grubu olarak kullanilan fare Sertoli ve insan Leydig hiicre hatlarinda SVIP,
Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT proteinlerinin ekspresyonlar1 degerlendirildi. Ayrica
SVIP ifadesinin siRNA ile baskilanmasinin bu proteinlerin ekspresyonlarini nasil
etkiledigi arastirildi. Hiicre hatlarinda SVIP’in fonksiyonunu belirlemek amaci ile
hiicrelerdeki gen ekspresyonlarinin baskilanmasi i¢in siRNA ile transfeksiyon yontemi
uygulandi. Bu yontemde siRNA oOncelikle hedef gene karsi tasarlanir ve bdylece

transfeksiyon protokolii aracilifi ile genin etkili sekilde baskilanmasi veya
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susturulmasi saglanir. SVIP geninin baskilanmasi i¢in siRNA ile transfeksiyon
yonteminin secilmesinin sebebi siRNA’nin hiicre tiplerine kolay uygulanabilmesi,
yuksek verimlilige ve tekrarlanabilirlige sahip olmasidir (Han, 2018). Calismamizda
SVIP geninin baskilanmasi i¢in 4 farklt SVIP siRNA bir arada kullanildi. Hiicrelere
verilen SVIP siRNA dozu literatirde yer alan c¢aligmalara gore belirlendi
(Alimogullari, 2020; Sahin, 2021). Uygulanan dozun hiicreler i¢in herhangi toksik bir
etkisinin olup olmadigin1 gostermek i¢in Tripan mavisi ile boyama yapildi. Boyama
sonucuna bakildiginda kontrol siRNA verilen ve SVIP siRNA verilen hiicrelerin
canliligr arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.20).
Transfeksiyon sonrast hiicre morfolojilerine bakildiginda hiicrelerin sitoplazmalarinda
SVIP siRNA sonrasi vakuol olusumu gozlemlendi (Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23).
Belirlenen dozda uygulanan transfeksiyonun Oncesi ve sonrasindaki protein
ekspresyon degisikliklerine bakildi. Bu ¢aligmalar sirasinda immiinfloresan, western

blot ve qRT-PCR analizleri kullanildi.

Ubikiitin proteazom sistemi (UPS), protein bozulmasinda ve bazi durumlarda
protein aktivitesinin diizenlenmesinde dnemli roller oynar (Kwon ve Ciechanover,
2017). UPS‘de meydana gelen diizensizlikler genellikle kanser gibi patolojik
durumlara neden olmaktadir (Nijman vd., 2005). Bununla birlikte, baz1 durumlarda
ubikiiitin zinciri hem fonksiyonel proteinleri hem de ubikiiitini geri doniistiiren
deubikiiitinasyon enzimlerini de (DUB'ler) igerebilir. Deubikiiitinazlar (DUB'ler),
ubikiiitini uzaklagtiran ve geri doniistliren sistein proteazlardir (Suresh vd.,2015). Su
ana kadar insanda 100'den fazla DUB enzimi tanimlanmistir (Tian vd., 2019). DUB'ler
apoptoz, hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve proteinlerin bozulmadan korunmasi gibi
cesitli biyolojik siireglere katilir. DUB'ler alti kategoride simiflandirilir: USP
(ubikuitine 6zgii) isleme proteazlar1), UCH (ubikiiitin C-terminal hidrolazlar1), JAMM
(Jab1/Pab1/MPN alanm igeren metaloenzimler), OUT (ovarian tumour proteases),
MCPIP'ler (monosit kemotaktik protein kaynakli proteazlar) ve Ataksin-3/Josephin.
Ozellikle USP ve UCH ailesine ait olan DUB'lerin spermatogenez mekanizmasinda
onemli olduklar1 gosterilmistir. Ubikiitinasyon, hiicresel proteinlerin stabilitesini ve

bozulmasini kontrol eden 6nemli bir biyolojik stiregtir (Stouffs vd., 2004).

Erkek tireme sisteminde ubikiitin proteazom sisteminin (UPS) infertilite
tizerinde etkisi olduguna dair ¢alismalar vardir. Bu nedenle UPS’nin bilesenleri olan

proteinlerin ekspresyonunun arastirilmasi testis biyolojisi i¢in dnemlidir. Bu zamana
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kadar, insan testis embriyonal karsinom hiicrelerinde SVIP ve etkilesimde oldugu
proteinlerin ekspresyonu iizerine literatiirde arastirma yoktur. Bu nedenle bu tez

calismasindan elde edilen bulgular literatiir i¢in 6nemlidir.

USP26, bliyiimenin kontrolii, farklilasma, onkogenez ve genom biitiinliigii
dahil olmak iizere biyolojik olarak énemli bir¢ok hiicresel siiregte rol oynayan DUB
ailesinin bir liyesidir (Wosnitzer vd., 2014). USP26’nin ilk olarak tanimi1 Wang vd.
(2001) tarafindan yapilmistir. Polimerik ubikiiitin zincirlerini substratlardan ayiran ve
hiicrelerde ubikiiitin homeostazisinin korunmasindan sorumlu olan sistein proteaz
ailesinin iiyesidir. USP26 tek bir ekzondan olusur ve Xq26.2'de bulunur. Testiste bu
genin Ozel ifadesi hem farelerde hem de insanlarda belirlenmistir. DUB'lerin 6nemi,
USP26'nin testise 6zgii ifadesi, spermatogenezin diizenlenmesindeki varsayilan rolii
ve geni bir bireyde tek bir alel ile sinirlayan X kromozomu {iizerindeki konumu goz
oniine alindiginda, USP26 erkek infertilitesinin arastirilmasi i¢in Oonemli bir gen
konumuna gelmistir (Ferlin vd., 2007; Stouffs vd., 2009). Bir¢ok ¢alisma USP26'daki
polimorfizmlerin obstriiktif olmayan azospermi veya astenozoospermi ile iligkili

oldugunu bildirmistir (Zhang vd., 2009).

USP26’nin in vitro c¢alismalarda spermatogenez ve steroid iiretiminde
diizenleyici olarak gorev yaptigi rapor edilmistir. Jing ve arkadaslar1 yapmis olduklar
bir ¢caligmada USP26’nin siRNA ile transfekte edildiginde AR ekspresyonunun da
USP26 ile birlikte azaldigin1 gostermislerdir (Wang vd., 2020). Fare testislerinde
USP26, sperm hiicrelerinde ve kan-testis bariyerinde yiiksek oranda eksprese edilir.
Insanlarda USP26, Leydig hiicrelerinde ve Sertoli hiicrelerinde yiiksek oranda
eksprese edilir (Wosnitzer vd., 2014).

UXT, 157 amino asit uzunlugunda ¢esitli dokularda yaygin olarak eksprese
edilen ve ozellikle spermatogenez mekanizmasinda yer alan 6nemli bir proteindir.
Literatiirde yapilan bir ¢alismada Sertoli hiicrelerinde UXT'nin silinmesinin
spermatogenez mekanizmasini olumsuz etkiledigi gosterilmistir. Yine ayni ¢alismada
UXT proteini germ hiicrelerinde silindiginde testis biiyiikliigii ve agirliginin azaldig:
gosterilmistir (Thomas vd., 2020). Bir baska calismada UXT ekspresyonu
durdurulmus farelerin testisleri kontrol grubundaki hayvanlar ile kiyaslandiginda testis
boyutunun 6nemli Ol¢iide azaldig1 ve sperm icermedigi goriilmiistiir (Schafler vd.,

2018).
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Androjenler spermatogenez siirecini kontrol eden kritik seks hormonlaridir.
Eylemlerine niikleer reseptor siiper ailesinin bir iiyesi olan androjen reseptorii (AR)
aracilik eder. Sertoli hiicrelerinin genellikle spermatogenez iizerindeki androjen
etkisinin 6nemli aracilarindan biri oldugu kabul edilir. AR’lerin testis dokusunda
Leydig, Sertoli ve peritiibiiler hiicrelerde lokalize oldugu bilinmektedir. Sertoli
hiicreleri ve peritiibiiler miyoid hiicrelerin AR’leri eksprese ettigi bulunmustur (Llinas-
Arias vd., 2019, Romanuik vd., 2010). Sertoli hiicreleri spermatogenez sirasinda germ
hiicreleriyle fiziksel temas halindedir ve seminifer tiibiillerde androjene duyarh tek
somatik hiicre tipidir (Erzurumlu ve Ballar, 2017). Sertoli hiicrelerinin AR'leri
spermatogenezi ve testis fonksiyonunu diizenler. Normal testis gelisimi ve
fonksiyonunun ilerlemesi ic¢in Sertoli, Leydig ve peritiibiiler hiicrelerde bir AR
yanitinin olusmasi gerekir (Wang vd., 2009). Leydig hiicrelerinin sitoplazmik yapilar
androjen tiretim fonksiyonlartyla iligkilidir (Shen vd., 2016).

Androjenler, Sertoli hiicreleri ve sperm olgunlagmasi iizerinde dogrudan etkiye
sahip oldugundan erkeklerde dogurganligin siirdiiriilebilmesi i¢in mutlaka
ekspresyonlarinin olmasi gerekir. Androjen etkisine, gen regiilasyonunda yer alan bir
transkripsiyon faktorii AR araciligiyla molekiiler diizeyde aracilik edilir. AR
ekspresyonu durdurulursa bu genellikle infertilite ile sonuglanir. Sertoli hiicreleri,
germ hiicrelerinin beslenmesi ve gelisimi i¢in 6nemlidir. Sertoli hiicreleri androjen
reseptoriinii eksprese eder. Androjen reseptor genindeki mutasyonlarin neden oldugu
androjen duyarsizligi, erkek infertilitesinin 6nemli bir genetik nedenidir (Hiort ve

Holterhus, 2003).

Literatiirde yer alan bir calismada AR geninin silinmesi sonucunda fare
epididimisinde sperm olmadig1 ve dolayisiyla farelerin infertil oldugu gosterilmistir
(Smith ve Walker, 2014). Leydig hiicrelerinde yapilan bir calismada da AR geni
silindiginde spermatidler yuvarlak sekilde olusmus ve bunun sonucunda fareler infertil
olmustur (Smith ve Walker, 2014). Fare germ hiicrelerinde yapilan bir calismada AR
geni durduruldugu zaman farelerin spermatogenez mekanizmasinin etkilenmedigi

gosterilmistir (Zhang vd., 2011).

Bununla birlikte AR’nin germ hiicrelerindeki ekspresyonu tartigmalidir
(Johnston vd, 2001). Testis dokusundaki germ hiicrelerinde AR’nin varligim da

yoklugunu da destekleyen yayinlar vardir (Tsai vd, 2006). Bu konu literatiirde tam

101



olarak acikliga kavugmamustir. Germ hiicreleri AR’ye direkt baglanmak yerine Sertoli
tizerinden baglanmay1 yapmaktadir. Germ hiicrelerinde androjen icin fonksiyonel
reseptOr yoktur (O’Hara ve Smith, 2015, Smith ve Walker, 2014). Bunun yerine Sertoli
hiicrelerine yayilan testosteron, spermatogenezi desteklemek i¢in gereken fonksiyonel
yanitlart baglatmak {izere sitoplazma ve c¢ekirdekte bulunan AR'ye baglanir.
Literatiirde yer alan bir ¢alismada germ hiicreleri AR'yi eksprese etmediginden,
androjenlerin spermatogenez iizerindeki etkilerini Sertoli hiicresi AR sine
baglanmalar1 yoluyla kuvvetlendirdikleri gosterilmistir (Walker vd., 2015). AR, AMH
ile birlikte i¢ ve dis genital yollarda erkek fenotipine yol agan cinsiyet farklilasmasi
yolundaki ana diizenleyici faktordiir. Testiste testosteron ayrica Leydig hiicrelerinde
ifade edilen AR ile de etkilesime girer. Yetiskin erkekte testisteki testosteron seviyeleri
sabit tutulur ve testislerde Leydig hiicrelerinde AR seviyeleri sabittir. Buna karsilik
Sertoli hiicrelerinde AR ifadesi, asamalara bagli olarak dongiisel bir sekilde degisir
(Kohler vd., 2007). Literatiirde insan testis dokusuna ait bir ¢alismada AR’nin testis
dokusundaki hiicrelerde ekspresyonu immunositokimya ile gosterilmistir. Bagka bir
calismada ise testis germ hiicrelerinde AR ekspresyonu gosterilmistir (Kimura vd.,
1993). Literatiire bakildigin1 zaman germ hiicrelerinde AR ekspresyonunun olup

olmadig tartismali bir konudur.

Bu tezde insan embriyonal karsinom hiicrelerinde SVIP’in Ubikiitin aracili
sinyal yolagi molekiilleri (Ubikiitin, USP26 ve UXT) ve AR protein ekspresyonlari
tizerine bir etkisinin olup olmadigimi agik bir sekilde gostermek amaci ile testis
embriyonal karsinom hiicre hatt1 ile deneyler yapildi. Kontrol grubu olarak ise Sertoli
ve Leydig hiicreleri secildi. Literatiirde erkek lireme sisteminde Leydig ve Sertoli
hiicrelerinde SVIP ekspresyonu gosterilmistir (Akcan vd., 2020). Bu nedenle protein
ekspresyonlarinin belirlenmesinde ¢alismamizda pozitif kontrol grubu olarak insan
Leydig hiicre hatt1 ve fare Sertoli hiicre hatt1 kullanildi. Sertoli hiicre grubunda fare
hiicre hatt1 secilmesinin sebebi, insan testis dokusuna ait Sertoli hiicre hatt1

olmamasidir.

SVIP’in androjene duyarli bir gen oldugu tanimlanmigtir (Nagaham vd., 2003).
Literatiirde androjenlerin ve AR’nin fazla eksprese edildigi testis dokusunda SVIP
varligin1 gosteren ¢ok az galisma vardir (Akcan vd., 2020; Arict ve Erdemir, 2023).
Calismamizda siRNA ile baskilanma 6ncesi ve sonrast AR gen ifadesine bakilmis

olmast ubikiitin aracili sinyal yolagimin erkek infertilite mekanizmalara etkisi
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acisindan literatlire 6nemli katki saglayacaktir. Ayrica literatiirde insan embriyonal
karsinom hiicre hattinda SVIP ekspresyonu ile ilgili bir calisma bulunmamaktadir. Bu
ylzden ilk kez bakilmis olmasi literatiir agisindan biiyiik 6nem teskil etmektedir.
Leydig ve Sertoli hiicrelerinde SVIP varliginin gosterilmis olmasi, bu hiicrelerin
pozitif kontrol olmasi i¢in O6nemlidir. Embriyonal karsinom hiicrelerinde SVIP
ifadesinin siRNA ile baskilanmasi ile Ubikiitin, UPS proteinleri (USP26 ve UXT) ve
AR protein ekspresyon farkliliklarinin olmasi SVIP ve Ubikiitin aracili sinyal yolagi
hakkinda literatiire katki saglayacaktir.

Tezin ilk asamasinda hiicrelere transfeksiyon yapmadan once proteinlerin
hiicrelerde olup olmadigina bakmak i¢in insan testis embriyonal karsinom
hiicrelerinde ve kontrol grubu olarak kullanilan olan insan Leydig ve fare Sertoli
hiicrelerinde immiinofloresan boyama ile SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT
proteinlerin ekspresyonlar1  gosterildi. Daha sonra hiicrelere SVIP siRNA
transfeksiyonu yapildi. Kontrol siRNA ve SVIP siRNA verdigimiz gruplar arasindaki
protein ekspresyon farkliliklarina immunofloresan boyama, western blot analiz ve

qRT-PCR analiz yontemleri ile bakild.

Insan testis embriyonal karsinom hiicre hattinda SVIP ekspresyonun
gosterilmis olmasi ¢alismanin orijinal bulgularindandir.  Ayni1 zamanda bu
hiicrelerdeki SVIP aktivitesini baskilamak i¢in kullanilan SVIP siRNA transfeksiyonu
sonrasi1 protein ve gen diizeyinde analizler yapilmistir. UPS’de rol oynayan SVIP ve
bununla iligkili diger genlerin ekspresyonlarinin belirlenmesi testis biyolojisi i¢in

onemlidir.

CRL-2073 (insan testis embriyonal karsinom) hiicrelerinde yapilan
immunofloresan boyama sonucuna gore kontrol siRNA ve SVIP siRNA verilen gruplar
arasinda SVIP, AR ve USP26 protein ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldi. Ubikiitin protein ekspresyonu da azaldi. UXT protein ekspresyonu ise artis
gosterdi (Sekil 4.29). CRL-2073 hiicrelerinde yapilan western blot analizi sonucuna
gore kontrol siRNA ve SVIP siRNA verilen gruplar arasinda SVIP ekspresyonu
istatistiksel olarak anlaml1 derece azaldi. USP26, AR ve Ubikiitin protein ekspresyonu
azaldi. Literatlirde germ hiicrelerinde AR ekspresyonu tartigmali bir konudur. Tez
calismamda kullandi§im insan testis embriyonal karsinom hiicre hatt1 germ hiicre

kokenlidir. Bu ¢alismada yapilan western blot ve immiinofloresan boyama sonuglarina
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gore CRL-2073 hiicrelerinde AR ekspresyonu goriildii. Bu bulgu literatiire katki
saglayacak ve ayrica SVIP-AR iliskisi i¢cin de 6nemli olacaktir. UXT protein
ekspresyonu ise artig gosterdi (Sekil 4.43). CRL-2073 hiicrelerinde yapilan qRT-PCR
analizi sonucuna gore kontrol siRNA ve SVIP siRNA verilen gruplar arasinda SVIP
gen ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli derecede azaldi. UXT ve Ubikiitin gen
ekspresyonu anlamli derecede artti. AR ve USP26 gen ekspresyonlart ise artis gosterdi

(Sekil 4.48).

10 HU-103 (insan Leydig) hiicrelerinde yapilan immunofloresan boyama
sonucuna gore kontrol siRNA ve SVIP siRNA verilen gruplar arasinda SVIP, AR ve
USP26 protein ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli derecede azaldi. Ubikiitin
protein ekspresyonu da azaldi. UXT protein ekspresyonu ise anlamli derece de artig
gosterdi (Sekil 4.35). 10 HU-103 hiicrelerinde yapilan western blot analizi sonucuna
gore kontrol siRNA ve SVIP siRNA verilen gruplar arasinda SVIP ekspresyonu ve AR
ekspresyonu anlamli derece azaldi. USP26 ve Ubikiitin protein ekspresyonu azaldi.
UXT protein ekspresyonu ise anlamli derece de artti (Sekil 4.45). 10 HU-103
hiicrelerinde yapilan gRT-PCR analizi sonucuna gore kontrol siRNA ve SVIP siRNA
verilen gruplar arasinda SVIP gen ekspresyonu azaldi. AR gen ekspresyonu anlamli
derece de azaldi. UXT ve Ubikiitin gen ekspresyonu artti. USP26 gen ekspresyonlari
ise azald1 (Sekil 4.49).

CRL-2618 (fare Sertoli) hiicrelerinde yapilan immunOfloresan boyama
sonucuna gore kontrol siRNA ve SVIP siRNA verilen gruplar arasinda SVIP ve AR
protein ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli derecede azaldi. Ubikiitin ve USP26
protein ekspresyonu azaldi. UXT protein ekspresyonu ise artt (Sekil 4.41). Ozellikle
SVIP ve UXT proteinlerinde hiicrelerin sitoplazmalarinda vakuol olusumlar: gortildii.
Bu olusan vakuollerin biiylik ihtimalle hatali ER proteinlerinden kaynakladigi
diisiiniilmektedir (Ballar vd., 2007). CRL-2618 hiicrelerinde yapilan western blot
analizi sonucuna gore kontrol siRNA ve SVIP siRNA verilen gruplar arasinda SVIP,
AR ve USP26 ekspresyonu anlamli derece azaldi. Ubikiitin protein ekspresyonu
azaldi. UXT protein ekspresyonu ise anlamli derece de artt1 (Sekil 4.47). CRL-2618
hiicrelerinde yapilan qRT-PCR analizi sonucuna goére kontrol siRNA ve SVIP siRNA
verilen gruplar arasinda SVIP ve AR gen ekspresyonlar1 azaldi. Ubikiitin, USP26 ve
UXT gen ekspresyonlart artt1 (Sekil 4.50).

104



Yapilan immiinofloresan boyama ve western blot analiz sonuglarina gore
calistigim tiim hiicre hatlarinda SVIP siRNA transfeksiyonu sonrasi AR ve UPS
yolagindaki proteinler bu baskilanmadan etkilendi. SVIP siRNA verildikten sonra
SVIP ile birlikte AR protein ekspresyonunun da anlamli olarak azalmasi SVIP ve
steroidogenez mekanizmasinin iligkisi i¢in 6nemli bir bulgudur. Literatiire bakildigi
zaman Leydig hiicreleri ve SVIP ile ilgili yapilan bir ¢aligmada, SVIP’in Leydig
hiicrelerdeki steroidogenezdeki rolii tespit edilmistir. Ilgili ¢alismada SVIP’in
androjen sentezi veya androjen reseptor ile bir ilgisi olup olmadiginin cevaplanmasi
beklenen sorulardandir (Akcan vd., 2020). Biz de bu ¢alismamizda SVIP-AR iligkisi
icin temel bir ¢alisma yaptik ve ileri ¢alismalar i¢in 6nemli oldugunu diigiiniiyoruz.
Yapmis oldugumuz analizlerde USP26 ve AR ekspresyon degisiklerinin ayn1 yonde
olmasimin nedeni, literatiirde yer alan bilgilere gére USP26 proteinin AR ile ayni
yerlerde lokalize olmasi ve AR’yi modiile ediyor olmasidir (Ma vd., 2016). Ayrica
USP26’ni, AR ekspresyon seviyesini diizenlemek i¢in AR’ye baglanan niikleer
proteinleri kodladigr bilinmektedir. Bu da USP26-AR iligkisinin 6nemli bir
mekanizma oldugunu gosteriyor (Li vd., 2020). Ayrica USP26’nin spermatogonya,
Sertoli, embriyonik kok hiicre ve Leydig hiicrelerindeki etkisinden dolayi,
spermataogenezin  diizenleyici proteinlerini ve AR’yi etkiledigi literatiirde
gosterilmistir. (Wosnitzer vd., 2014). Hiicre hatlarinda SVIP siRNA ile SVIP
baskilanmasi sonras1 Ubikiitin proteinin de azaldig1 goriililyor. SVIP, UPS ile iliskili
oldugu i¢in SVIP’in baskilanmas1 Ubikiitin ekspresyonunu da azaltt1 ancak bu azalis
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Hiicre hatlarinda UXT ile ilgili yapilan
caligmalarda, SVIP siRNA ile SVIP ekspresyonunun baskilanmasi sonrast UXT
ekspresyonu artig gosterdi. Literatiirde UXT nin germ hiicre ve Sertoli hiicrelerindeki
rolii ve mekanizmasi ile ilgili ¢ok az ¢aligma vardir. Germ hiicrelerinde UXT silinerek
olusturulan knock-out (KO) hayvan modellerinde testis biiyiikliigliniin azaldig: tespit
edilmistir ve Sertoli cell only (testis histolojisinde seminifer tiibiillerde sadece sertoli
hiicresi olmasi durumu) sendromu goriilmiistiir (Schafler vd., 2018). UXT’nin Sertoli
hiicrelerindeki roliinii anlamak i¢in yapilan bir bagka ¢alismada Sertoli hiicrelerinde
UXT geni silinerek KO hayvan modeli olusturularak KO olan ve normal olan (WT)
hayvanlar karsilastirildiginda Sertoli hiicre sayilarinin birbirinden ¢ok farkli olmadig
tespit edilmis. UXT KO modelde olusan Sertoli hiicrelerinin olgunlagsmasinin etkilenip
etkilenmedigi gostermek i¢in AR ifadesine bakilmis ve hiicrelerde UXT yokken AR

ifadesinin oldugu tespit edilmis. UXT KO olan farelerde sperm konsantrasyonun
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distiigii tespit edilmis (Schafler vd., 2018). Literatiirde oldugu gibi bizim
calismamizda SVIP siRNA sonrast UXT ve AR proteinlerinin birbirleri ile ters yonde
etkilendiklerini géstermektedir. Ama UXT nin Sertoli, germ ve Leydig hiicrelerindeki
rolii ile ilgili daha net bir sey soylemek i¢in daha ¢ok ¢alismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizda insan testis embriyonal karsinom, insan Leydig ve fare Sertoli
hiicreleri i¢in arastirdiimiz genlerin (SVIP, Ubikiitin, AR, USP26 ve UXT)
ekspresyonlar1 cDNA’lar kalip olarak kullanilarak qRT-PCR analizi ile de calisildi.
Gen ekspresyonlarindaki farkliliklar kontrol siRNA ve SVIP siRNA verilen gruplar
arasinda belirlendi. Kontrol siRNA ve SVIP siRNA verilen gruplarda SVIP gen
ekspresyonu azaldi. Yapilan deneylerin sonucunda protein ekspresyon sonuglari ve
gen ekspresyon sonuglarinin tamamen ayni olmamasinin nedeninin kodlanmamaisg
RNA’lar (noncoding- ncRNA) oldugu diisiiniilmektedir. Okaryotik DNA’larin
yaklasik %9011k kisminin RNA’ya transkripsiyonu gerceklesir. Fakat bunlarin sadece
%1-2’1ik kism1 proteine doniisiir. Proteine donlisemeyen RNA’lar kodlanmamis RNA
olarak isimlendirilir. ncRNA’lar biyolojik siireclerde ©6nemli rollere sahiptir.
ncRNA’larin birgok alt grubu vardir. En 6nemlilerinden birisi yagsam i¢in gerekli olan
housekeeping olarak isimlendirilen gruptur. Biitiin dokularda bulunur. Diger énemli
grup ise diizenleyici ncRNA’lardir (Gilizelgiin ve Aksoy, 2009). Literatiire bakildiginda
bu tarz protein ve gen diizeyinde farkliliklarin oldugu gériilmiistiir. 2023 yilinda
yapilan bir ¢alismada meme kanseri dokusunda SVIP mRNA ekspresyonu kontrol
dokusuna gore yiiksek iken, SVIP protein diizeyi anlamli derece diisiik bulunmustur
(Sahar ve Kirmizibayrak, 2023). Bizim c¢alismamizda SVIP gen ekspresyonunun
istatistiksel olarak anlamli sonu¢ vermesi gen ekspresyon caligmalariin testis
embriyonal karsinom ve SVIP protein iligkisi i¢in Onemli sonu¢ verdigini

gostermektedir.

Tezimde yaptigim deneyler; CRL-2073 hiicrelerinin  SVIP siRNA
transfeksiyonu sonrasit SVIP ekspresyonunun baskilanmasi sonucu UPS’de gorevli
protein ekspresyonlarmin etkilenmesi, SVIP’in testis embriyonal karsinom
hiicrelerinde UPS siirecinde 6nemli oldugunu gostermistir.  Ayrica SVIP-AR
iligkisinin gosterilmesi bu proteinlerin erkek testis gelisimi, sekonder seks

karakterlerinin gelisimi ve sperm lretimi {izerine etkili olabilecegini diistindiirmiistiir.
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Yaptigimiz  deneyler ve elde ettiimiz sonuglar toplu olarak
degerlendirildiginde, calismaya ilk basladigimiz zaman belirledigimiz amag¢ ve
hedeflere ulasmamizin yani sira bundan sonrasi i¢in de ilgili alanda yapilabilecek daha
ileri ¢alismalarin ilk adimmi atmis bulunmaktayiz. Ilk olarak insan embriyonal
karsinom hiicrelerinde SVIP ve Ubikiitin proteini ve bu proteinlerin etkilesimde
oldugu UPS proteinlerinin (USP26 ve UXT) ekspresyonlarim gosterdik. Ikinci olarak
siRNA ile SVIP fonksiyonunun baskilanmas1 sonrasi diger protein ekspresyonlarinin
nasil degisecegini gosterdik. Bu calisma ile ubikiitin aracili sinyal yolaginda yer alan
ve infertilite ile iligkilendirilen bu proteinlere embriyonal karsinom hiicrelerinde ilk
defa bakilmis olmasi literatiir agisindan Onemlidir. Ayrica Leydig ve Sertoli
hiicrelerinde de SVIP siRNA transfeksiyonu sonrasi Ubikiitin, USP26 ve UXT
ifadeleri ilk kez gosterildi. Diger 6nemli bir konuda ekspresyonu ve fonksiyonu
tizerinde sinirlt bilgiye sahip olunan SVIP molekiilii ile ilgili literatiire 6nemli katki

saglandi.

Ayrica literatiirde germ hiicrelerinde ekspresyonu tartismali olan AR ’nin, germ
hiicre kokenli hiicre hatt1 olan CRL-2073’de ekspresyonu gosterildi. Bu proteinin fetal
testis gelisimi, sperm iiretimi ve sekonder seks karakterlerin gelisimi iizerine etkisi
olabilecegi diisiiniilmektedir. Boylece SVIP ve androjen reseptorii arasindaki
etkilesimin erkek lireme sistemi iizerinde etkisi olup olmadigi ile ilgili ileri ¢caligmalar
icin temel bir ¢calisma yapilmis oldu. Ayrica bu tez ¢alismasi insan testis embriyonal
karsinom hiicrelerinde SVIP ve Ubikiitin aracili sinyal yolaginin testisteki olas1 rolii
hedeflenerek testis tiimorii patogenezi i¢in yapilacak ¢alismalar i¢in de 6nemli bir 6n

calisma niteligindedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu c¢alisma kapsaminda asagidaki sonuglar elde edilmistir:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

CRL-2073, 10 HU-103 ve CRL-2618 hiicreleri uygun hiicre kiiltiirii
ortaminda ¢ogaltild1 ve daha sonra HE boyama ile hiicrelerin morfolojik
yapilar1 incelendi.

Bu hiicrelerde SVIP, AR, Ubikiitin, USP26 ve UXT proteinlerinin
ekspresyonlart immunofloresan boyama ile gosterildi. Ayrica SVIP’in
CRL-2073’te immiinositokimyasal yontemle lokalizasyonu ilk defa
belirlendi.

Hiicrelere literatiire gore belirlenen dozda SVIP siRNA transfeksiyonu
yapildi. Uygulanan dozun hiicreler i¢in uygun olup olmadigini belirlemek
icin Tripan mavisi ile hiicreler boyandi. Boyama sonucu canli hiicre
sayilarina bakildig1 zaman uygulanan dozun hiicreler igin toksik olmadigi
gosterildi.

Kontrol siRNA ve SVIP siRNA verilen hiicre gruplar1 arasinda SVIP, AR,
Ubikiitin, USP26 ve UXT protein ekspresyonlart arasinda fark olup
olmadigina immunofloresan boyama, western blot ve qRT-PCR analizleri
ile bakildi.

CRL-2073 hiicre hattinda SVIP siRNA ile yapilan transfeksiyon sonrasi
kontrol siRNA ve SVIP siRNA verilen gruplarin immiinOfloresan boyama
sonuglart karsilastirildiginda SVIP, AR ve USP26 ‘nin ekspresyonlarinin
anlamli derecede azaldig1 goriilmiistiir. Ubikiitin ekspresyonu azalmistir ve
UXT ekspresyonu artmistir. Western blot analiz sonucuna gore, SVIP
siRNA verilen gruplarda SVIP ekspresyonu anlamli derecede azalmistir.
USP26, AR ve Ubikiitin ekspresyonu azalmis ve UXT ekspresyonu
artmistir. QRT-PCR analiz sonucuna gore, SVIP siRNA verilen gruplarda
SVIP gen ekspresyonu anlamli derecede azalmistir. AR, Ubikiitin, USP26
ve UXT gen ekspresyonlar artmistir.

10-HU103 hiicre hattinda SVIP siRNA ile yapilan transfeksiyon sonrasi
kontrol siRNA ve SVIP siRNA verilen gruplarin immiinofloresan boyama
sonuclart karsilastirildiginda SVIP, AR ve USP26‘nin ekspresyonlari

anlamli derecede azalmistir. Ubikiitin ekspresyonu azalmistir ve UXT

108



7)

8)

9)

ekspresyonu anlamli derecede artmistir. Western blot analiz sonucuna gore,
SVIP siRNA verilen gruplarda SVIP ve AR ekspresyonu anlamli derecede
azalmistir. USP26 ve Ubikiitin ekspresyonlar1 azalmis ve UXT
ekspresyonu anlamli derecede artmistir. qRT-PCR analiz sonucuna gore,
SVIP siRNA verilen gruplarda SVIP ve AR gen ekspresyonu azalmistir.
Ubikiitin, USP26 ve UXT gen ekspresyonlart artmistir.

CRL-2618 hiicre hattinda SVIP siRNA ile yapilan transfeksiyon sonrasi
kontrol siRNA ve SVIP siRNA verilen gruplarin immiinofloresan boyama
sonuclar1 karsilastirildiginda SVIP ve AR ekspresyonlar1 anlamli derecede
azalmigtir. Ubikiitin ve USP26 ekspresyonu azalmistir ve UXT
ekspresyonu artmistir. Western blot analiz sonucuna gore, SVIP siRNA
verilen gruplarda SVIP, AR ve USP26 ekspresyonu anlamli derecede
azalmigtir. Ubikiitin ekspresyonu azalmis ve UXT ekspresyonu artmuistir.
gRT-PCR analiz sonucuna gore, SVIP siRNA verilen gruplarda SVIP ve
AR gen ekspresyonlari azalmistir. Ubikiitin, USP26 ve UXT gen
ekspresyonlar1 artmistir.

Bu ¢alisma ile insan testis embriyonal karsinom hiicrelerinde ilk defa SVIP
ekspresyonu gosterildi.

Insan testis embriyonal karsinom hiicrelerinde SVIP ve etkilesimde oldugu
UPS proteinlerinin ekspresyonu gosterildi ve bu konu ile ilgili ¢cok az

sayida ¢alisma olmasi nedeniyle literatiire onemli bir katki saglandi.
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(Calisma sonrasi Oneriler asagida siralanmistir:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

SVIP siRNA disinda diger proteinler icinde spesifik siRNA’lar
kullanilarak daha ileri ¢alismalar yapilabilir.

Calismamizda testis embriyonal karsinom hiicre hatt1 olarak CRL-2073
kullanilmistir. Farkl: testis tiimor tiplerinde ¢alisma denenebilir. Boylece
testis tiimorleri arasindaki farkliliklar degerlendirilebilir.

UPS sinyal yolaginin embriyonal karsinom {izerindeki etkisi i¢in yolakta
yer alan daha fazla gen hedeflenebilir ve testisteki ekspresyonlarina
bakilabilir ve ileri fonksiyonel ¢aligsmalar yapilabilir.

Uygulanan siRNA transfeksiyonunun testis doku morfolojisini nasil
etkiledigini goéstermek icin hayvan deneyleri yapilabilir. Boylece
spermatogenez mekanizmast ile iliskili olan proteinlerin testis
dokusunda hiicrelere nasil bir morfolojik etki biraktigi gozlenebilir.
Ayrica uygulanan transfeksiyon sonrasi kontrol grubu ile SVIP siRNA
verilmis hayvan gruplarinin testislerinin morfolojik olarak (testis hacmi,
boyutu, agirligi vb.) farkliligi olup olmadigina bakilabilir.

Ilerleyen asamalarda s6z konusu transfeksiyon sonrasi hayvanlarda
spermlerin morfolojik degerlendirmeleri ve fertilite ¢alismalari
planlanabilir.

Testis tiimdrlerinde SVIP ve UPS iligkili proteinlerin etkilenme diizey ve
mekanizmalart agia ¢ikarildiktan sonra tiimorlere yonelik uygulanan
tedavi yontemlerinin (kematerapotik ¢esitleri, radyoterapi vs.) bu
proteinler tizerindeki etkileri arastirilabilir.

Bu yapmis oldugumuz c¢alismanin ileri c¢alismalara katki
saglayabilecegini  diislinliyoruz.  Testis  dokusunun  molekiiler
mekanizmasini tam olarak aydinlatabilmek i¢in gelecekte daha fazla
arastirmaya ihtiya¢ duyulmakla birlikte tez ¢alismamiz ile bu yolun

baslangicina 151k tutabildigimiz kanaatindeyiz.
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