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ÖZET 

 

Fare Testisinde Küçük-VCP ile EtkileĢen Protein (SVIP) Ekspresyonu ve 

Fonksiyonunun Belirlenmesi 

 

 Küçük VCP ile etkileĢen protein (SVIP: Small VCP-InteractingProtein),  

Endoplazmik Retikulum ile iliĢkili protein yıkımı (ERAD) ailesine ait 76 

aminoasitten oluĢmuĢ 9-Kda’luk bir proteindir. Son yapılan çalıĢmalar da SVIP’in 

androjene cevap veren bir protein olduğu ve androjenler tarafından SVIP 

ekspresyonunun düzenlendiği belirlenmiĢtir. Fakat bugüne kadar, SVIP’in androjen 

reseptörlerinin fazlaca ekspre edildiği testis dokusunda hücresel lokalizasyonu ve 

olası fonksiyonu araĢtırılmamıĢtır. Bu nedenle bu çalıĢmada öncelikle SVIP proteinin 

geliĢmekte olan fare testisindeki ekspresyonu belirlenmiĢ ve bu proteinin olası 

fonksiyonunu hücre kültürü çalıĢmaları ile saptamak amaçlanmıĢtır. GeliĢmekte olan 

fare testislerinde SVIP’in protein ekspresyonunu belirlemek amacıyla fetal (18 ve 19 

günlük, n:6), postnatal (1, 5, 15, 35 günlük, n:6) ve ergin fareler (50 günlük, n:6)’den 

elde edilen testis dokuları Ġmmünohistokimya ve Western blot çalıĢmaları için 

kullanılmıĢtır. TM3 ve MA-10 fare Leydig hücreleri kültüre edilmiĢ, bu hücrelerde 

SVIP ve Steroidogenik akut regulatör protein (STAR)’nin ekspresyonları 

kolokalizasyon çalıĢmalarıyla değerlendirilmiĢ ve SVIP siRNA’leri kullanılarak 

SVIP ekspresyonu baskılanarak STAR protein ekspresyonundaki değiĢimler 

çalıĢılmıĢtır. Bu çalıĢmada ilk defa androjen reseptörü olarak literatürde geçen SVIP 

proteinin Ġmmünohistokimya ve Western blot çalıĢmaları sonucundaekspresyonu 

gösterilmiĢtir. Fetal, postnatal ve ergin farelerin testislerinde SVIP’in baskın olarak 

Leydig hücrelerinde ekspre olduğu ve geliĢmekte olan testis dokularında 

ekspresyonunun artığı belirlenmiĢtir. TM3 ve MA-10 Leydig hücrelerinde de SVIP 

proteini ekspresyonlarının gözlenmesi sonucu steroidogenezle iliĢkisi kurulmuĢ ve 

SVIP proteinin baskılanması sonucu Leydig hücre belirteçi olarak bilinen ve 

steroidogenezde aktif rol alan steroidogenik akut regulator protein (STAR)’in 

proteinin ekspresyonununda azaldığı gösterilmiĢtir ve proteinler arasında 

korelasyonlar gözlenmiĢtir. 

 

Anahtar kelimeler: SVIP, STAR, Fare Testisi, Leydig Hücresi. 
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ABSTRACT 

 

Determination of expression and function of small-VCP-interacting protein 

(SVIP) in mouse testis 

 

 Small VCP-Interacting Protein (SVIP) is a 9-kDa protein that is composed of 

76 amino acids of the family of Endoplasmic Reticulum-Associated Protein 

Degradation (ERAD). Recent studies have shown that SVIP is a androgen-responsive 

protein and SVIP expression is regulated by androgens. Until now, however, the 

cellular localization and possible function of SVIP in tissue, where the androgen 

receptors is overexpressed, have not been investigated. Therefore we aimed to detect 

the protein expression of SVIP at the cellular level and the possible function of SVIP 

in mouse testis by cell culture studies. In developing mouse testes, fetal (18 and 19 

days, n: 6), postnatal (1, 5, 15, 35 days, n: 6) and adult mice (50 days, n: 6) were 

used to determine protein expression of SVIP. The obtained testis tissues were used 

for Immunohistochemistry and Western blot studies. In addition, TM3 and MA-10 

mouse Leydig cells were cultured, and the expression of SVIP and the steroidogenic 

acute regulator protein (STAR) were evaluated by fluorescence microscopy with 

colocalization studies. The expressional changes of STAR was studied by using 

SVIP siRNA’s in Leydig cell cultures. In this study, the expression of the SVIP 

protein, was demonstrated by Immunohistochemistry and Western blot studies. The 

expression of SVIP protein was increased in developing testicular tissues. In fetal, 

postnatal and adult mice testes SVIP expression was predominantly observed in 

Leydig cells. SVIP expression was also detected in TM3 and MA-10 Leydig cells 

and the correlation between SVIP expression and steroidogenezis was established. 

Suppression of SVIP resulted in the diminished expression of STAR which is a 

Leydig cell marker. The expression of two proteins were positively correlated in 

Leydig cell. 

 

Key words: SVIP, STAR, Mouse Testis, Leydig Cell. 
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SĠMGELER VE KISALTMALAR DĠZĠNĠ 

 

ABP : Androjen Bağlayıcı Protein 

 

 

 

 

 

 

 

AEC : 3-Amino-9-ethylcarbazole 

 

 

ALH : EriĢkin Leydig Hücresi  

AMH : Anti Mülleriyen Hormon 

AR : Androjen Reseptörü 

BSA : Sığır Serum Albumini 

DAB : 3,3'-Diaminobenzidine  

DMEM    : Ham’s F12, DMEM  

DMSO : Dimetil Sülfoksit 

DPC : Day Post Koitum (koitasyon sonrası gün) 

DPP : Day Post Partum (doğum sonrası gün) 

 
EDTA : Etilendiamintetraasetik asit 

 
ERAD : Endoplazmik Retikulum ĠliĢkili Degradasyon 

ER : Endoplazmik Retikulum 

 
FLH : Fetal Leydig Hücresi 

H&E                 : Hematoksilen Eozin Boyası 

IF : Ġmmünofloresan  

IHC : Ġmmünohistokimya  

 

 

 

ISC : Ġmmünositokimya 

 
kDa : Kilo dalton 

MA-10 : Tümör Leydig Hücre Hattı  

PBS : Fosfat Tamponlu Çözelti 
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PGH : Primordiyal germ hücresi 

SF-1                     : Stereoidogenik Faktör 1 

SiRNA : Küçük Ġnterferans Ribonükleik Asit 

Sox 9 : Sry Bölge Ġçeren Gen 9 

SRY : Cinsiyet Belirleyici Bölge Y (Sex Determining Region Y) 

StAR : Stereoidogenik Akut Düzenleyici Protein 

SVIP : Küçük VCP ile iliĢkili protein 

TM3 : Leydig Hücre Hattı 

Ub : Ubikütin 

VCP : Valosin Ġçeren Protein 

VIM : p97/VCP ĠliĢkili Motif 

µl : Mikrolitre 

µg : Mikrogram 

 
µM : Mikromolar 

 
°C : Santigrat derece 
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1. GĠRĠġ 

 

 Küçük VCP ile etkileĢen protein, SVIP (Small VCP-interacting protein) 76 

aminoasitten oluĢmuĢ,  9-Kda’luk,  p97/VCP’ye direk bağlanabilen bir adaptör 

Endoplazmik Retikulum (ER) proteinidir (1). Endoplazmik Retikulum (ER) 

ökaryotik hücrelerde yeni oluĢan proteinlerin %30’nu içerir. ER içindeki kalite 

kontrol mekanizması ile, düzgün ve yanlıĢ katlanmıĢ proteinlerin ayrımı yapılır. 

YanlıĢ katlanan proteinlerin ER ile iliĢkili yıkım (ERAD: Endoplasmic Reticulum 

Associated Protein Degradation) yoluyla bozulduğu ve dahası  ERAD’ın,  ER'nin  

normal proteinlerinin seviyelerini de düzenleme gibi diğer fizyolojik süreçler için de 

önemli olduğu belirtilmiĢtir (2). SVIP, ER membranının sitozolük yüzeyinde 

lokalizedir. SVIP, ERAD yolağını, yine bu yolakta merkezi rol oynayan  p97/Valosin 

içeren protein (VCP) ile etkileĢime girerek inhibe etmektedir (3, 4). Son yıllarda 

yapılan çalıĢmalarda, ERAD bileĢenlerinin ekspresyonlarının androjenler tarafından 

düzenlendiği belirtilmiĢtir. SVIP androjene duyarlı gen olarak tanımlanmıĢ, promoter 

veya düzenleyici bölgesinde, potansiyel androjen tepki elementlerinin (ARE'ler) var 

olduğu  kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR) 

kullanılarak doğrulanmıĢtır (5). En son çalıĢmalarda, prostat kanser hücrelerinde 

SVIP’in ekspresyonunun androjenlerce baskılandığı gösterilerek bu proteinin prostat 

kanserindeki önemi vurgulanmıĢtır (2). Son olarak ise, prostat kanserindekine benzer 

bir mekanizma ile glioma (beyin tümörü) hastalarında, androjenlerce SVIP protein 

ekspresyonunun baskılandığı ve glioma tedavisinde bu proteinin kullanılması 

gerektiği önerilmiĢtir (6). 

 

 SVIP'in fare beyninin serebrum ve serebellumunda yüksek oranda eksprese 

edildiği, kalp, akciğer, iskelet kası ve ince bağırsakta da normal seviyelerde 

ekspresyonunun olduğu gösterilmiĢtir (7).  
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 Androjen reseptörü (AR) olarak belirtilen SVIP’in erkek üreme ve geliĢimi 

ile de yakından iliĢkili olabileceği bu tez çalıĢmasında hipotez edilmiĢtir. Androjenler 

testis için hem bir kaynak, hem de önemli bir hedef olmakla beraber androjenlerin, 

spermatogenezin kontrolünde hayati bir rol oynadığı bilinmektedir. Androjen 

reseptör geni (ARG) tarafından eksprese edilen androjen reseptörleri (AR) aracılığı 

ile androjenler etkilerini gösterirler (9). Androjenler, gonadal steroid hormonu olan 

testesteron ve dihidrotestesteron olarak testiste Leydig hücreleri tarafından 

oluĢturulur. BaĢta erkek üreme sistemi fonksiyonel geliĢimi olmak üzere ve diğer 

sistemler için (örneğin: prostat, folikülogenez ve meme bezi geliĢimi) üretilir, diĢi de 

ise eser miktarda üretilirler. Testesteron, üreme fonksiyonuna aracılık ettiği gibi 

davranıĢ ve nöroendokrin fizyolojik cevaplar üzerinde de rol oynar. Dahası 

testesteron, östrojen gibi beynin cinsel farklılaĢmasında kritik bir rol oynar (10).  

Çünkü AR,  sadece erkek üreme sisteminin geliĢtirilmesi ve sürdürülmesinde değil, 

memeli dokularında bir çok yerde bulunur ve bu nedenle androjenler, nöral dokuların 

geliĢiminden, bağıĢıklık fonksiyonunun  düzenlenmesine  kadar çeĢitli rollere sahip 

olduğu belirtilmiĢtir (11). Fetal Leydig hücre geliĢimi için gerekli olmasa da, eriĢkin 

Leydig hücre geliĢimi için androjen  ve LH’ın gerekli olduğu bildirilmiĢtir (12, 13). 

 

 Fakat bugüne kadar androjene cevap veren protein olarak tanımlanmıĢ 

SVIP’in androjen reseptörlerinin fazlaca ekspre edildiği bir erkek üreme organı olan 

testis dokusunda hücresel lokalizasyonu ve olası fonksiyonu araĢtırılmamıĢtır. Bu 

nedenle bu tez çalıĢmasının amacı SVIP proteinin fare testis dokusunda geliĢimsel 

olarak incelenmesi ve olası fonksiyonunun belirlenmesidir.  
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2. GENEL BĠLGĠLER 

 

2.1. Ġnsanda ve Farede Prenatal Testis GeliĢimi  

 

Ġnsan embriyosunda geliĢimin 7. Haftasına kadar diĢi ve erkeğe ait gonad 

farklılaĢması yoktur. BaĢka bir deyiĢle henüz morfolojik olarak testis ve ovaryum 

ayırt edilemez. Ġnsan embriyosunda diĢi ve erkek gonadal farklanma 7. haftadan 

farelerde ise 10,5 dpc (day post coitum, koitasyon sonrası gün) günü itibariyle 

görülmeye baĢlanır (14). 

 

 Memeliler için erkek cinsiyet geliĢimi, Y kromozomu üzerinde bulunan SRY 

geni (Sex Determining Region Y) tarafından baĢlatıldığı bilinmekte olup, 

embriyonda testis oluĢumunu sağlamaktadır. Bu genin yokluğunda, embriyoda diĢi 

genital üreme organları geliĢir. SRY geni üzerinden salgılanan faktör olan,  cinsiyet 

tayini farelerde Tdy ve insanlarda TDF  (testis belirleyici faktör) olarak belirlenmiĢtir  

(15).  SRY'nin ekspresyonu testis farklılaĢması için belirli bir düzeye ulaĢması 

gerekmekte olduğu belirtilmiĢtir. 10,5 gün sonra, farelerde SRY ifadesinin baĢladığı, 

11,5 dpc’de zirveye ulaĢtığı ve 12,5 dpc’de ise saptanamaz olduğu gösterilmiĢtir.  

 

SRY geni ile birlikte testis oluĢumuna katılan diğer bir faktörde Sox9 (Sry 

box-containing gene 9) ifadesidir. Sox9, testis geliĢimi için önemli bir transkripsiyon 

faktörüdür (16). Farede SRY, Sox9'un testis-spesifik ekspresyonunu iki yolla aktive 

eder. Birinci mekanizmada SRY, SF1(steroidogenik faktör 1) ile birlikte nükleotit 

reseptör alt ailesinden olan TESCO (TES [testis spesifik Sox9] COre)’ya bağlanır 

(17).  TESCO dizisi, fare, sıçan, köpek ve insan arasında yüksek oranda korunan 

birkaç SRY bağlama bölgesi içerir (15). Sox9’un aktivasyonu için TESCO'da SRY 

bölgelerine bağlanır. SRY, Sox9 ifadesini, ikinci mekanizmada, Er71 (ETS ile ilgili 

71; ayrıca ETS varyantı 2, ETV2 olarak da bilinir)  aracılığıyla düzenler. SRY 

transkripsiyonel faktör, SF1 ile Er71'in promoter bölgesine bağlanır, Er71 

ekspresyonunu aktive eder. Er71, daha sonra Sox9 proksimal promotörüne 

bağlanarak Sox9 ekspresyonunu düzenler. Sry ifadesinden sonra, Sox9, Er71 

ifadesini kontrol etmek için Er71’e bağlanır. Böylelikle, Er71 ve Sox9'un 
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transkripsiyonu, farede Sox9 ile birlikte aktive olur ve AMH' nin (Müllerian inhibitör 

madde, MIS olarak da bilinen Anti Müllerian hormonu) ekspresyonunu doğrudan 

düzenler. Testis farklılaĢmasının baĢlatılması sonrası, testiste ilk oluĢtuğu görülen 

Sertoli hücrelerinde AMH ifadesi uyarılır (18). 

 
 

ġekil 2.1. Primordiyal hücre göçü. Testis/ovaryum farklanması ile testis de medullanın 

geliĢimi ile seminiferöz kordonların oluĢumu Ģematize edilmiĢtir (19). Testis geliĢimi için Sry ve Sox9 

faktörünün rolü gösterilmiĢtir. 

 

AMH (Anti Müllerian Hormon)  ifadesi, (Müllerian inhibitör substance (MIS) 

olarak da bilinen) (20) Sertoli hücre belirteci niteliği taĢıdığı belirtilmiĢtir. Her ne 

kadar SRY ve AMH geni arasında doğrudan bir etkileĢim henüz bulunamasa da 

SRY’nin Sertoli hücre farklılaĢmasını baĢlatıcı etki yaptığı ve SRY ifadesi 

baĢlagıcından yaklaĢık 20 saat sonra AMH geni ekspresyonu baĢladığı 

gözlemlenmiĢtir (21, 22).  AMHR geninin Sertoli, Leydig hücrelerinde ve Müllerian 

kanalı çevresinde bulunan mezenkimal hücrelerde ifade edildiği gösterilmiĢtir (23). 
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 Sox9 ile birlikte, AMH ekspresyonunun düzeyini kontrol etmek için 

steroidogenik faktör 1 (SF-1) de gereklidir (20, 23). SF-1 (Ad4BP veya NR5A1 

olarak da bilinir), adrenal kortekste dahası testis içerisinde Leydig ve Sertoli 

hücrelerinde ifade edilen gonad ve adrenal bez geliĢimi için gerekli bir reseptördür.  

SF-1 granülosa (ekspresyon seviyeleri foliküller arasında değiĢmesine rağmen), teka, 

korpus luteum ve ovaryumdaki interstisyel bez hücrelerinde de tespit edilmiĢtir (24, 

25). SF-1'in mutasyonu için homozigot olan farelerin, adrenal bez ve gonadlarının 

geliĢememekte olduğu ve ayrıca SF-1 mutasyonları için heterozigot olan fareler stres 

altında bozulmuĢ adrenal bez fonksiyonu olduğu belirtilmiĢtir (14). 

 

 SF-1 için adrenal bezdeki steroidogenez ve testislerde Leydig hücrelerinde 

testosteron sentezi için birkaç gen bulunmakta ve gerekli proteinleri kodlamaktadır 

ki, bu proteinlerin baĢında ise steroid biyosentezinde kolesterol alımını düzenleyen 

steroidogenik akut düzenleyici (STAR) proteini gelmektedir (26).  

 

 

ġekil 2.2. Bipontansiyel gonad farklılaĢması. Ġnsan ve fare testis geliĢiminde rol oynayan Sry 

ve Sox9 moleküllerinin yanısıra FGF9, AMH gibi diğer birçok faktöründe testis geliĢimine katkı 

sağladığı gösterilmiĢtir (27). 

 

 



 
 

  6 
 

Son dönemde (2017-Scientific Reports dergisinde Mamsen ve ark. tarafından 

yayımlanan) insan gonadları üzerinde yapılan bir çalıĢmada ise, insanda SRY/Sox9 

ifadesinin 40. günde baĢladığı, 53. günde ise androjen üretiminin tespit edildiği ilk 

defa belirtilmiĢtir (28). 

 

2.1.1. Ġnsan ve Farede Primordiyal Hücre Göçü  

Memeli fetüsünde, gonad ve germ hücreleri orijinal olarak bipotansiyeldir, 

oogonya ile ovaryum veya spermatogonya ile testis geliĢtirebilir. 

 

 

 

ġekil 2.3. Farede PGH göçü. Kırmızı oklar ile PGH' lerin göç yolllarını göstermek için 

kullanılmıĢtır (29). 
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 Gametleri oluĢturacak olan hücreler ilkel germ hücreleri (PGH'ler) olarak 

adlandırılır. Ġnsanda ilk kez 4 haftalık fetüste, farelerde ise baĢlangıçta 6.günde 

vitellus kesesinden mezenter boyunca arka vücut duvarının sağ ve sol yanlarına 

doğru yaklaĢık olarak 10-100 adet primordiyal germ hücresi (PGH)  göç eder (30). 

Vitellus kesesi duvarının endoderminde ve insanda 4-6. haftaya kadar, farede 

ekstraembriyonik mezoderm içinde embriyonik günde 7,25-7,5 dpc arasında ayırt 

edilebilirler. Alkalen fosfataz enziminden zengin olmaları ile göç eden ve çoğalan 

PGH’leri görülebilir (29, 31). 

 

ġekil 2.4. Fare embriyosunda primordial germ hücresi (PGH) göçü. Her aĢamada 

Ģematik midsagital bölümünden bir kesit gösterilir. PGH'ler (yeĢil) E7,5 (embriyonik gün 

7,5) civarında posterior embriyo endoderm (sarı) içine göç eder. E9,5'e kadar arkalarda 

kalırlar. El0,5 ile E11,5 arasında lateral ve dorsal olarak arka epitelyumdan göç eder ve 

gonadal kabartılara girerler. Burada seminiferöz kordonları oluĢturmak için gonadal somatik 

hücreleri (kahverengi) ve bazal membranı (kırmızı) birleĢtirirler. Bu seminiferöz kordonlar 

cinsel olarak dimorfiktir: kadınlarda düzensiz kümelerdir, oysa erkeklerde uzarlar. Gonadal 

somatik hücrelerin kesin sınırları bilinmemektedir (32, 33). 
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2.2. Farede Gonad GeliĢimi 

  

Gastrulasyondan sonra, fare embriyosundaki organogenezde gonad geliĢimi 

yaklaĢık koitasyon sonrası (dpc) 8. gün itibariyle baĢlar. Ara mezodermden  

(ürogenital kabartı) köken alan gonadlar, böbreküstü bezi, böbrek ve üreme kanalları 

ile birlikte fare embriyosunda 9,5 dpc’de gözlemlenmiĢtir. 10,5 dpc'de, dorsal 

aortanın her iki tarafında bilateral olarak, orada bulunan epitelyal hücrelerin 

çoğalmasıyla ürogenital kabartı oluĢtuğu gözlemlenmiĢtir (34).  Wilms Tümör 1 

(Wt1), LIM homeobox proteini 9 (Lhx9), DAX 1 ve Steroidogenik faktör 1 (SF1) her 

iki cinsiyette de bipotansiyel gonad oluĢumu için gerekli olan genler olarak 

tanımlanmıĢlardır (35–38). Ġlk baĢta hiçbir morfolojik farklılık gözlenmeyen 

gonadlarda Y kromozumda bulunan SRY geninin TDF’i aktive etmesi ile erkek 

gonadal geliĢimi baĢlamıĢtır. Yine erken dönemde 11,2 dpc’da bu moleküllere ek 

olarak, FGF9'un (Fibroblast büyüme faktörü) XY gonadlarındaki testis geliĢimi 

sırasında epitelyal hücrelerin proliferasyonunu stimüle etmede rol oynarak Sertoli 

hücre farklılaĢması ve geliĢiminde önemli rol oynadığı gösterilmiĢtir (39). 

Dahası  Lhx9, Emx2, Wt1, Cbx2, Nr5a1, Six1 / 4 ve insülin reseptörlerini kodlayan 

genler Igf1r / Irr / Ir dâhil olmak üzere çeĢitli genler, fare nakavt çalıĢmalarında her 

iki cinste de bipotential gonadal (genital) kabartının geliĢmesinde rol oynadığı 

gösterilmiĢtir  (19). 

Ürogenital kabartı mezenter ile periton boĢluğunda, gergin ve yan yana iki 

adet doku içerir: geliĢmemiĢ gonad medialde bulunan ve yine mezonefrozda bulunan, 

erkek ve diĢi üreme kanallarını oluĢturacak olan, çift halinde Wolf ve Müller 

kanalları içerdiği belirtilmiĢtir. Gonad geliĢimine paralel olarak metanefrik böbrek 

kaudal mezonefrozdan çıkarken, aynı zamanda adreno-gonad primordiyumun dorsal 

tarafında gonad ve mezonefrozlar arasında ortaya çıkar ve böbreküstü bezini 

oluĢturmak için anteriorda 12,5 dpc’da görülmüĢtür (40). Böbreküstü bezi ve böbrek 

her iki cinsiyette de abdominal bölgeye doğru yükselmiĢ ve gonadın son pozisyonu 

bir yumurtalık veya testise farklılaĢmasına ve cinsiyete özgü Müller veya Wolf 

kanallarının geliĢmesine bağlı olduğu belirtilmiĢtir.  
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ġekil 2.5. XX ve XY gonadların geliĢiminde karakteristik rol oynayan genetik 

yollar. Hücre proliferasyonunun teĢviki ve erken bipotansiyel gonad geliĢimi için Sf1, Wt1, 

Lhx9, M33, Emx2, Igf1r / Ir / Irr gibi birçok faktör gereklidir. 10,5–12,0 dpc arasında, 

GATA4 / FOG2 ve WT1 + KTS, XY gonadındaki Sry ifadesinin aktivasyonunda rol 

oynamaktadır. Sry ifadesi XY gonadını testis yönüne doğru yönlendirir. Sox9, Fgf9 ve Dax1, 

Sry ifadesinin baĢlatılmasından sonra testis farlılaĢmasının erken aĢamalarında rol oynar. 

Pdgf, Dhh, Arx sinyal yolları, erken testis geliĢimini karakterize eden hızlı yapısal 

değiĢiklikleri destekledikleri gösterilmiĢtir (41). 

 

 Primordiyal gonad yapıları bir dıĢ kortikal ve bir iç medüller bölgeye 

ayrılmıĢ olup, erkekte, testosteronun etkisiyle, medullar bölgenin geliĢimi desteklenir 

ve korteksin regrese olduğu bildirilmiĢtir aynı zamanda Wolf kanalının geliĢip 

Müller kanalının regresyonuna Anti Müllerian hormonu (AMH veya Müllerian 

inhibitör madde, MIS) aracılık eder. BaĢka bir peptit hormonu, insülin benzeri 3 

(Insl-3)’ün, testiküler iniĢe aracılık ettiği bildirilmiĢtir (42). Primordiyal gonadal 

(genital) kabartılarda daha önce yolk kesesinden ara mezoderme göç eden 

primordiyal germ hücreleri erkekte medullanın geliĢimi ile birlikte seminiferöz 

kordonları oluĢturur sonrasında ise rete testis, seminiferöz kordonlar ve testis 

septumlarının oluĢtuğu belirtilmiĢtir (43). 
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ġekil 2.6. Genital kanal sisteminin geliĢimi ve farklılaĢması. Müllerian ve Wolffian 

kanallarının ikisi de bipotential aĢamasındadır. Erkeklerde, Müllerian kanalları, testis Sertoli hücreleri 

tarafından salgılanan AMH'nin etkisi altında dejenere olurken, Wolffian kanalları, Leydig hücreleri 

tarafından üretilen androjenlerin kontrolü altında epididimisler, vas deferens ve seminal veziküllere 

ayrılır. Kadınlarda, Wolffian kanalı regrese olur ve Müllerian kanalı, yumurtalık, uterus ve üst 

vajinaya ayrılır (40). 

 

2.3. Fare Testis Dokusu Hücrelerinin GeliĢimi  

 

Testislerin fetal ve neonatal geliĢimi, spermatogenez baĢlangıcına kadar 

farklılaĢmamıĢ gonadal kabartıdan tüm testis hücre tiplerini etkileyen bir dizi ardıĢık 

olaylar içerir (44).  

 

 Germ hücreleri, ekstraembriyonik bölgelerden göçü sırasında bölünür. Bu 

hücreler, gonada ulaĢtıklarında ortaya çıkan seminifer kordonlar içine alınır. 

Gonositler, 15,5 (fare) fetal güne kadar seminifer kordonlarında çoğalırlar, bundan 

sonra, mitoza devam ederler ve doğuma kadar sessiz kalırlar (49–51).  
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ġekil 2.7. GeliĢmekte olan fare testisin anatomisi ve histolojisi. (A) testis 

organogenezisi sırasında hücre farklılaĢmasının gösterimi. Gonadal kabartılar içerisinde ilk 

görülen germ hücreleri (sarı) olup, farklılaĢan ilk somatik hücreler ise Sertoli hücreleridir 

(yeĢil) ve sonrasında kan endotel hücreleri de göç eder (19). Fetal Leydig hücre baĢlangıcının 

ise yaklaĢık 12,5 gün olduğu görülmektedir. (B) YaklaĢık 13,5 günde testis dokusu 

içerisindeki hücrelerinin oluĢum Ģeması gösterimi. 
 

Sertoli hücreleri farklılaĢan ilk hücrelerdir. Bu büyük hücreler birbirine 

yapıĢır ve seminifer kordonları oluĢturmak için primordiyal germ hücrelerini kuĢatır  

(45). Bu iĢlem, farede 11,5 ila 12,5 dpc’da oluĢur. Sertoli hücreleri doğuma kadar 2–

3 haftaya kadar çoğalmaya devam ederler, bu da mitotik aktivitenin farede 18,5 dpc’ 

da sayıları oldukça çoktur (46–49). 

 

 



 
 

  12 
 

Fetal Leydig hücreleri interstisyel kompartmandaki mezenĢim hücrelerinden 

ayrılırlar (52). Fetal testis, sıçanda 15,5 dpc günü  (53, 54)   testosteron üretmeye 

baĢlar ve 14,5 dpc'de 3β-hidroksisteroid dehidrogenaz (3βHSD) ifadesi görülür. 

Farede ise 14,5 dpc’de testosteron fare testislerinde tespit edilmiĢtir (55) ancak fetal 

fare testisinin testosteron üretmeye baĢladığı zaman bilinmemektedir. Farede 

testisinde testosteron üretiminin, 18,5 dpc’de en yüksek olduğu doğuma doğru 

azaldığı ve doğum sonrasında eriĢkin zamana kadar sabit kaldığı gözlenmiĢtir (54).  

 

Ġnsanda ise 14-15. hafta boyunca Leydig hücrelerinin testis hacminin 

yarısından fazlasını oluĢturduğu ve androjenlerdeki yükselme ile de ilk 15. haftada 

testosteronun fetal insan testisi tarafından salgılanmıĢ olduğu gösterilmiĢtir (56).  

 

2.4. Testis Anatomisi 

 

Testisler genellikle, skrotum içerisinde,  10-14 gram ağırlığında her ikisi de 

tunika albuginea tarafından kapsüllenen, funiculus spermaticusa asılı durumda (oblik 

pozisyonda) interstisyel doku ve seminifer tübüllerden oluĢur.  Fetal hayatta karın 

boĢluğu içinde, fascia transversalis ile periton arasında geliĢen testisler, doğumdan 

önce, kanalis inguinalisten (karın boĢluğundan skrotum içine geçiĢ yolu olan)  

geçerek skrotum içine iner. Kanalis inguinalis fetal hayatta gubernaculum testis 

tarafından belirlenir (57). 

 

 Processus vaginalis testislerin karın boĢluğundan skrotuma iniĢine öncülük 

eden yapıdır, doğumdan bir süre sonra kapanır ve beraberinde (facia spermatica 

externa, fascia cremasterica ve musculus cremaster, fascia spermatica interna) karın 

ön duvarı tabakalarını da sürükler. 

 

Testisin extremitas superior ve ekstremitas inferior denilen iki ucu, facies 

medialis ve facies lateralis olarak isimlendirilen iki yüzü, margo anterior ve margo 

posterior adı verilen iki kenarı vardır. Testisin arka kenarının dıĢ kısmında 

epididymis 6 m uzunluğunda yumak Ģeklindeki bir kanal olan  (ductus epididymis), 

epididymis’in medialinde ise funiculus spermaticus yer alır (58). 
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 Testisin üst ucunda görülen apendix testis; kadınlarda tuba uterinanın 

abdominal ucuna karĢılık gelen,  küçük ve yassı anatomik oluĢumdur. Testisin arka 

kenarının sadece dıĢ kısmı periton ile ön kenarı, her iki yüzü ve iki ucu visseral 

periton ile örtülüdür (59).  

 

         2.5. Testis Histolojisi 

 

Testis en dıĢtan tunika albuginea ile (bağ doku yapısındaki kapsül) çevrili 

olup, kapsülden uzanan bağ dokusundaki septumlar, testisi lobüllere böler ve 

mediastenum testis olarak adlandırılır. Tunika albugineanın iç kısmı kan damarlarını 

içeren bölüm tunika vaskülozayı içerir. Bu sayede lobüllere bölünen testisin kan 

damarları ile beslenmesi sağlanır. Bölünen her bir lobül, birden fazla seminifer tübül 

içerir (60). 

 

 Testis morfolojik olarak iki ana bölümden oluĢur, interstisyel doku ve 

seminifer tübüller olmak üzere. Seminifer epitel, ana bölmeyi oluĢturur ve 

destekleyici Sertoli hücreleri arasında araya giren farklılaĢan germ hücrelerini içerir 

(61). Ġnterstisyel doku toplam hacmin çok daha azını yaklaĢık %3‘ünü oluĢturur ve 

esas olarak androjen salgılayan Leydig hücrelerini, vasküler yapılar, lenfatik ve bağ 

dokusu elemanları, makrofajlar ve fibroblastlardan oluĢur (62). AĢağıdaki testis 

dokusuna ait preperatlar Mayer’s hematoksilen ile boyanmıĢ olup, kendi labımızda 

hazırlayıp yaptığımız testis dokusu preperatlarıdır. 
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ġekil 2.8. Fare testis dokusu histolojisi. Testis dokusunun büyük çoğunluğunu oluĢturan seminifer 

tübül ve içerisinde yer alan spermatogenik hücreler ve interstisiyel alan. 

 

 

ġekil 2.9. Fare testis dokusundaki hücreler.  Seminifer tübül içerisinde bulunan spermatogenik 

hücreler ve interstisiyel alanda görülen Leydig hücresi, kan damarları ve bağ doku elemanları. 
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2.5.1. Seminifer Tübüller 

 

Seminifer tübüller, testi hacminin büyük çoğunluğunu oluĢturarak,  tunika 

propiya tarafından çevrelenmiĢ bir seminifer epitelden meydana gelmektedirler.  

 

 Her bir seminifer tübül yaklaĢık 50 cm uzunluğunda (30-50 cm arasında)  ve 

150-250 µm çapındadır. Seminifer epitel (germinal epitel) iki farklı temel hücre 

popülasyonunu içeren çok katlı bir epiteldir (60, 63). 

 

Epiteli oluĢturan hücreler: 

-Sertoli Hücreleri  

-Spermatogenik Hücreler  

 

2.5.1.1. Sertoli Hücreleri 

 

Sertoli hücreleri, destek hücreleri, hemĢire hücreleri ya da sustentaküler 

hücreler olarak da bilinmekte olup, birincil iĢlevi temel büyüme faktörlerini 

sağlamak ve germinal hücrelerin geliĢimi için uygun ortamı yaratmak olan hücreler 

olarak bilinmektedirler (64). Sertoli hücreleri, apikal ve lateral uzantılara sahip, 

spermatogenik hücreleri çevreleyen ve onların arasındaki boĢlukları dolduran yaygın 

prizmatik hücrelerdir. Seminifer tübül içerisinde hem spermatogeneze katkıda 

bulunurken hem de spermatogenik seri hücrelere kan- testis bariyeri oluĢturur. Sertoli 

hücreleri puberteden sonra çoğalmazlar.   

 

Setoli hücrelerinin önemli görevleri sıralanacak olursa: 

 

 Ġnterstisiyel hücrelerden salgılanan testosteronu bağlayabilmek ve 

spermatogeneze katkı sağlayabilmek için, Androjen-bağlayıcı proteini (ABP) 

salgılamak en bilinen görevleri arasındadır. Seminifer epitelden olgun spermatidlerin 

salınmasında spermiyogenez de rol alırlar. Embriyonik dönemde testis içerisinde 

hemen hemen ilk oluĢan hücreler olarak Anti Müllerian Hormon’u (AMH) 

salgılayarak, embriyonun diĢi genital kanallarının geliĢmesine engel olurlar.  

Spermatogenik seriyi sahip oldukları hücre iskeleti ve hücrenin alt yan yüzlerinde 
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(bazolateral) engelleyici sıkı bağlantılarla (zonula okludens) birbirlerine tutunarak 

kan-testis bariyerini oluĢtururlar, spermatogenik seriye ait hücreleri besler,  korur. 

Germ hücrelerini besler ve germ hücresi hareketini salgıladığı ürünlerle sağlar.  

Lizozomlar tarafından spermiyogenezin son evresinde artık cisimcikler olarak 

adlandırılan fazla hücre kısımlarının fagositoz ile sindirilmesini sağlarlar.  Aktivini 

ve inhibini, FSH salınımı üzerine olumlu bir etki göstererek salgılarlar (65). 

 

2.5.1.2. Spermatogenik Hücreler 

 

Spermatogenik hücreler, düzenli olarak çoğalan ve spermatidlere farklılaĢan 

hücrelerdir. Bu hücreler, testisin erken geliĢim evresinde gonadal yolk kesesinden 

göç ederek, gonadal kabartılarda kolonize olan primordiyal germ hücrelerinden 

geliĢirler. Spermatogenik hücreler Sertoli hücrelerinin arasında ilerleyici geliĢim 

sergileyen, tabakalar halinde düzenlenmiĢlerdir. Spermatogonyum olarak 

adlandırılan immatür (olgunlaĢmamıĢ) spermatogenik hücreler bazal laminanın 

üzerinde uzanırlar. Matür (olgun) hücreler olarak adlandırılan spermatidler, Sertoli 

hücrelerinin apikal bölümüne tutunmuĢlardır ve tübül lümeninin sınırını oluĢtururlar.  

 

 Tunika (lamina) propriya tipik fibroblastlardan yoksun çok tabakalı bağ 

dokusu yapısında olup peritübüler doku olarak da adlandırılmaktadır. Tunika 

propriya insanda seminifer tübülün bazal laminasının dıĢında 3-5 tabaka miyoid 

hücreden (peritübüler kontraktil hücreler) ve kollajen fibrillerden oluĢmaktadır. 

Miyoid hücreler ultrastrüktürel düzeyde bazal lamina ve bol miktarda aktin 

filamentleri içermeleriyle düz kas hücreleriyle iliĢkili özellikler gösterirler. Bu 

hücreler, tipik fibroblastların yokluğunda kollajen sentezleme rollerinin iĢareti olarak 

belirgin miktarda granüllü endoplazmik retikulum içermektedirler. Miyoid hücrelerin 

ritmik kasılmaları spermatozoanın ve testiküler sıvının seminifer tübülllerden 

boĢaltılıp kanal sistemine akıĢına yardım eden peristaltik dalgalanmaları oluĢturur. 

Miyoid tabakanın dıĢında kan damarları, yaygın lenf damarları ve Leydig hücreleri 

bulunmaktadır (60). 
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2.5.1.3. Spermatogenez 

 

Memelilerde spermatogenez, üç ana hücresel farklılaĢmanın ayırt edilebildiği 

süreçtir: spermatogonial yenilenme ve proliferasyon, mayoz ve spermiyogenez  (61). 

 

 Spermatogonyal proliferasyon seminiferöz epitelyumun bazal 

kompartmanında gerçekleĢir (66). Sırasıyla, tip A spermatogonya, spermatogonya ve 

tip B spermatogonyayı oluĢturan kök hücrelerin mitotik proliferasyonundan oluĢur  

(67). B tipi spermatogonia, spermatogenik hücre serilerine farklanır ve profaza 

girmeden önce nükleer DNA’nın replikasyonu ile primer spermatositleri oluĢturmak 

üzere bölünür. Ġkinci faz olan mayoz, spermatositler, hücreler arası komĢu Sertoli 

hücrelerinin sitoplazmik süreçleri arasında bir arada kalırken meydana gelir. 

Leptoten, zigoten, pakiten ve diploten aĢamalarını içeren mayotik profaz, ikincil 

spermatositlerin oluĢumu ile sonlanır. Haploit spermatidleri oluĢturmak için ikinci 

spermatositler ikinci mayoz bölünmeye girer. Spermatogenezin son aĢaması olan 

spermiyogenez, haploid germ hücresinin morfolojik farklanmasından oluĢur ve 

seminifer tübülünün lümenine, geç spermatidlerin salınmasıyla sonuçlanır  (61, 68, 

69).  

 

ġekil 2.10. Erkek Germ Hücrelerinin FarklılaĢması. Çoğu spermatogonya, 

farklılaĢmamıĢ kök hücre havuzu oluĢturmak için çoğalır. Ġki mayoz bölünme ve 

spermiyogenez içeren farklılaĢma yolunda spermatozoon oluĢur (70). 
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  2.5.2. Ġnterstisiyel Doku 

 

Seminifer tübüller arasında baĢta testosteron üreten Leydig hücreleri olmak 

üzere kollajen, lenf ve kan damarı, makrofajlar, mezenkimal hücreler, sinir lifleri, 

mast hücreleri ve fibroblastlardan oluĢan gevĢek bağ dokusu interstisiyel dokuyu 

oluĢturur. Leydig hücreleri sentez ürünü testosteronu yakınındaki kan kapillerine 

boĢaltarak endokrin sekresyon yaparlar. Bu olay erkek fetüs için gonad geliĢimi, 

pubertede sekonder seks geliĢimi, spermiyum üretimi, eriĢkin de ise spermatogenez 

ve sekonder seks geliĢiminin devamlılığı için gereklidir (60, 63).  

 

2.6. Leydig Hücresi 

 

Leydig hücreleri testis içerisinde seminifer tübüller arasında interstisiyel 

dokuda yer alırlar.  Ġnterstisiyel hücreler olarak da adları geçer. Genellikle üçgen 

Ģekilli, büyük, poligonal, eozinofilik ve çok sayıda düz endoplazmik retikulumun 

yanı sıra lipid damlacıkları içerirler. Testis hacminin yaklaĢık %12’sini oluĢturur. 

Oldukça fazla düz endoplazmik retikulum içerirler, bu steroid sentezi yapan leydig 

hücreleri için vazgeçilmezdir. Testosteron Leydig hücreleri tarafından sentez edilir. 

Vücutta bulunan testosteronun %95’i testislerde, Leydig hücreleri içinde 

kolesterolden sentezlenerek yapılır. Çok miktarda kapillerlere sahip olan stroma 

içerisinde Leydig hücreleri salgılarını vasküler sisteme kolaylıkla iletebilirler (62).  

 

  Tanımlanabilir Leydig hücreleri baĢlangıçta memelilerde embriyonik yaĢam 

sırasında ortaya çıkar, muhtemelen mezonefrik mezenkimal hücrelerden kaynaklanır. 

Fetal tip Leydig hücreleri olarak sınıflandırılan bu hücreler, Wolf kanalı geliĢimini 

uyarmak ve erkek cinsiyet belirlemesini desteklemek için gerekli olan androjenleri 

üretir. Yenidoğan yaĢamında bu hücre popülasyonunun kaybolup kaybolmadığı, 

farklılaĢtığı veya iĢlevsel olarak bozulmadığı konusunda tartıĢmalar vardır. Yine de, 

bu hücreler fonksiyonel olarak sessiz hale gelirler çünkü yeni doğan testiste androjen 

üretimi önemli ölçüde azalır. 
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 Daha sonra yetiĢkin tipi Leydig hücrelerinin bir popülasyonu ergenlik 

döneminde ortaya çıkar ve steroidogenik olarak aktif hale gelir. Bu yetiĢkin 

popülasyonun, peritübüler bir mezenkimal hücreden türetilmiĢ olduğuna 

inanılmaktadır (71).  

 

  2.6.1. Fetal Leydig Hücreler 

 

 Leydig hücreleri, 1850 yılında Franz Leydig tarafından keĢfedilmiĢ, 

1900’lerde Whitehead tarafından fetal Leydig hücre (FLH) kavramı literatüre 

katılmıĢtır (72, 73). Doğum sonrası kaybolan fetal leydig hücreler, eriĢkin leydig 

hücreler gibi androjen üretiminden sorumlu olup, erkek genitalin farklılaĢmasından 

sorumlu olsa da,  hem fonksiyonel olarak hem de morfolojik olarak eriĢkin Leydig 

hücre popülasyunundan farklıdır (74). Oval Ģekle sahip FLH'ler düz endoplazmik 

retikuluma, tübüloveziküler tip mitokondri ve çok sayıda az geliĢmiĢ bir Golgi 

cisimciği ve daha küçük lipit damlacıklarına sahip olmalarıyla yetiĢkin Leydig 

hücrelerinden farklıdırlar (75). 

 

 Farede fetal Leydig hücre popülasyonu yaklaĢık 12,5 dpc, insanda ise 8. 

haftadan itibaren testiküler farklanmadan hemen kısa bir süre sonra Sertoli hücre 

farklılaĢmasından yaklaĢık 24 saat sonra ortaya çıkmaktadırlar (76, 77). FLH'lerin 

progenitör havuzu halen bilinmezken, çok fazla spekülasyon vardır. FLH'lerin, 

komĢu mezonefroz, adrenal-gonadal primordiyum ve çölomik epitelyumdan ortaya 

çıktığı iddia edilmektedir, bu da FLH progenitörlerinin gonadal geliĢimin 

baĢlangıcında bipotensiyel gonad içinde mevcut olduğu veya olma olasılığını 

belirtmektedir. FLH kök hücreleri, bilinmeyen bir sinyalle, doğumdan sonra ortadan 

kaybolmadan önce fetüsün maskülinizasyonu için gerekli olan androjenleri 

sentezleme yeteneği kazanmaya baĢlar (78). Dahası, FLH'lerin adrenokortikal 

hücrelerin, erken adrenogonadal primordiyumundan ayrılan ortak bir kaynağı 

paylaĢtığı yönünde güçlü bir öneri vardır. Bu önerilen progenitör havuzlarından 

hiçbirinin doğrudan FLH'ye yol açtığı gösterilmemiĢtir. Bu nedenle, muhtemel FLH 

kaynaklarının daha eksiksiz bir fikrinin elde edilmesi için, bu varsayımsal kanıtları 

göz ardı etmemek yararlıdır (79). 

 Farede fetal Leydig hücre fonksiyonunun, normal sentez ve sekresyonu için 

LH'ye bağlı olduğu da kanıtlanmıĢtır (55).  
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 Steroidogenik Faktör 1 (SF-1) ve P450 enzim ekspresyonları, DHH (Desert 

Hedgehog) ve onun reseptörü PTCH1 (Protein patched homolog 1) sinyallemesi ile 

ekspresyonları artarak, Leydig hücresi farklılaĢmasını tetiklediği gösterilmiĢtir (80). 

 

ġekil 2.11. Fetal Leydig hücre geliĢimi.  FLH'ler, gonadlar ve adrenal bezlerindeki çoklu 

steroidogenik olaylara katkıda bulunabilen bir steroidojenik soy progenitör popülasyonundan türerler. 

Öncü FLH’ler FLH soyu ile sınırlıdır ve PDGFRA (Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha) 

ifadesi ile tanımlanır. OlgunlaĢmamıĢ FLH'ler, steroidogenik enzim ekspresyonunu içeren fonksiyonel 

iĢaretleyicilerin edinilmesi ile karakterize edilir. Olgun FLH'ler, INSL3'ün ve ayırt edici bir çokyüzlü 

Ģeklinin ifadesiyle karakterize edilir. 3ß-HSD: 3ß-hidroksisteroid dehidrojenazlar (79). 

 

2.6.2. EriĢkin Leydig Hücreler  

  

Testis geliĢimi sırasında, iki ayrı Leydig hücresi, fetal Leydig hücresi ve 

eriĢkin Leydig hücre popülasyonu Ģeklinde ortaya çıktığı, farede ilk olarak fetal 

Leydig hücre (FLH) popülasyonunun yaklaĢık 12,5 dpc gününde, testiküler 

farklılaĢmadan hemen sonra, yetiĢkin Leydig hücre popülasyonun ise doğumdan 

hemen sonra farklılaĢmaya baĢladığı gözlemlenmiĢtir (81).  

 

 Leydig hücrelerinin fetal geliĢimi, Sertoli hücrelerinin aksine 

gonadotropinlerin varlığına bağlı olarak gerçekleĢtiği ortaya konulmuĢtur (82). 
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 Testiküler Leydig hücreleri testosteron üretir ve erkek virilizasyon ve 

spermatogenez için gerekli olan hormonal ortamı sağlar. Fetal Leydig hücreleri 

(FLH) Wolf kanalı ve erkek dıĢ genital organların geliĢimi için gereklidir. 

Steroidogenik faktör 1 (Sf1) hormon biyosentez genlerinin transkripsiyonel 

düzenleyicisidir ve böylece Leydig hücresinde merkezi bir rol oynar. Bir Sertoli 

hücre ürünü olan Dhh, bir parakrin sinyalleme mekanizması yoluyla primordiyal 

gonaddaki FLH soyunu belirttiği ve FLH'lerin postnatal dönemde, morfolojik olarak 

farklı yetiĢkin Leydig hücrelerine (ALH'ler) farklılaĢtığı gösterilmiĢtir (83). 

 

 ALH’ler erken dönem postnatal testisin interstisyel kompartmanında bulunan 

farklılaĢmamıĢ mezenkimal benzeri Leydig kök hücrelerinden (SLH'ler) geliĢir. 

SLH'ların ayrıca eriĢkin testisinte peritübüler ve perivasküler alanlarda bulundukları 

gözlemlenmiĢtir. Bu durum yetiĢkin hücrelerin kaybı üzerine yeni Leydig hücrelerini 

rejenere edebileceğini de akıllara getirmiĢtir. Son çalıĢmalar, nestin, PDGFRa, 

COUP-TFII, CD51 ve CD90 dahil olmak üzere bu hücreleri tanımlamak için birçok 

protein markerini tanımlanmıĢ ve SLH'lerin çoğalmasının DHH (Desert Hedgehog), 

FGF2 ve aktivin ile uyarıldığı gösterilmiĢtir. SLH'lerin testosteron üreten Leydig 

hücrelerine farklılaĢmasında,  TGFß, PDGFBB, FGF2, Notch ve Wnt sinyalleri ile 

negatif olarak etkilemesine rağmen, DHH ve aktivin ile pozitif olarak etkilediği 

bulunmuĢtur. Dahası DHH’un kendi baĢına, LH'a duyarlı steroidogenik hücrelere 

SLH farklılaĢmasını indüklediği bulunmuĢtur, bu da DHH'nin, SLH'nin Leydig 

hücresi üzerindeki önemli olası etkilerinin olduğunu ve kritik bir rol oynadığını 

gösterir (84).  

 

 YetiĢkin Leydig hücrelerinin oluĢumu, progenitörlerin olgun hücreye 

dönüĢümünü içeren sürekli bir süreçtir. Bu değiĢiklikler kademeli olarak 

gerçekleĢmesine rağmen, Leydig hücresinde proliferasyon, farklılaĢma ve 

steroidogenik fonksiyon çalıĢmaları, yetiĢkin Leydig hücre soyunun üç farklı geliĢim 

evresinin tanınmasına yol açmıĢtır: Leydig hücre progenitörleri, olgunlaĢmamıĢ 

Leydig hücreleri ve yetiĢkin Leydig hücreleri. Ġlk aĢamada, Leydig hücre 

progenitörlerinin, postnatal yaĢamın üçüncü haftası boyunca testis 

interstisiyumundaki mezenkimal benzeri kök hücrelerin aktif proliferasyonundan 

kaynaklandığı ve 3ß-hidroksisteroid dehidrogenaz (3ß-HSD) için pozitifdirler. LH ve 

androjen, Leydig hücre progenitörlerinin olgunlaĢmamıĢ Leydig hücrelerine 
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farklılaĢmasını uyarmak için birlikte hareket eder. Luteinize edici hormon (LH) 

reseptörlerinin varlığını gösterir. Aktif olarak çoğalırlar ve olgunlaĢmamıĢ Leydig 

hücrelerine farklılaĢır. Ġkinci aĢamada, olgunlaĢmamıĢ Leydig hücreleri morfolojik 

olarak Leydig hücreleri olarak tanınabilir. Bol düz endoplazmik retikulumları vardır 

ve steroidogenik olarak aktiftirler, fakat esas olarak testosteron yerine indirgenmiĢ 

androjenler üretirler. OlgunlaĢmamıĢ Leydig hücreleri sadece bir kez bölünür ve 

yetiĢkin Leydig hücre popülasyonu ortaya çıkar, üçüncü ve son aĢamada, yetiĢkin 

Leydig hücreleri tamamen farklılaĢmıĢ olup, öncelikle testosteron üretir ve nadiren 

bölünür. Ön veriler, insülin benzeri büyüme faktörü-1’in (Insl-3), olgunlaĢmamıĢ 

Leydig hücrelerinin, yetiĢkin Leydig hücrelerine dönüĢümünde etkili olduğunu 

göstermiĢtir (12). 

 

 Progenitör hücrelere, öncü hücre farklılaĢmasının baĢlangıcı LH’den 

bağımsızdır; bununla birlikte, LH, hücre çoğalmasını, hipertrofisini indüklemek ve 

steroidogenik fonksiyon için gerekli olan tam organel komplemanı oluĢturmak için 

Leydig hücre soyunun sonraki aĢamaları için gereklidir. Testosteron ve östrojen, 

öncü hücre farklılaĢmasının baĢlangıcına engel olur ve olgun Leydig hücreleri 

tarafından üretilen bu hormonlar, sabit sayıda Leydig hücresini muhafaza etmek için 

yetiĢkin testiste Leydig hücrelerine öncül hücrelerin daha fazla farklılaĢmasını inhibe 

etmek için önemli olduğu bilinmektedir. Progenitör hücreler oluĢtuğunda, progenitör 

hücrelerin olgun yetiĢkin Leydig hücrelerine farklılaĢması için androjenler gereklidir. 

Önceki çalıĢmalar, Leydig hücrelerinin farklılaĢması için FSH’ın gerekli olduğunu 

ileri sürse de, daha yeni çalıĢmalar bu süreçte FSH’ın gerekli olmadığını göstermiĢtir. 

Anti-Müllerian hormonu, Leydig hücre farklılaĢmasında negatif bir düzenleyici 

olarak önerilmiĢtir ve bu kavramın geçerliliğini doğrulamak için daha fazla 

araĢtırılması gerekmektedir. Trombosit kaynaklı büyüme faktörü yetiĢkin Leydig 

hücrelerinin farklılaĢması için önemli bir faktördür; bununla birlikte, katılımının 

ayrıntıları hala bilinmemektedir. Testiküler makrofajlar tarafından salgılanan bazı 

sitokinler, Leydig hücrelerine mitojeniktir (85). 
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2.8. Steroidogenez 

 

Steroidogenez steroid horman sentezi demektir. Steroid hormonların,  farklı 

fizyolojik etkilere sahip olan,  yaĢam için oldukça önemli etkilere sahip olup baĢta 

adrenal bezi ve gonadlar olmak üzere plasenta ve merkezi sinir sisteminde de 

sentezlendiği belirtilmiĢtir. Tüm steroid hormonlarının ortak bir özelliği, sentez 

kaynaklarının öncüsü kolesterolü kullanmalarıdır (92). Testosteron üretimi de diğer 

steroid hormanlar gibi kolesterolün ‘de novo’ (hiç yoktan) oluĢumu ile gerçekleĢir. 

Spermatogonyal, peritübüler miyoid ve Sertoli hücrelerinin de Leydig hücresi 

steroidogenezi üzerinde etki gösterdiği belirtilmiĢtir (93).  

 

2.9. Steroidogenik Düzenleyici Protein (StAR)  

 

StAR, 30 kDa’luk steroidogenik düzenleyici (akut, baĢlatıcı) proteindir. 

Steroidogenezde, kolesterolün iç mitokondriyal membrana taĢınımı sürecinde etkili 

olan StAR' ın hormon stimülasyonuna yanıt olarak sitozolde sentezlendiği ve iç 

mitokondriyal membranda bulunan sitokrom P450 enzimi (P450scc) ile 

kolesterolden pregnenolonu katalize ettiği belirtilmiĢtir (94).  StAR’ın, aynı zamanda 

FLH’lerin fonksiyonel geliĢiminin bir düzenleyicisi olmasıyla beraber FLH’lerinin 

erken bir belirteci olduğu belirtilmiĢtir (79). 

 

 Testosteron üretimi de diğer steroid hormanlar gibi kollesterolün ‘de novo’ 

(hiç yoktan) oluĢumu ile gerçekleĢir. Testis içerisinde interstisiyel alanda Leydig 

hücreleri tarafından salgılanan testosteron, seminifer tübül içerinde Sertoli hücreleri 

tarafından salgılanan Androjen Bağlayıcı Protein (ABP) tarafından tutularak, tübül 

içerisindeki spermatogenez için gereklidir. Bu tez de Leydig hücrelerinde, 

ekspresiyon seviyesini oldukça yüksek gördüğümüz SVIP proteinin StAR protein ile 

korelasyonuna bakarak steroidogenez ile iliĢkili olduğunu belirlemeyi amaçladık.  
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ġekil 2.14. Steroidogenezin Ģematik gösterimi. Leydig hücre içerisinde LH aracılığıyla ‘de 

nova’ hiç yoktan kandaki kolesterolün önce mitokondri içerisine StAR protein aracılığıyla alınması. 

Mitokondride bulunan sitokrom enzimleri ile (P450cc)  iĢlenen kolesterolün Preglenona dönüĢmesi ve 

sonrasında düz endoplazmik retikulumda HSD (hidroksi dehidrogenaz)’lar ile testosteron oluĢumu 

gösterilmiĢtir (95). 

 

2.10. Küçük VCP ile EtkileĢen Protein (SVIP) 

 

Küçük VCP ile etkileĢen protein, SVIP (Small VCP-interacting protein) 76 

aminoasitten oluĢmuĢ 9-Kda’luk,  p97/VCP’ye direk bağlanabilen bir adaptör 

Endoplazmik Retikulum (ER) proteinidir (1). SVIP’i ilk olarak, VCP/p97 için yeni 

bir adaptör protein olarak (o  zamanlar  SVIP fonksiyonu  henüz bilinmemekle 

birlikte) hücrelerde aĢırı ekspresyonu, yoğun vakuollenme ve ER ve mikrotübüllerin 

deformasyonuna neden olduğunu gözlemleyerek SVIP’i M. Tagaya (Tokyo, 

Japonya)  tanımladı (87).    

 

 Ökaryotik hücrelerde yeni oluĢan proteinlerin %30’unu Endoplazmik 

retikulum (ER) içerir. ER içindeki kalite kontrol mekanizması, düzgün ve yanlıĢ 

katlanmıĢ proteinler arasında ayrım yapar ve yanlıĢ katlanan proteinlerin ER ile 

iliĢkili yıkılma (ERAD) yoluyla bozunduğu ve dahası  ERAD’ın,   ER'in  normal 

proteinlerinin seviyelerini de düzenleyerek fizyolojik süreçler için de önemli olduğu 

belirtilmiĢtir (2). SVIP, ER membranının sitozolük yüzeyinde lokalizedir.  
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Ubikitinden bağımsız olarak yanlıĢ katlanan proteinleri, proteozamal degrade 

eden ERAD yolağını, bu yolakta merkezi rol oynayan  p97/VCP  ile etkileĢime 

girerek inhibe etmektedir (3, 4). Özellikle ERAD yolağı için SVIP proteini negatif 

düzenleyici olarak tanımlanmıĢtır (86).  

 

 

ġekil 2.12.  ERAD yolağında SVIP. SVIP, membrana bağlanır ve ERAD 

inhibisyonuna yol açar (88). 
 

 Dahası SVIP, gp78 ile rekabet eden iyi korunmuĢ bir VIM (p97/VCP-

interacting motif) içeren gp78'den (ERAD ubikitin ligaz olan), p97/VCP ve Derlin1'i 

(gp78 için bir substrat protein) ayırarak ERAD yolağını negatif olarak etkilediği 

belirtilmiĢtir. SVIP bir transmembran alanına sahip değildir ve ER membranına 

lokalizedir. 

 

ERAD'daki rolüne ek olarak, SVIP’in aynı zamanda otofaji yolağının 

düzenleyici proteini olan LC3’nin lipidasyonunu artırdığı da belirlenmiĢtir (88, 89).  

 

 Aynı zamanda SVIP, VLDL (çok düĢük yoğunluklu lipoprotein) 

partiküllerinin endoplazmik retikulumdan, Golgi'ye taĢınması sırasında VTV‘lerin 

(VLDL transport vezikülü) SVIP içerdiğini, SVIP'in apolipoprotein B100 (apoB100) 

ile birlikte lokalize olduğunu gösterilmiĢtir. Hepatositlerde SVIP proteinini siRNA 

tarafından SVIP’in susturulduğu veya spesifik antikorlarla SVIP proteinin bloke 

edildiğinde, VTV oluĢumunda önemli bir azalmaya neden olduğu,  VLDL 
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sekresyonunu azalttığını ve SVIP'nin hücre içi VLDL sekresyonunda fizyolojik bir 

rol oynadığı belirtilmiĢtir (90).  

 

 SVIP'in VCP ile birlikte sinir sisteminde ve  nöronal hücre gövdelerinde 

birlikte lokalize olduğu da gösterilmiĢ ve SVIP’in  VCP'nin olmadığı kompakt 

miyelinde, miyelin temel proteini (MBP) ile lokalize olduğunu da gözlemlenmiĢtir  

(91).  

 

 Son çalıĢmalarda ERAD bileĢenlerinin ekspresyonlarının androjenler 

tarafından düzenlendiği belirtilmiĢtir. Androjenler testis için hem bir kaynak,  hem de  

önemli bir hedef  olmakla beraber  androjenlerin, spermatogenezin kontrolünde 

hayati bir rol oynadığı belirtilmiĢtir (9). SVIP androjene duyarlı gen olarak 

bulunmuĢ, promoter veya düzenleyici bölgesinde, potansiyel androjen tepki 

elementlerinin (ARE' ler) var olduğu  kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir 

reaksiyonu (qRT-PCR) kullanılarak doğrulanmıĢtır (5). Ve sonrasında,  prostat 

kanser hücrelerinde SVIP’in ekspresyonunun androjenlerce baskılandığı gösterilerek 

bu proteinin prostat kanserindeki önemi vurgulanmıĢtır (2). En son olarak ise, prostat 

kanserindekine benzer bir mekanizma ile glioma (beyin tümörü) hastalarında, kanser 

dıĢı hastaların serum testosteron seviyelerinde anlamlı artıĢ gözlemlenmiĢ ve 

androjenlerce SVIP protein ekspresyonunun baskılandığı ve glioma tedavisinde bu 

proteinin kullanılması gerektiği önerilmiĢtir (6).  

 
 

ġekil 2.13. SVIP proteininin birçok fare dokusundaki Western Blot analizi. 
(7).  
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Fare testisinde ise 15G11 genlerinden oluĢan bir ata genin, SVIP proteinin  

genleri ile gen duplikasyonu yoluyla bir ata genden olarak evrimleĢtiği ortaya 

çıkarılmıĢtır (8). 

 Androjen reseptörü (AR) olarak belirtilen SVIP‘in erkek üreme ve geliĢimi 

ile de yakından  iliĢkili olabileceği bu tez çalıĢmasında hipotez edilmiĢtir. Androjen 

reseptör geni (ARG) tarafından eksprese edilen androjen reseptörleri (AR) aracılığı 

ile androjenler etkilerini gösterirler (9). Söz konusu androjenler, gonadal steroid 

hormonu olan özellikle testesteron ve dihidrotestesteron olarak testiste Leydig 

hücreleri tarafından, aynı zamanda adrenal steroidlerin periferik dönüĢümü ile 

oluĢturulur. BaĢta erkek üreme sistemi fonksiyonel geliĢimi olmak üzere ve diğer 

sistemler için (örneğin: prostat, folikülogenez ve meme bezi geliĢimi) üretilir, diĢi de 

ise eser miktarda üretilirler. Testesteron, üreme fonksiyonuna aracılık ettiği gibi 

davranıĢ ve nöroendokrin fizyolojik cevaplar üzerinde de rol oynar. Dahası 

testesteron, östrojen gibi beynin cinsel farklılaĢmasında kritik bir rol oynar (10). 

Çünkü AR,  sadece erkek üreme sisteminin geliĢtirilmesi ve sürdürülmesinde değil, 

memeli dokularında birçok yerde bulunur ve bu nedenle androjenler, nöral dokuların 

geliĢiminden, bağıĢıklık fonksiyonunun  düzenlenmesine  kadar çeĢitli rollere 

sahiptir (11).  

 

 Fetal Leydig hücre geliĢimi için gerekli olmasa da, eriĢkin Leydig hücre 

geliĢimi için androjen ve LH gerekli olduğu bildirilmiĢtir (12, 13).  

  

 Fakat bugüne kadar androjene cevap veren  protein olarak tanımlanmıĢ 

SVIP’in androjen reseptörlerinin fazlaca ekspre edildiği bir erkek üreme organı olan 

fare testis dokusunda, SVIP proteinin hücresel lokalizasyonu ve olası fonksiyonu 

araĢtırılmamıĢtır.  

 

 Bizde bu bilgiler ıĢığında bu tez çalıĢmasında, androjen reseptörü olarak 

belirtilen SVIP proteinin öncelikle fare testis dokusunda geliĢimsel olarak 

incelenmesi, testis dokusu geliĢimsel sürecindeki rolünü saptamak amaçlanmıĢtır. Bir 

sonraki hedef olarak testesteronun esas olarak üretildiği Leydig hücrelerinde 

steroidogenezde anahtar bir protein olan StAR ile iliĢkisini araĢtırmak amaçlanmıĢtır.  
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3. MATERYAL VE YÖNTEM 
 

Tezimin bu bölümünde yaptığımız çalıĢmalar kapsamında, deneyler boyunca 

kullanılan sarf malzemeler, deney aletleri ve ait oldukları kaynaklar ayrı baĢlıklar 

halinde aĢağıdaki Ģekilde verilmiĢtir. 

 

3.1. Kimyasallar ve Ait Oldukları Kaynaklar 

 

Ksilol        Sigma-Aldrich, Steinheim 

Etanol        Sigma-Aldrich, Steinheim 

Igepal CA-630 (NP-40)     Sigma-Aldrich, Steinheim 

β-Merkaptoethanol      AppliChem, Darmstadt 

Methanol       Sigma-Aldrich, Steinheim 

Süttozu       Bio-Rad, München 

Formaldehit       Merck, Darmstadt 

Ponseu S       Roth, Karlsruhe 

Potasyum klorit      Merck, Darmstadt 

Sodyum klorid      Sigma-Aldrich, Steinheim 

Sodyum dodesil sülfat     Merck, Darmstadt 

Sodyum hidroksit      Merck, Darmstadt 

Tris        Roth, Karlsruhe 

Triton X-100       Sigma-Aldrich, Steinheim 

Tween-20       Roth, Karlsruhe 

Bromfenol blue      Sigma-Aldrich, Steinheim 

Hidrojen peroksit      Sigma-Aldrich, Steinheim 

Super block       Abcam 

Entellan       Sigma-Aldrich, Steinheim 

Parafin        Sigma-Aldrich, Steinheim 

Parafilm       Sigma-Aldrich, Steinheim 

Tris        Merck, Darmstadt 

Glisin        Merck, Darmstadt 

EDTA        Merck, Darmstadt 
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Bovine serum albumin     Vector Laboratories 

Rabbit serum       Vector Laboratories 

Paraformaldehit      Sigma-Aldrich, Steinheim 

ABC immuno kit      Abcam    

Su bazlı kapatma medyumu     Thermo Fischer 

Floresan kapatma medyumu     Abcam 

Sitrik asit       Sigma-Aldrich, Steinheim 

Proteinaz inhibitör kokteyl     Sigma-Aldrich, Steinheim 

 

3.2. Antikorlar, Ait oldukları Kaynaklar ve Kullanım Oranları 

 

Primer antikorlar Firması    Dilüsyon oranı         Dilüsyon oranı 

         (Western)              (Ġmmunositokimya) 

StAR (ab58013)         Abcam   1:300   1:40  

SVIP (HPA039807)   Sigma   1:500   1:50 

SVIP (ab122590)       Abcam   1:500   1:50 

Beta aktin (ab8229)   Abcam   1:1500 

 

Sekonder antikorlar 

Goat anti rabbit HRP  Abcam      1:1500 

Anti rabbit IgG FITC  Abcam, UK     1:300 

Anti mouse IgG Texas Red Abcam, UK     1:300 

Goat anti mouse HRP  Abcam      1:1500 

 

3.3. Deney Aletleri ve Markaları 

 

Mikrodalga fırın      Arçelik, Türkiye 

Mini santrifüj       Biosan, Türkiye 

Orbital karıĢtırıcı      Sigma, Almanya 

Vorteks       Thermo Scientific  

Mikrotom       Leica, Almanya 
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Etüv        Nüve, EN500 

Soğutmalı santrifüj      Hettich, Almanya 

Çeker ocak       Hedlab, Türkiye 

Klass II biyogüvenlik kabini     Scanlaf Mars Labogene 

CO2 li inkübatör      Panosonic 

Su banyosu       JSR 

Ġnvert mikroskop ve kamera sistemi    Olympus 

Buzdolabı       Arçelik 

-80
0
C derin dondurucu     Thermo Scientific 

Binoküler çift baĢlı mikroskop    Nikon 

Ph metre       Hanna 

Hassas terazi       Ragwag 

Manyetik karıĢtırıcı      Thermo Scientific 

Western blot seti      Ġnvitrogen 

Sonikatör       Bandelin, Almanya 

Semidry blotlama cihazı     Scie-Plas 

UVP görüntüleme cihazı     Kutay Lab Cihazları  

Distile su arıtma cihazı     Alga 

Mikropipet seti      Brand   

Nemli ortam kapları      Hayat Medikal 

Zeiss Axio Ġmager M2 floresan mikroskobu   Zeiss 

3.4. Kromojenler 

 

DAB (Diaminobenzidine)     Sigma, Germany 

AEC        Invitrogen   

3.5. Hücreler 

 

Leydig  TM3       ATCC, CRL-1714 

Leydig Tümör MA-10                                                           ATCC, CRL-3050 

3.6. Hücre Kültürü Malzemeleri 

 

DMEM/F-12, HEPES                Thermo Scientific 

PBS        Gibco 

Streptomycin/Penicillin     Gibco 

Tripsin        Gibco 
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Fetal bovine serum      Gibco 

12, 24, 6 wellik plateler     Orange Scientific 

75 lik flaks       Orange Scientific 

Pipetler       Orange Scientific 

Cell skraper       Orange Scientific 

Cover slip       Nest 

Mikropipet seti       Brand 

Lipofektamin transfeksiyon medyumu    Ġnvitrogen 

3.7. siRNA, Aktivatör ve Ġnhibitörler 

        

SVIPsi (AM16708/508716)     Ambion , Thermo Fischer 

Kontrolsi (AM4611, kontrol1)    Ambion, Thermo Fischer 

 

3.8. Etik Kurul, Deneklerin Temini ve Deney Grupları  

 

3.8.1. Etik Kurul Onayı  

 

‘Küçük VCP ile etkileĢen protein (SVIP)’nin fare testisinde ekspresyonunun 

ve fonksiyonunun belirlenmesi’ isimli çalıĢmanın Kobay Deney Hayvanları, Hayvan 

Deneyleri Yerel Etik Kurulu BaĢkanlığı’nın, 277sayılı protokol kararıyla, etik 

kurallara uygun bir çalıĢma olarak kabul edilmiĢtir.  

 

3.8.2. Deneklerin Temini ve Özellikleri  

 

 ÇalıĢmada kullanılan toplam 36 adet fare ortalama 1- 30 gram ağırlığında 

Balb-c cinsi erkek fare,  Kobay Deney Hayvanları Laboratuvarı’ndan temin edilerek 

kullanılmıĢtır. Optimum laboratuvar koĢulları altında, musluk suyu ile beraber %21 

oranında protein içeren standart pelet yemlerle (purina) beslenmiĢ,  oda sıcaklığında 

(12 saat aydınlık/12 saat karanlık döngüsünde) tutulmuĢtur. Yedi haftalık ve 

ağırlıkları 60-80 gr olan yetiĢkin erkek fareler rastgele olarak farklı kafeslere 

yerleĢtirildikten sonra çiftleĢtirme, bir kafeste 2 diĢiye 1 erkek olacak Ģekilde 

gerçekleĢtirilmiĢtir. Ertesi gün vajinal plak oluĢumu gözlenen diĢi fareler gebeliğin 
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0.gününde kabul edilerek, doğum öncesi ve doğum sonrası takip edilerek elde edilen 

erkek yavru fare sayısı saptanmıĢtır. Elde edilen yavrular 1.grup erkek fareler (Fetal 

18.gün, n=6), 2.grup erkek fareler (postnatal 1.gün, n=6), 3.grup erkek fareler 

(postnatal 5.gün, n=6), 4.grup erkek fareler (postnatal 15.gün, n=6), 5.grup erkek 

fareler (postnatal 35.gün, n=6), 6.grup erkek fareler (postnatal 50.gün, n=6) olarak 

sınıflandırılarak diseksiyon tarihleri belirlenmiĢtir. Deney süresince hayvan deney 

prosedürleri standart etik kurallara uygun olarak gerçekleĢtirilmiĢtir.  

 

 Seçilen bu günlerin her biri fare testisindeki geliĢimsel basamaklara denk 

gelmektedir.  

 

ġekil 3.1. Testosteron üretimi ile korele olan çalıĢma gruplarımızın belirlenmesi. 

Günler boyunca önemli olduğu görülen testosteron sentezinin oldukça arttığı prenatal 18. 

gün, neonatal 1. gün itibariyle sentezin azalması, 5. ve 15. günde en az seviyede olması ve 30. gün 

sonrası sentezin neredeyse üç katına çıkması. Tez içinde çalıĢma gruplarının oluĢturulmasında önemli 

katkısı olmuĢtur (96). 

 

 

3.8.3. ÇalıĢma Grupları  

 

ÇalıĢmada hem deney hayvanları hem de eĢ zamanlı olarak iki ayrı hücre 

kültürü hücresi ile çalıĢılmıĢtır.  
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ÇalıĢma grubu 1: deney hayvanları grubunu, 

ÇalıĢma grubu 2: ise hücre kültürü çalıĢmalarını ifade etmektedir.  

ÇalıĢma grubu 1 için; 6 ayrı grup oluĢturulmuĢtur. 

OluĢturulan gruplar sırasıyla aĢağıdaki gibi adlandırılmıĢtır.  

 

1.Grup (6 hayvan): 18-19 günlük fetal (doğmamıĢ) erkek fare testisi 

2.Grup (6 hayvan): Postnatal l.gün erkek fare testisi 

3.Grup (6 hayvan): Postnatal 5. gün erkek fare testisi 

4.Grup (6 hayvan): Postnatal l5. gün erkek fare testisi 

5.Grup (6 hayvan):Postnatal 35. gün erkek fare testisi 

6.Grup (6 hayvan): EriĢkin 50. gün erkek fare testisi 

 

ÇalıĢma grubu 2 için; 

 

 TM3(Leydig hücresi) ve MA-10(Leydig tümör hücresi) kullanılmıĢtır. Hücre 

kültürü yöntemleri ile kültüre edilen hücrelerin hücre medyumu olarak, DMEM/F-12 

HEPES, Thermo Fisher Scientific (Catalog number: 31330038) kullanılmıĢtır. TM3 

hücresi için,  hücre kültür mediyumuna ilaveten %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve 

Streptomisin eklenerek kullanılmıĢtır. MA-10 hücresi içinse, hücre kültürü 

mediumuna ilaveten %6 FBS (Fetal Bovine Serum), Streptomisin ve ek olarak %4 

Horse Serum eklenerek kültüre edilmiĢtir. 

 

3.9. ÇalıĢmanın Değerlendirilmesinde Kullanılan Yöntemler 

 

3.9.1. Dokuların Elde Edilmesi ve Hazırlanması 

 

 Prenatal ve postnatal günlerde fareler anestezi ile sakrifiye edildikten sonra 

testis dokularının (her hayvanda 2 tane) bir tanesi Ġmmünohistokimyasal çalıĢmalar 

için Bouin fiksatifine konulmuĢ olup, diğer bir eĢi ise -80
0
C’de, Western blot 
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çalıĢmaları için saklanmıĢtır. ÇalıĢmada yapılan Ġmmünohistokimya ve Western blot 

metodları 3.9.3.’de ve 3.9.4’de belirtilen ayrıntılı protokole göre gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 Stereomikroskop altında diseke edilen erkek fetüslerden veya doğan erkek 

yavrulardan belirtilen günlerde alınan doku örnekleri Bouin fiksatifinde 24 saat oda 

ısısında bekletildikten sonra 2 saat su ile yıkandıktan sonra artan dereceli alkol 

serilerinden geçirilerek dokunun dahidratasyonu sağlanıp, içerisine alkol alımını 

sağlamak amacıyla, öncelikle 1 saat %75’lik alkole alınmıĢtır. Alkol yenilenerek 

tekrar 1 saat %75’lik alkole alınmıĢtır. Daha sonra %96’lık alkolde 1 saat 

bekletildikten sonra tekrar %96’lık alkol yenilenerek gece boyu bekletilmiĢtir. Bir 

sonraki gün %100’lük alkole alınarak 1 saat bekletilmiĢ ve yine alkol yenilenerek 

%100’lük alkolde 1 saat daha bekletilmiĢtir. Dokunun Ģefaflanması amacıyla dereceli 

artan alkol uygulaması sonrası dokular ksilene alınmıĢtır. Doku büyüklüğü ve 

hacmine bağlı olarak 30 dakikayı (5 ila 30 dakika arasında) geçmeyecek Ģekilde 

ksilende bekletilmiĢtir. Ksilen sonrası 3 saat parafinde tutulmuĢtur. Sonrasında metal 

gömme kapları ve kasetler yardımıyla doku sabitlenerek parafine gömülmüĢtür.  

 

 Parafine gömülmüĢ olan dokulardan 4 mikron kalınlığında kesitler alınıp, 

histokimya ve immünohistokimya öncesi kurutulup, preparatlar 1 gece boyunca 

etüvde 58ºC‘de bekletilerek parafinleri uzaklaĢtırılmıĢtır ve preparatlar boyanmaya 

hazır hale getirilmiĢtir. 

 

3.9.2. Histokimyasal Değerlendirme 

 

 Prenatal ve postnatal testis dokuları histolojik değerlendirme için 

hematoksilen-eozin ile boyanmıĢtır. Bu boyama yönteminde öncelikle kesitler 2 Ģer 

kez 15 dakika ksilolden geçirilip, dereceli azalan alkol serilerinden geçirilerek doku 

içerisine boya öncesi su alması sağlanarak öncelikle 3 dakika %100’lük alkolde 

bekletilmiĢtir. Sonrasında 3 dakika  %96’lık alkolde bekletilmiĢ ve son olarak 3 

dakika %75’lik alkolde bekletilip, akarsuda yıkanmıĢtır (3-5 kere). 3 dk 

hematoksilende bekletilmiĢtir.  

 Hematoksilen boyasından sonra akarsuda yıkanmıĢtır (3-5 kere). Eozinde 1 

dakika tutulmuĢ (sitoplazmayı pembe boyar). Preperatı kapatabilmek için dereceli 

artan alkol serilerinden geçirilip önce %75’lik alkole daldırıp çıkartılmıĢ, sonra 
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%96’lık alkolde 2 dakika bekletilmiĢ ve son olarak %100’lük alkolde 2 dakika 

bekletilmiĢtir. Kapatma öncesi ksilen de bekletilmiĢ ve entellan kapatma solüsyonu 

kullanılarak, lamel ile kapatılmıĢtır.   

 

3.9.3. Ġmmünohistokimya Tekniği 

 

 Fetal, postnatal ve eriĢkin fare testis dokularında SVIP  ve  Leydig hücre 

iĢaretleyicisi STAR proteinlerinin lokalizasyonlarının belirlenmesi ve geliĢime bağlı 

olarak karĢılaĢtırılması amacıyla; farelerden elde edilen testis dokuları, rutin 

histolojik  takipler  sonrasında poli lizin kaplı lamlar üzerine alınan 4 mikron 

kalınlığındaki parafin kesitler, bir gece 60
0
C’lik etüvde bekletilmiĢtir. 

Deparafinizasyon için iki kere 10’ar dakika ksilollerden geçirildikten sonra, her 

birinde beĢer dakika olmak kaydıyla %100, %90, %70’ lik alkol serilerinden 

geçirilerek rehidrate edilmiĢtir. Daha sonra, distile suda çalkalanarak, fosfat 

tamponunda (PBS; pH: 7,2-7,4) üç kere, beĢer dakika yıkanmıĢtır. Antijenik 

maskenin giderilmesi amacıyla kesitler (antijen geri dönüĢümü /retrieval) 0.1 M sitrat 

tamponu (pH:6) içerisinde mikrodalga fırında 10 dakika muamele edildikten sonra 

20 dakika oda ısısında soğumaya bırakılmıĢtır. 

 

 Doku içerisindeki endojen peroksidaz aktivitesini engellemek için PBS ile 3 

kez 5’er dakika yıkama iĢleminden sonra, dokular %3’lük hidrojen peroksit ile 20 

dakika inkübe edilmiĢtir. Tekrar PBS ile 3 kez 5 er dakika yıkama iĢleminden sonra, 

oda ısısında 20 dakika Ultra V blok ile bloklanmıĢtır (protein bloklama). Bloklama 

aĢamasından sonra, slâytlar belirli dilüsyon oranlarında 1 gece boyu primer antikor 

(SVIP 1:50, STAR 1:35 dilüsyon) ile muamele edilmiĢtir. PBS ile tekrarlanan 

yıkama aĢamalarından sonra ticari kit sekonder antikoru kullanılarak biyotinlenmiĢ 

sekonder uygulanmıĢtır. BiyotinlenmiĢ sekonder antikor uzaklaĢtırılarak 30 dk 

süreyle Avidin Biotin Complex (ABC) peroksidaz kiti uygulanmıĢtır. PBS ile yıkama 

aĢamasından sonra DAB ile reaksiyon görünür hale getirilmiĢtir. 
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3.9.4. Western Blot Tekniği 

 

 Western blot analizi için, prenatal ve postnatal dönemlere ait -80
0
C’de 

saklanan testis dokularının homojenizasyonu dokuların soğuk havanda ezilmesi ve 

sonra proteinaz inhibitörü içeren lizis solusyonu (50 mM Tris-HCl pH 7,5, 150 mM 

NaCl, %1 NP–40) ile lizis edilmesi ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Lizis solüsyonu içinde 

ultrasonik homojenizatör (sonikatör) ile 30-60 saniye kadar lizis edilmesi sağlanarak 

homojenize edilen hücreler, 21’lik insulin iğneleri ile süspansiyon haline getirilip ve 

sonrada 10 dakika 4°C’de 13,000 x g’de santrifüj edilmiĢtir. Santrifüj sonrası elde 

edilen süpernatan korunup, pellet kısmı atılarak korunan süpernatant ile Western blot 

çalıĢmaları sürdürülmüĢtür. Süpernatantlardaki protein konsantrasyonları Bradford 

testi ile tayin edilmiĢtir. Western blot için hazır gradient jel Novex 4-12% Bis-Tris 

Gel (NuPAGE, Invitrogen) kullanılmıĢtır. 30 µgr protein olacak Ģekilde, süpernatan 

sample buffer (%20SDS, 625 mM Tris, %9 β merkaptoetanol, %0,3 bromphenol 

blue, %50 gliserol) ile dilüye edilerek, hücre ekstratları Laemli sample buffer ile 

95
0
C’de 5 dakika kaynatılıp ardından jele yüklenmiĢtir. Herbir güne ait örnekler jele 

yüklendikten sonra güç kaynağı 120V’a ayarlanarak proteinlerin jelde ayrıĢtırılması 

sağlanmıĢtır. Protein transferi yarı-kuru transfer sistemi olan semidry blotlama 

(VWR) cihazı kullanılarak jeldeki proteinlerin nitroselüloz membranlara aktarımını 

sağlamak amacıyla 1 saat 300 miliamper altında gerçekleĢtirilmiĢtir. Blotlama süresi 

bitiminde, membrana transferi yapılan proteinlerin, Ponceu boyası ile transfer edilme 

baĢarıları tesbit edildikten sonra, %5’lik süt tozu ile %0,1’lik Tween 20 içeren PBS 

çözeltisi içinde (protein bloklama için) 1 saat oda ısısında inkübe edilmeleri 

sağlanmıĢtır. Ġmmünolojik tespiti belirlenen dilüsyon oranlarında hazırlanmıĢ primer 

antikorlar (her primer antikor için ayrı ayrı farklı dilüsyon oranları denenerek, 

örneğin SVIP 1:500 için,  StAR 1:300) 1 saatlik bloklama sonunda membran primer 

antikorlar (SVIP 1:500 ve STAR 1:300) ile gece boyu 4ºC’de inkübe edilmiĢ ve 

sonrasında membran 3 kez %0.1’lik Tween 20 içeren PBS çözeltisi ile 5 dakika süre 

ile yıkanıp bu süre sonunda, sekonder antikor uygulaması yapılmıĢtır. HRP-konjuge-

sekonder antikorlar (anti-rabbit ve anti-mouse, 1:2000-1:3000 oranında)  kullanılarak 

HRP Luminol/Enhancer ve Peroxide buffer (Abcam) sistemi ile UVP görüntüleme 

cihazı altında görüntülenmeleri sağlanmıĢtır. Ġkincil antikora bağlı bulunan 

horseradish peroksidaz enzimi, ECL çözeltisi içinde bulunan Lumigen PS-3 
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substratını katalizler. Bu reaksiyon sonucu açığa çıkan luminol ıĢımaya yol 

açacağından, bu ıĢıma UVP cihazı ile gözlenmiĢtir. 

 

 Görüntüleme sonrası elde edilen bantların yoğunlukları Image J programında 

analiz edilerek prenetal ve postnatal günlere ait bantlar arasındaki farklılıklar 

değerlendirilmiĢtir. 

 

3.9.5. Hücre Kültürü Yöntemi 

 

 Bu tez çalıĢmasında fare TM3 Leydig hücre hattı (ATCC numara: CRL-

1714, hücre hattı) ve MA-10 fare Leydig hücreleri (ATCC number: CRL- 3050) 

%10’luk fetal bovine serumu (FBS) içeren Dulbecco Modifiye Eagle Medyumu’ nda 

(DMEM)/F12’de, 37ºC’de kültüre edilmiĢtir. 75 cm²’lik flask içerisinde kültüre 

edilen hücreler %80-%90 konfluensiye ulaĢınca, içindeki hücre kültürü medyumu 

uzaklaĢtırılarak, iki kez PBS ile yıkanmıĢtır. Daha önceden oda ısısında bekletilmiĢ 

Tripsin-EDTA solüsyonundan 2-3 ml eklenerek, 3 dk 37  C’ lik etüvde bekletilerek 

hücrelerin birbirinden ve flasktan ayrılması sağlanmıĢtır. Birbirinden ayrılan hücreler 

mikroskop altında gözlendikten sonra, hücre kültürü mediumu eklenerek tripsinin 

aktivitesi durdurulmuĢtur. Elde edilen hücre süspansiyonu 15 ml’lik falkon tüp 

içerisine alınarak 10 dakika, 1400 RPM’de, 22  C’de santrifüj edilerek tripsin 

ortamdan uzaklaĢtırılmıĢtır. Santrifüj sonrası hücreleri içeren pelet kısmı kalacak 

Ģekilde, üst süpernatan kısmı atılmıĢtır. Kalan hücre peleti içerisine 1 ml hücre 

medyumu eklenerek, pipetaj yapılarak hücrenin süspanse olması sağlanmıĢtır. Bu 

hücre süspansiyonundan 1 µl alınıp Thoma lamında sayılarak istenilen miktarda yeni 

hücre ekimi yapılmıĢtır.  Hücre sayısı ve miktarı ekilecek well plate (6 wellik, 12 ve 

ya 24 wellik) ve flaks büyüklüğüne göre belirlenmiĢtir (Flask baĢına 4X 10⁶ hücre 

olacak Ģekilde ekilmiĢ olup, 6 wellik kültür kabına 1X10⁶ hücre olacak Ģekilde 

ekilmiĢ ve kültüre edilmiĢtir) (97, 98). Yeni flaks veya wellere ekim sonrası arta 

kalan hücre süspansiyonu, %5’lik dimetilsülfoksit (DMSO) içeren medyum içinde 

kriyotüpler içinde -80  C’de dondurulmuĢtur. 

 

 Hücre Western Blot analizi için, pasaj sonrası süspanse durumdaki hücreden,  

12’lik well plate ya da 6’lık well plate kullanılarak, hücreler hücre kültürü mediyumu 
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içerisine pipetaj yapılarak ekilmiĢtir. %90 veya %100 konfluensiye ulaĢan well 

plateler, soğuk PBS ile yıkandıktan sonra, lysis buffer 6’lık well plate için 100 µl 

(12’lik well plate için 50 µl) eklenerek skraper yardımıyla ortamdaki hücrelerin 

alınması sağlanmıĢtır. Alınan hücre örnekleri sonikatör yardımıyla parçalanıp, 

+4  C’de 13000 RPM’de 10 dakika santrifüj edilmiĢtir. Üst süpernatan kısmı alınıp 

pelet kısmı atılmıĢtır. Hücre örnekleri Western Blot yöntemi için hazırlanmıĢtır. 

 

   3.9.6.  SiRNA Aracılığıyla Ġndükleme  

 

 Leydig hücrelerinde SVIP geninin ifadesi farklı konsantrasyonlarda (50, 100 

ve 150 pmol) siRNA kullanılarak baskılanması sağlanmıĢtır. Transfeksiyondan bir 

gün önce, hücreler 6 vellik ve 24 vellik flasklara her velde 2x10
5 
hücre olacak Ģekilde 

ekilmiĢtir. Daha önceki çalıĢmalarımızda kullandığımız protokole uygun bir Ģekilde, 

SVIP için belirlenen siRNA (50, 100 pmol ve 150 pmol, Ambion) Lipofectamine 

(Invitrogen) transfeksiyon ajanı ile hücrelere verilmiĢtir. Transfeksiyon günü, 

hücrelerin mikroskop altında 70-80% konfluensiye ulaĢıp ulaĢmadıkları kontrol 

edildikten sonra siRNAler öncelikle serum içermeyen DMEM medyumu ile dilüye 

edilmiĢ ve 5 dakika medyum içinde inkübe edilmiĢtir. Aynı Ģekilde, transfeksiyon 

ajanı (Lipofektamin) serumsuz DMEM medyumu içinde dilüye edilerek 5 dakika 

kabin altında bekletilmiĢtir. Zaman sonunda, dilüye transfeksiyon ajanı ile dilüye 

siRNAlar birleĢtirilerek 5 dakika daha birlikte inkübasyonları sağlanmıĢtır. 

Sonrasında wellerde hazır hücrelerin üzerine bu karıĢım yayılarak eklenmiĢ ve 

flakslar CO2’ li etüve yerleĢtirilmiĢtir. Transfeksiyon 30 saat sonra sonlandırılmıĢtır. 

Fakat transfeksiyondan 6 saat sonra, hücre üzerindeki medyum yenisi ile değiĢtirilip 

24 saat sonra hücreler, soğuk PBS ile yıkandıktan sonra flasklardan kazınarak -80
0
C’ 

de Western blot için saklanmıĢtır. 

 

Flasklar üzerindeki hücreler üzerinde immünositokimya ve immünofloresan 

yapılacak çalıĢmalar için PBS ile yıkama aĢamasından sonra coverslipler üzerinde 

bulunan hücreler kazınmadan bırakılarak, immüsitokimyanın ilk basamağı olan 

fiksasyon aĢamasına geçilmiĢtir. Ġmmünositokimya ve immünofloresan çalıĢmaları 

için olan deneyler aĢağıda daha detaylı bir Ģekilde anlatılmaktadır. 
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3.9.7. Ġmmünositokimya ve Ġmmünofloresan ÇalıĢmaları 

 

 Ġmmünositokimyasal çalıĢmalar için, hücreler 12 kuyucuklu kültür 

kaplarında ve coverslipler (15x15mm, yuvarlak, Nest) üzerine kültür edilmiĢtir. 

Hücreler, PBS ile 3 kez yıkandıktan sonra, 15 dakika %4 formalin ile tespit 

edilmiĢtir. Fiksasyon sonrası 3 kez 5 dk süreyle PBS ile yıkandıktan sonra, 

istenmeyen antijenlerin bloklanması amacıyla 1 saat oda ısısında bloklama solusyonu 

(%3 Bovine serum albumin, %10 rabbit serum) ile muamele edilmiĢtir. Bloklama 

sonrası hücreler yıkanmadan, primer antikorlar belirlenen dilusyonlarda hazırlanıp, 

hücreler üzerine damlatılıp, gece boyu 4
0
C’ de inkübe edilmiĢtir. Ertesi gün, 

inkübasyon sonrası 3 kez 5 dk süreyle PBS ile yıkanıp, 1 saat oda ısısında uygun 

sekonder antikorlarla muamele edilip, tekrar 3 kez 5 dk süreyle PBS ile yıkanmıĢtır. 

IĢık mikroskobik gözlemler için son aĢamada hücreler DAB kromojeni ile inkübe 

edilip ıĢık mikroskobu (Olympus BX43) altında görüntülenmiĢtir. Floresan 

mikroskobik incelemeler için ise, gece boyu primer antikorla muameleden sonra 

ertesi gün hücreler FITC veya Texas Red ile iĢaretlenmiĢ uygun sekonder antikorlar 

ile 1 saat oda ısısında inkübe edilmiĢtir. Inkübasyon sonrası floresan kapatma 

medyumu (fluoroshield mounting medium with DAPI, Abcam) ile kapatılarak 

Olympus BX53 floresan mikroskobu ve floresan mikroskobu kamerası ile (Zeiss 

Axio Imager M2) incelenip ve fotoğraflandırılmıĢtır. 

 

 

3.9.8. Ko-lokalizasyon ÇalıĢmaları 

 

 Hücre kültürü slaytlarına ekilen hücreler bölüm 3.3.7’de anlatılan 

immünofloresan çalıĢmalarındaki basamaklara uygun Ģekilde fiske edilip, bloklama 

basamağından sonra rabbit SVIP ile birlikte lokalize olacağı düĢünülen ikinci bir 

proteine (mouse STAR) ait antikor birlikte bir ependorf içinde uygun dilüsyonlarda 

hazırlanıp gece boyu 4
0
C’ de inkübe edilmiĢtir. Ertesi gün 3 kez 5’ er dakika PBS ile 

yıkandıktan sonra sırasıyla birinci sekonder (texas red iĢaretli anti mouse sekonderi) 

ile 1 saat oda ısısında ve ardından ikinci sekonder antikor (FITC iĢaretli anti rabbit 

sekonderi ) ile 1 saat oda ısısında inkübe edilmiĢtir. Ġnkübasyon aralarında ve 

inkübasyon sonrası 3 kez PBS ile yıkandıktan sonra floresan kapatma solusyonu 

(Abcam) ile kapatılıp, Zeiss Axio Ġmager M2 floresan mikroskobu veya Olympus 

BX53 floresan mikroskobu altında görüntüleme yapılmıĢtır. Primer antikor sonrası 
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basamaklar karanlık ortamda gerçekleĢtirilmiĢ ve slaytlar 4
0
C’de karanlık kutu içinde 

saklanmıĢtır. 

 

3.10.  Verilerin Değerlendirilmesi ve Ġstatistiksel Analizler 

3.10.1.  Semiquantitative HSCORE Analizi 

 

 Farklı günlerdeki hayvanlara ait testis dokusundaki SVIP’e ait 

immünohistokimyasal değerlendirme HSCORE analizi ile gerçekleĢtirilmiĢtir. Her 

hayvandan 3 farklı kesit üzerinde değerlendirme yapılmıĢtır. Her bir kesit için ıĢık 

mikroskobu altında 40X büyütmede birbirinden habersiz iki araĢtırmacı tarafından 

rastgele beĢ alan seçilmiĢ ve bu alanlar içinde hücrelerin boyanma yoğunluğuna göre 

[0 (boyanma yok), +1 (zayıf, fakat tespit edilebilir boyanma), +2 ( orta Ģiddetli 

boyanma) ve +3 (yoğun boyanma)]  hücre sayımı yapılmıĢtır. Hesaplama için 

HSCORE formulü kullanılmıĢtır [∑Pi(i+ l): i boyanma yoğunluğu skorunu, Pi 

boyanan hücrelerin yüzdesini gösterir]. Ġki gözlemcinin hesapladığı skorların 

ortalaması alındı ve HSCORE değerleri grafikle gösterilmiĢtir. 

 

 Ġstatiksel değerlendirmeler Sigma Plot versiyon 10 (Jandel Scientific Corp. 

San Rafael, CA) kullanılarak ve anlamlılık p< 0.05 olarak değerlendirilmiĢtir.  

 

 Hücre kültüründeki TM3 ve MA-10 Leydig hücrelerine ait floresan 

boyanmalardaki yoğunluk farkları Image J Analiz programı ile yapılmıĢtır. Western 

blot çalıĢmaları sonrası band yoğunlukları ve gruplar arası karĢılaĢtırmalar Image J 

analiz programında okutulmuĢtur. Okutulan değerler arasındaki farklılıklar Sigma 

Plot versiyon 10 (Jandel Scientific Corp. San Rafael, CA) kullanılarak belirlenmiĢtir 

ve anlamlılık p< 0.05 olarak değerlendirilmiĢtir. 
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4. BULGULAR 
 

 

4.1. Fetal, Neonatal, Postnatal ve Ergin Fare Testis Dokularının 

Histolojik Ġncelemesi 

 

 Fetal 18. gün,  neonatal 1.gün ve postnatal  5., 15., 35. gün ve eriĢkin 50. 

günde fare testislerinin histolojik incelenmesi hematoksilen eozin ile boyanmaları 

sonucunda değerlendirilmiĢtir. 

 

 Fetal 18. günde belirgin seminifer kordonları içeren testis dokusu ve testis 

etrafında Duktus epididimis, Vasdeferens izlenmektedir (ġekil 4.1.A). Testis 

seminifer kordonlarının içinde düzensiz yerleĢimli gonositler gözlenmektedir. 

Gonositlerin çoğu tübül lümeninde dağınık halde yerleĢim gösterdiği belirlenmiĢtir. 

Gonositleri çevreleyen Sertoli hücrelerinin oval Ģekilli nükleusları bulunmaktadır. 

Sertoli hücrelerinin bazal membrana oturdukları gözlenmektedir. Seminifer 

kordonların aralarındaki intertisyel alanlar belirgindir. Bu alanlarda kan damarları ve 

asidofilik sitoplazmalı, yuvarlak nükleuslu hücreler yer almaktadır (ġekil 4.1.B). 

 

ġekil 4.1. Fare 18 günlük fetal testisinin histolojik özelliklerinin hücresel düzeyde Hematoksilen 

Eozin boyaması ile gösterilmesi (A-B).A’da bar: 200 µm, B’de bar: 20 µm Tunika albuginea (TA) ile 

çevrelenmiĢ testis içerisinde seminifer kordonlar (SK) ve testis çevresinde vas deferens (VD), 

epididimis (E) gözlenmektedir (A). Seminifer kordonların içinde bazale yerleĢmiĢ oval nükleuslu 

Sertoli hücreleri (St) ve dağınık yerleĢimli yuvarlak nükleuslu Gonositler (GN) izlenmektedir. 

Seminifer kordonlar arasında kan damarları (yıldız, KD) ve yuvarlak çekirdekli eozinofilik hücreler 

belirgindir. 
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 Neonatal 1. gün fare testisinde, testis içerisinde seminifer kordonların sayıca 

arttığı belirlenmiĢtir (ġekil 4.2.A). Testis seminifer kordonları incelendiğinde, 

gonositlerin tübül lümeninden bazale doğru çekilmeye baĢladığı ve Sertoli 

hücrelerinin yanlarına yerleĢtikleri gözlenmektedir. Halen tübül lümeninde Gonosit 

izlenmektedir. Seminifer kordonlar arasındaki intertisyel alanlar belirgindir.  

 

 

ġekil 4.2. Fare neonatal 1 günlük testisinin histolojik özelliklerinin hücresel düzeyde 

Hematoksilen Eozin boyaması ile gösterilmesi (A,B).A’de bar: 200 µm, B’de bar: 20 µm. Tunika 

albuginea (TA) ile çevrelenmiĢ testis içerisinde artmıĢ sayıda seminifer kordonlar (SK) ile testis 

çevresi vas deferens (VD), epididimis (E) gözlenmektedir (A). Seminifer kordonların içinde bazale 

yerleĢmiĢ oval nükleuslu Sertoli hücreleri (St) ve tübül lümeninden bazale doğru çekilmiĢ yuvarlak 

nükleuslu Gonositler (GN) izlenmektedir. Seminifer kordonlar arasında interstisiyel alan (yıldız, ĠA) 

ve yuvarlak çekirdekli eozinofilik hücreler gözlenmektedir. 

 

 

Postnatal l5. günde, spermatogonyumlara farklanmak üzere bazı gonositlerin 

bazale göçleri devam etmektedir. Fakat hala tübül lümeninde gonosit izlenmektedir. 

Bazaldeki gonositlerin yanlarında oval nükleuslu Sertoli hücreleri gözlenmektedir 

(ġekil 4.3.A-B). Postnatal 15. günde fare testsinde ilk spermatogenik dalganın 

baĢladığı bilinmektedir. Seminifer tübüllerde olgunlaĢmasına devam eden Sertoli 

hücrelerinin yanında spermatogonyumlar izlenmektedir. Spermatogonyumların 

üstündeki sırada lümene yakın mayoz bölünme aĢamasında spermatositler de 

izlenmektedir (ġekil 4.3C-D). Bu postnatal günden sonraki günlerde puberte 

baĢlamaktadır. Dolayısıyla seminifer tübül lümenine doğru yuvarlak spermatidler ve 

uzamıĢ spermatidler postanatal 35. günde belirgin bir Ģekilde göze çarpmaktadır.  

Bu postnatal günde bazalde tip A ve B spermatogonyumlar ve Sertoli hücreleri de 

izlenmektedir. ġekil 4.3.E-F). 
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 Posnatal 50. günde, eriĢkin testisinde spermatogenik seriye ait tüm hücreler 

(spermatogonya, spermatosit, yuvarlak ve uzamıĢ spermatid) tübül duvarında 

izlenirken Sertoli hücreleri bu seriye destek hücreler olarak spermatogenik hücreler 

arasında görülmüĢtür. GeniĢ intertisyel alanlarda kan damarları ve Leydig hücre 

gruplarına rastlanılmıĢtır (ġekil 4.4).  

 

ġekil 4.3. Fare postnatal 5, 15 ve 35 günlük testisinin histolojik özelliklerinin 

hücresel düzeyde Hematoksilen Eozin boyaması ile gösterilmesi (A, B, C, D, E, F ) A-C-

E’de bar 200 µm, B-D-F’ de bar 20 µm. A-B) 5 günlük testis, C-D) 15 günlük testis, 5 

günlük testis morfolojisinden farklı olarak seminifer tübül içerisinde gonosit hücrelerinin 
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birinci mayoz bölünmelerini tamamlayarak, primer spermatosit (PS) halini aldıkları gözlenmiĢtir. Ek 

olarak, interstisiyel alanda Leydig hücrelerin büyüdüğü ve hacimlerini artırdıkları görülmüĢtür. E-F) 

35 günlük testis, 15 günlük testis morfolojisine ek olarak geç spermatid (GS) ve spermatosit 

gözlenmiĢtir. 

 

 

ġekil 4.4. Fare postnatal 50 günlük testisinin histolojik özelliklerinin hücresel düzeyde 

Hematoksilen Eozin boyaması ile gösterilmesi (A, B). A’de bar: 200 µm, B’de bar: 20 µm.A) 50 

günlük testis B) 50 günlük testis 100X büyütmede 35. günde puberteye girdiği gözlenen testis 

morfolojisi ve seminifer tübül içerisindeki hücre serisi aynı Ģekilde gözlenmektedir. 

 

4.2. Fetal, Neonatal, Postnatal ve Ergin Fare Testis Dokularında SVIP ve 

STAR Ekspresyonlarının Ġmmünohistokimyasal Değerlendirilmesi 

 

 Fetal, neonatal, postnatal ve ergin fare testislerinin genel histolojik 

özelliklerini inceledikten sonra, tezin esas amacı olan Küçük-VCP ile etkileĢen 

proteinin aynı geliĢmekte olan günlerdeki fare testislerinde ekspresyonlarını 

belirlemek oldu. Bunun yanında yapılan pilot çalıĢmalarda SVIP’in testisin 

intertisyel alanında ekspresyonlarının diğer testis bölgelerine göre daha yoğun ve 

baskın olduğu belirlendiği için, Leydig hücre iĢaretleyicisi olarak bilinen 

steroidogenik akut regulatör protein (STAR)’in immunohistokimyasal ekspresyonu 

aynı seri kesitlerde değerlendirildi. Bu amaçla, belirlenen günlerde fare testis 

dokuları üzerinde her iki protein için de immunohistokimyasal incelemeler yapıldı. 

Bu incelemeler sonucu elde edilen immünohistokimyasal bulgular aĢağıdaki gibidir.  
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4.2.1. Fetal 18. günde Fare Testis Dokusunda SVIP ve STAR 

Ekspresyonları 

   

Fetal 18. günde testis kordonları içerisinde gonosit membranlarında ve bazı 

Sertoli hücrelerinde çok zayıf boyanma izlenirken, testis kordonları arasındaki 

intertisyel alanlardaki hücrelerde hem sitoplazmik hem de nüklear Ģiddetli 

boyanmalar gözlenmiĢtir (ġekil 4.5). Ayrıca STAR proteini intertisyel alanlarda hem 

sitoplazmik hem de nüklear ekspresyon göstermiĢtir.  

 

ġekil 4.5. 18 günlük fetal fare testis dokusunda SVIP ve StAR proteinlerinin 

ekspresyonları. (A-B-C). A: Negatif kontrol. B: Ġnterstisiyel alanda görülen Leydig 

hücrelerinin SVIP protein ekspresyonları (oklar). SVIP ekspresyonu hem sitoplazmik hem de 

nüklear alanlarda gözlenmektedir. Az da olsa sürüntü Ģeklinde Seminifer kordonlar içinde 

gonosit membranlarında zayıf boyanmalar izlenmiĢtir. C: Ġnterstisiyel alanda Leydig 



 
 

  46 
 

hücrelerinde StAR protein ekspresyonları (ok) hem sitoplazmik hem de nükleer boyanma olarak 

gözlemlenmiĢ. Bar: A:20 µm, B:20 µm, C:20 µm. 

4.2.2. Neonatal 1. günde Fare Testis Dokusunda SVIP ve STAR 

Ekspresyonları 

 

Doğum sonrası 1. günde fare testislerinde SVIP ekspresyonu çoğunlukla ve 

Ģiddetli olarak intertisyal alanlardaki Leydig hücrelerinde gözlenmiĢtir (ġekil 4.6). 

Bazı tübüllerde, tübül içi alanlarda bazı gonositlerde de zayıf membranal SVIP 

ekspresyonlarına rastlanılmıĢtır. STAR ise hem sitoplazmik hem de nüklear olarak 

Leydig hücrelerinde baskın ekspresyon göstermektedir. 

 

ġekil 4.6.  Neonatal 1 günlük fare testis dokusunda SVIP ve StAR proteinlerinin 

ekspresyonları (A-B-C). A: Negatif kontrol. B: Ġnterstisiyel alanda görülen Leydig hücrelerinin SVIP 

protein ekspresyonları ok ile gösterilmiĢtir. SVIP ekspresyonu çoğunlukla sitoplazmik gözlenmiĢ ve 

çekirdek boyanmaları ile beraber ok ile gösterilmiĢtir C: Ġnterstisiyel alanda Leydig hücrelerinde StAR 
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protein ekspresyonları ok ile hem sitoplazmik hem de nükleer boyanma olarak izlenmektedir. A:20 

µm, B:20 µm, C:20 µm 

 

4.2.3. Postnatal 5. günde Fare Testis Dokusunda SVIP ve STAR 

Ekspresyonları 

 

Doğum sonrası 5. günde, fare testislerinde SVIP ekspresyonu çoğunlukla ve 

Ģiddetli olarak intertisyal alanlardaki Leydig hücrelerinde gözlenmiĢtir (ġekil 4.7). 

Bazı tübüllerde, tübül içi alanlarda zayıf SVIP ekspresyonlarına rastlanılmıĢtır. 

STAR ise hem sitoplazmik hem de nüklear olarak Leydig hücrelerinde baskın 

ekspresyon göstermektedir. 

 

ġekil 4.7.  Postnatal 5 günlük fare testis dokusunda SVIP ve StAR proteinlerinin 

ekspresyonları (A-B-C). A: Negatif kontrol B: Ġnterstisiyel alanda görülen Leydig 
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hücrelerinin SVIP protein ekspresyonları ok ile gösterilmiĢtir. SVIP ekspresyonu çoğunlukla 

sitoplazmik gözlenmiĢ ve çekirdek boyanmaları ile beraber ok ile gösterilmiĢtir. C: Ġnterstisiyel alanda 

Leydig hücrelerinde StAR protein ekspresyonları ok ile hem sitoplazmik hem de nükleer boyanma 

olarak gözlemlenmiĢ (OK). A:20 µm, B:20 µm, C:20 µm 

4.2.4. Postnatal 15. günde Fare Testis Dokusunda SVIP ve STAR 

Ekspresyonları 

 

Doğum sonrası 9-10. günden sonra seminifer kordonlar artık seminifer 

tübüller diye adlandırılmaktadır. Çünkü artık bu günlerden sonra spermatagonyumlar 

lümende bazale göç etmiĢ ve seminifer tübüllerde bir lümen ortaya çıkmıĢtır. Tip A 

spermatogonyumlarda mitoz bölünmelerle Tip A ve B spermatogonyumlar 

oluĢmuĢtur. Sertoli hücreleri mitotik bölünmelerini tamamlamıĢlardır.  

 

ġekil 4.8.  Postnatal 15 günlük fare testis dokusunda SVIP ve StAR proteinlerinin 

ekspresyonları  (A-B-C). A: Negatif kontrol. B: Ġnterstisiyel alanda görülen Leydig hücrelerinin SVIP 

protein ekspresyonları ok ile gösterilmiĢtir. SVIP ekspresyonu çoğunlukla sitoplazmik gözlenmiĢ ve 

çekirdek boyanmaları ile beraber ok ile gösterilmiĢtir. Tübül çevresini döĢeyen miyoid hücrelerde de 
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SVIP ekspresyonu izlenmektedir. C: Ġnterstisiyel alanda Leydig hücrelerinde StAR protein 

ekspresyonları (ok). A:20 µm, B:20 µm, C:20 µm 

 

Doğum sonrası 15. günde ise, artık spermatogonyumlar yanında 

spermatositler de tübül duvarında gözlenmiĢtir ve ilk mayotik bölünme bu günde 

baĢlamıĢtır. SVIP immuno ekspresyonu tübül duvarında saptanmazken, tübülü 

döĢeyen miyositlerde ve intertisyel alanlarda belirgindir (ġekil 4.8.B). Ġntertisyel 

alanlarda gözlenen SVIP ekspresyonuna paralel yapılan Leydig hücre markerı STAR 

immuno ekspresyonlarında belirgin bir Ģekilde bu gün de saptanmıĢtır (ġekil 4.8.C). 

 

4.2.5. Postnatal 35. günde Fare Testis Dokusunda SVIP ve STAR 

Ekspresyonları 

 

Doğum sonrası 35. günde, fare testislerinde SVIP ekspresyonu çoğunlukla ve 

Ģiddetli olarak intertisyal alanlardaki Leydig hücrelerinde gözlenmiĢtir (ġekil 4.9).  

 

ġekil 4.9.  Postnatal 35 günlük fare testis dokusunda SVIP ve StAR proteinlerinin ekspresyonları   

(A-B-C). A: Negatif kontrol.  
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ġekil 4.9. (devam) Postnatal 35 günlük fare testis dokusunda SVIP ve StAR proteinlerinin 

ekspresyonları  (A-B-C). A: Negatif kontrol. B: Ġnterstisiyel alanda görülen Leydig hücrelerinin SVIP 

protein ekspresyonları ok ile gösterilmiĢtir. SVIP ekspresyonu çoğunlukla sitoplazmik gözlenmiĢ ve 

çekirdek boyanmaları ile beraber ok ile gösterilmiĢtir. Kırmızı ok: Sertoli hücresinde görülen SVIP 

proteini ekspresyonu gösterilmiĢtir. C: Ġnterstisiyel alanda Leydig hücrelerinde StAR protein 

ekspresyonları (ok). A:20 µm, B:20 µm, C:20 µm 

 

35. gün fare testis dokularında Sertoli hücrelerinde de ekspresyonlarının 

olduğu gözlemlenmiĢtir. STAR ise hem sitoplazmik hem de nüklear olarak Leydig 

hücrelerinde baskın ekspresyon göstermektedir. 

 

4.2.6. Postnatal 50. günde Fare Testis Dokusunda SVIP ve STAR 

Ekspresyonları 

 

  Doğum sonrası 50. günde, fare testislerinde SVIP ekspresyonu çoğunlukla 

ve Ģiddetli olarak intertisyal alanlardaki Leydig hücrelerinde gözlenmiĢtir (ġekil 

4.10). Bazı tübüllerde, tübül içi alanlarda zayıf SVIP ve StAR ekspresyonlarına 
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rastlanılmıĢtır. STAR ise hem sitoplazmik hem de nüklear olarak Leydig 

hücrelerinde baskın ekspresyon göstermektedir.  

 

ġekil 4.10.  Postnatal 50 günlük fare testis dokusunda SVIP ve StAR proteinlerinin 

ekspresyonları  (A-B-C). A: Negatif kontrol. B: Ġnterstisiyel alanda görülen Leydig 

hücrelerinin SVIP protein ekspresyonları ok ile gösterilmiĢtir. SVIP ekspresyonu çoğunlukla 

sitoplazmik gözlenmiĢ ve çekirdek boyanmaları ile beraber ok ile gösterilmiĢtir. C: 

Ġnterstisiyel alanda Leydig hücrelerinde StAR protein ekspresyonları (ok). A:20 µm, B:20 

µm, C:20 µm 
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4.2.7. Postnatal 90. günde Fare Testis Dokusunda SVIP ve STAR 

Ekspresyonları 

 

Doğum sonrası 90. günde, fare testislerinde SVIP ekspresyonu çoğunlukla ve 

Ģiddetli olarak intertisyal alanlardaki Leydig hücrelerinde gözlenmiĢtir (ġekil 

4.11’de). Bazı tübüllerde, tübül içi alanlarda zayıf SVIP ve StAR ekspresyonlarına 

rastlanılmamıĢtır. STAR ise hem sitoplazmik hem de nüklear olarak Leydig 

hücrelerinde baskın ekspresyon göstermektedir (Bu preperasyon DAB kromojeninin 

aksine AEC kromojeni ile geliĢtirilmiĢtir). 

 

ġekil 4.11.  Postnatal 90 günlük fare testis dokusunda SVIP ve StAR proteinlerinin 

ekspresyonları  (A-B-C). A: Negatif kontrol. B: Ġnterstisiyel alanda görülen Leydig hücrelerinin SVIP 

protein ekspresyonları ok ile gösterilmiĢtir. SVIP ekspresyonu çoğunlukla sitoplazmik gözlenmiĢ ve 



 
 

  53 
 

çekirdek boyanmaları ile beraber ok ile gösterilmiĢtir. C: Ġnterstisiyel alanda Leydig 

hücrelerinde StAR protein ekspresyonları (ok). A:20 µm, B:20 µm, C:20 µm 

 

4.3. Postnatal 90. günde fare testis dokusunda SVIP ekspresyonunun 

immünofloresan ile gösterilmesi 

 

  Bu zamana kadar farklı testis geliĢim günlerinde gösterdiğimiz SVIP 

ekspresyonu immünofloresan boyama yöntemiyle de doğrulanmıĢtır (ġekil 4.12).

 

ġekil 4.12. Postnatal 90 günlük fare testis dokusunda SVIP ekspresyonun 

immunfloresan incelenmesi (A-B-C). Sol kolon: SVIP ekspresyonun (yeĢil) FITC iĢaretli 
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sekonder antikorla (oklar) iĢaretlenmesi. Sağ Kolon: BirleĢtirilmiĢ (FITC ve DAPI birlikte), Nüklear 

DAPI boyanması (mavi) ile birleĢtirilmiĢ SVIP ekpresyonu. Tübül çevresini döĢeyen miyoid hücreler 

(kırmızı ok) ve intertisyel alandaki hücrelerin SVIP ekspre ettikleri izlenmektedir. 

 

4.4. Fetal, Neonatal, Postnatal ve Ergin Fare Testis Dokularında SVIP ve 

StAR Ġmmüno Ekspresyonlarının HSCORE Analizi ile Belirlenmesi 

 

  Fetal, neonatal, postnatal ve ergin fare testis dokularında SVIP ve StAR 

immuno ekspresyonları HSCORE analizi ile değerlendirilmiĢtir (ġekil 4.12). 

Grafikte de görüldüğü gibi, SVIP ekspresyonunun fetal, postnatal 15 ve 50. günlerde 

en yüksek seviyede olduğu belirlenmiĢtir.  

 

 

 

ġekil 4.13. Fetal, neonatal, postnatal ve ergin fare testis dokularında SVIP ve StAR immüno 

ekspresyonlarının HSCORE analizi 
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4.5. Fare Testis Dokularının Western Blot Analizi 

 

 Fare testis dokusunda farklı geliĢim günlerinde SVIP immünohistokimyasal 

ekspresyonlarınıdoğrulamak amacıyla, protein ekspresyonunu belirlemede kullanılan 

Western blot yöntemiyle de immünohistokimyasal çalıĢmalar doğrulanmıĢtır (ġekil 

4.14).  

 

B 

 

ġekil 4.14. Fetal, neonatal, postnatal ve ergin fare testis dokularında SVIP ve StAR 

immüno ekspresyonlarının Western blot analizi (A-B). Fetal (F), 1, 5, 15, 35, 50 ve ergin fare 

testisinde SVIP 18 kda, STAR 30 kda ve beta aktin 45 kda olarak belirlenmiĢtir (A). 

GeliĢime bağlı olarak SVIP ve STAR ekspresyonlarında artıĢ izlenmiĢtir (B). Western blot 

bandlarının okunması Ġmage J analizi ile gerçekleĢtirilmiĢ ve her band beta aktin bandıyla 

orantılandırılmıĢtır. 
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4.6. Fare Leydig Hücre Kültürü ÇalıĢmaları  

  

Bu zamana kadar ki tez çalıĢmalarımda fetal, neonatal, postnatal ve ergin fare 

testis dokularında SVIP ve StAR ekspresyonları immünohistokimyasal, 

immuünofloresan ve Western blot çalıĢmalarıyla değerlendirilmiĢtir. GeliĢmekte olan 

fare testisinde belirgin bir SVIP ekspresyonun varlığı saptanmıĢ ve bu ekspresyonun 

testis dokusunda özellikle Leydig hücrelerinde baskın olduğu belirlenmiĢtir. Fare 

testisinde Leydig hücrelerinde SVIP’in fonksiyonu bilinmemektedir. Bu nedenle 

bundan sonraki çalıĢmalarımız ticari olarak satın aldığımız Leydig hücre hatlarında 

gerçekleĢtirdiğimiz hücre kültürü çalıĢmaları üzerine odaklanmıĢtır. Hücre kültürü 

çalıĢmalarında sırasıyla, TM3 ve MA-10 Leydig hücrelerinin ekimi, pasajlanması, 

SVIP ekspresyonunun belirlenmesi ve SVIP protein ekspresyonun SVIP siRNA’sı ile 

baskılanmasına özgü deneyler gerçekleĢtirilmiĢtir. 

 

4.6.1. Fare Leydig Hücrelerin Ekimi, Pasajlanması ve Histolojik 

Özellikleri 

   

MA-10 Leydig hücresi ekimi ve pasajlanması materyal ve ve metod 3.9.5‘de 

anlatıldığı Ģekilde yapılmıĢtır. Ġnvert mikroskop altında incelendiğinde adherent, 

yuvarlak Ģekilli ve bol vakuollü görünüme sahip oldukları belirlenmiĢtir. TM3 

Leydig hücreleri ise iğsi görünümde olup yuvarlak nükleuslu hücrelerdir (ġekil 

4.15). 

 

ġekil 4.15. TM3 ve MA-10 fare Leydig hücrelerinin invert mikroskop altındaki görünümleri. 

Oklar hücreleri iĢaret ederken gösterirken, MA-10 Leydig hücrelerinin bol vakuollü görüntüleri dikkat 

çekicidir. Barlar: 200 µm 
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Ġnvert mikroskop altında hücre morfolojileri incelendikten sonra, fare Leydig 

hücrelerinin 12 kuyucuklu hücre kültürü kaplarının altına yerleĢtirilen özel lameller 

üzerine ekimi gerçekleĢtirilip çoğalmaları sağlanıp, hematoksilen eozin ile 

boyanmıĢtır (ġekil 4.16). Hücrelerin yuvarlağımsı nükleusları eozinofilik bol 

vakuollü sitoplâzmalı oldukları belirlenmiĢtir. 

 

ġekil 4.16. TM3ve MA-10 fare Leydig hücrelerinin Hematoksilen-Eozin ile boyandıkan sonraki ıĢık 

mikroskobik görünümleri. Oklar hücreleri iĢaret ederken gösterirken, MA-10 Leydig hücrelerinin bol 

vakuollü görüntüleri dikkat çekicidir. TM3 hücresinde vakuollerin az sayıda olduğu izlenmektedir. 

Barlar: A-C: 200 µm, B-D: 20 µm. 
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4.6.2. Fare Leydig Hücrelerinde SVIP ve StAR Ekspresyonları 

 

 TM3 fare Leydig hücrelerinde SVIP ekspresyonunun hem çekirdekte hem de 

sitoplazmada olduğu gözlenmiĢtir ve özellikle vakuol etrafında ekspresyonlarının 

daha fazla olduğu gözlenmiĢtir. StAR protein de genellikle sitoplazmik ve vakuol 

etrafında boyanmasının daha fazla olduğu görülmesi ile birlikte hücre çekirdeğinde 

de StAR protein varlığı gözlenmiĢtir.   

 

ġekil 4.17. TM3 ve MA-10 fare Leydig hücrelerinde SVIP ve StAR proteinlerinin 

ekspresyonlarının immünositokimya ile gösterilmesi. TM3 Leydig hücrelerinde SVIP ve StAR protein 

ekspresyonlarının, MA-10 Leydig hücrelerindeki SVIP ve StAR protein ekspresyonlarından daha az 

olduğunu gözlemlenmiĢtir. SVIP’in sitoplazmada özellikle vakuol etrafında fazlaca ekspresyonu 

olduğu izlenmektedir. StAR proteini de hem hücre çekirdeğinde, hem de yoğunlukla vakuol etrafında 

ekspresyonu görülmektedir. 
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4.6.3. Fare Leydig Hücrelerinde SVIP ve StAR’ın Kolokalizasyonu 

 

 Fare Leydig hücrelerinde yaptığımız immunositokimya çalıĢmalarında SVIP 

ve STAR ekspresyonunda benzerlikler gözlendiği için bu iki proteinin 

lokalizasyonlarının çakıĢtığı alanları belirlemek için immunfloresan yöntemiyle 

birlikte lokalizasyonlarını (ko-lokalizasyon) belirlendi (ġekil 4.18). Hem TM3 hem 

de MA-10 Leydig hücrelerinde kolokalize alanların nükleus çevresi ve sitoplazma 

içinde noktasal olduğu tesbit edildi.  

 

ġekil 4.18. TM3 ve MA-10 fare Leydig hücrelerinde SVIP ve Star proteinlerinin 

kolokalizasyonlarının çiftli immünofloresan boyanması ile gösterilmesi. Ok iĢaretleri ile 

immünoekspresyonlar gösterilmiĢ olup, özellikle SVIP proteinin ekspresyonu nokta Ģeklinde 

görülmüĢ ve genellikle hücre sitoplazmasında ekspresyonları gözlemlenmiĢtir. 
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4.6.4. Fare Leydig Hücrelerinde SVIP siRNA ile Ekspresyonunun 

Baskılanması 

 

Fare Leydig hücrelerinde SVIP protein ekspresyonunun belirlenmesi 

sonrasında bu proteinin fonksiyonunun araĢtırılması için bu tezde ön çalıĢmalara yer 

verilmiĢtir. Öncelikle TM3 Leydig hücrelerinde uygun SVIP siRNA kullanılarak 

hücreler bu siRNA ile transfekte edilmiĢ ve transfeksiyonun 36. saatinde hem hücre 

morfolojilerindeki değiĢiklikler invert mikroskop altında (4.19’da) hem de protein 

ekspresyon düzeyindeki değiĢiklikler Western blot yöntemiyle incelenmiĢtir (4.21-

4.22’de). 

 

ġekil 4.19. TM3 Leydig hücrelerinde SVIP ekspresyonunun baskılanması  (A, B, C)  A: 

Kültüre TM3 Leydig hücresi. Kırmızı oklar Leydih hücresini iĢaret etmektedir. B: TM3 Leydig 

hücreleri kontrol siRNA’si ile transfekte edildikten 36 saat sonraki görüntüsü. C: TM3 Leydig 
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hücreleri SVIP siRNA’si ile transfekte edildikten 36 saat sonraki görüntüsü. SVIP siRNA ile 

transfeksiyon hücre sitoplazması içinde vakuolleĢmede artıĢ yaratmıĢtır. 

 

 ġekil 4.19’da da görüldüğü gibi, SVIP siRNA ile transfekte edilen hücrelerde 

kontrol ve kontrol siRNA ile transfekte edilen hücre morfolojilerinde değiĢiklik 

izlenmemiĢtir. Fakat SVIP siRNA ile transfeksiyon sonrası hücre sitoplazmalarında 

yerleĢik vakuollerde artıĢ belirlenmiĢtir.  

 

ġekil 4.20. MA-10 Leydig hücrelerinde SVIP ekspresyonunun baskılanması  (A, B, C) A: 

KültüreMA-10 Leydig hücresi. Kırmızı oklar Leydig hücresini iĢaret etmektedir. B:MA-10 Leydig 

hücreleri kontrol siRNA’si ile transfekte edildikten 36 saat sonraki görüntüsü. C: MA-10 Leydig 

hücreleri SVIP siRNA’si ile transfekte edildikten 36 saat sonraki görüntüsü. SVIP siRNA ile 

transfeksiyon hücre sitoplazması içinde vakuolleĢmede artıĢ yaratmıĢtır. 
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 ġekil 4.20’ de de görüldüğü gibi, SVIP siRNA ile transfekte edilen 

hücrelerde kontrol ve kontrol siRNA ile transfekte edilen hücre morfolojilerinde 

değiĢiklik izlenmemiĢtir. Fakat SVIP siRNA ile transfeksiyon sonrası hücre 

sitoplazmalarında yerleĢik vakuollerde artıĢ belirlenmiĢtir.  

 

SVIP proteinin hücrede baskılanmasını ve bu baskılanma sonucundan STAR 

proteininin etkilenip etkilenmediğini belirlemek amacıyla aynı hücrelerle 

transfeksiyon sonrası Western blot çalıĢmaları yapılmıĢtır (ġekil 4.21). Öncelikle 

Kontrol siRNA (Ksi) ve SVIP siRNA (SVIPsi) ile Leydig hücrelerinin 

transfeksiyonu sonrası hücre lizatları Western blot için jele yüklenip 

değerlendirildiğinde SVIP’in %70-80 oranında protein ekspresyonunda azalma 

saptanmıĢtır. Bunun yanında aynı blot üzerinde STAR ekspresyonu 

değerlendirildiğinde SVIP ekspresyonunun azaldığı (baskılandığı) hücrelerde STAR 

proteininde de anlamlı dercede (%60-70) bir düĢüĢ gözlenmiĢtir (ġekil 4.22 A-B).  
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ġekil 4.21. TM3 Leydig hücrelerinde SVIP ekspresyonunun baskılanması sonucu 

SVIP ve STAR proteinlerinin Western blot analizi (A-B). 

A: Kontrol siRNA (Ksi) ve SVIP siRNA (SVIP si) ile transfekte edilmiĢ 

hücrelerdeki SVIP ve STAR protein ekspresyonlarındaki azalma. B: Western blot bandları 

Ġmage J analiz programı ile okunup değerlendirildikten sonraki SVIP ve STAR 

ekspresyonlarndaki belirgin azalma 
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ġekil 4.22. MA-10 Leydig hücrelerinde SVIP ekspresyonunun baskılanması sonucu SVIP ve 

STAR proteinlerinin Western blot analizi (A-B). 

A: Kontrol siRNA (Ksi) ve SVIP siRNA (SVIP si) ile transfekte edilmiĢ hücrelerdeki SVIP 

ve STAR protein ekspresyonlarındaki azalma. B: Western blot bandları Ġmage J analiz programı ile 

okunup değerlendirildikten sonraki SVIP ve STAR ekspresyonlarndaki belirgin azalma. 
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5. TARTIġMA 

  

Testis geliĢimi, öncellikle embriyoda Y kromozomunun bulunmasına ve Y 

kromozomunun üzerinde SRY geninin aktif olmasıyla baĢlayıp, birçok moleküler 

etkileĢim sonrası gonad geliĢimi, duktal yapılarının geliĢimi ve sentezlenen steroid 

hormonlar vasıtasıyla sürdürülür (99). Gonad geliĢimi sırasında seminiferöz 

kordonlarda yer alan fetal Leydig hücreleri doğumdan sonra yerini eriĢkin Leydig 

hücrelerine bırakırlar (79). Leydig hücrelerin geliĢimi ve fonksiyonu eriĢkin hayatı 

için oldukça önemlidir. Leydig hücre disfonksiyonunun, spermatogenez ile iliĢkili 

olduğu belirtilmiĢ ve infertilite sebebi olacağı gösterilmiĢtir (100, 101). Fetal dönem 

geliĢimi için gerekli olmasa da eriĢkin Leydig hücre geliĢimi ve olgunlaĢmasının, 

androjen reseptörleri (AR)  tarafından yönlendirildiği ortaya koyulmuĢtur (81). 

Androjen reseptörlerinin Sertoli hücrelerinde, Leydig hücrelerinde ve testisin 

peritübüler miyoid hücrelerinde, androjene bağlanmasıyla hedef hücrelerde 

fonksiyon gösterdikleri bildirilmiĢtir (102, 103). Kanda dolaĢan kolesterolün, de 

nova (hiç yoktan) Leydig hücrelerinde, mitokondri ve endoplazmik retikulum 

aracılığıyla iĢlendiği ve androjene dönüĢtürüldüğü gösterilmiĢtir (104). Androjenlerin 

hem testis geliĢim aĢamasında ve spermatogenezin Ģekillenmesinde hem de sekonder 

seks karakterlerinin sürdürülmesinde çok önemli rolleri vardır. Bu çalıĢmaya da konu 

olan küçük VCP ile etkileĢen protein (SVIP) androjene cevap veren gen (androjen-

response gen) olarak tanımlanmıĢ, promoter bölgesinde, potansiyel androjen tepki 

elementlerinin (ARE' ler) var olduğu kantitatif gerçek zamanlı polimeraz zincir 

reaksiyonu (qRT-PCR) kullanılarak doğrulanmıĢtır (5). SVIP’in varlığı ve 

fonksiyonu farklı dokularda çalıĢılmıĢ olmasına rağmen,  androjenin en bol 

bulunduğu erkek üreme sistemine ait testis doku ve hücrelerindeki ekspresyonu ve 

derecesi literatürdeki eksik konulardan bir tanesidir.  

 

 Küçük VCP ile etkileĢen protein (SVIP: small VCP interacting protein)’nin, 

ilk olarak Nagahama ve arkadaĢları tarafından Endoplazmik retikulumla iliĢkili 

protein yıkımında (ERAD) da görevli yapan ve p97/VCP (Valosin içeren protein)’ye 

direk bağlanan bir protein olduğu bulunmuĢtur (1). Daha sonraki yıllarda ise, 
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SVIP’in p97/VCP ile etkileĢerek otofajik hücre yolağını düzenlediği ortaya 

çıkarılmıĢtır (105) ve farklı sistemlerde SVIP’in rolü araĢtırılmıĢtır. Fare testisinde 

15G11 genlerinden oluĢan bir ata genden evrimleĢtiği ortaya çıkarılmıĢ olan SVIP’in 

(8), varlığı fare serebrum, serebellumunda, kalp, akciğer, iskelet kası ve ince 

bağırsakta gösterilmiĢtir (7). SVIP'in VCP ile birlikte sinir sisteminde ve nöronal 

hücre gövdelerinde birlikte lokalize olduğu gösterilmiĢtir (91). Bir baĢka çalıĢmada 

SVIP’in, çok düĢük yoğunluklu lipoprotein partiküllerinin Endoplazmik 

retikulumdan (ER) Golgi'ye taĢınması için karaciğer tarafından salgılanmasının 

gerekliliği literatürde yer almıĢtır (90). Ve hemen sonrasında,  prostat kanser 

hücrelerinde SVIP’in ekspresyonunun androjenlerce baskılandığı gösterilerek bu 

proteinin prostat kanserindeki önemi vurgulanmıĢtır (2). En son olarak ise, prostat 

kanserindekine benzer bir mekanizma ile glioma (beyin tümörü) hastalarında 

androjenlerce SVIP protein ekspresyonunun baskılandığı ve glioma tedavisinde bu 

proteinin kullanılması gerektiği önerilmiĢtir (6).  

 

 Literatürdeki bu bilgilerden anlaĢıldığı üzere ERAD düzenleyicisi olarak 

bilinen SVIP hakkında kısıtlı sayıda bilgi mevcuttur. Bu nedenle, bu tez çalıĢmasında 

son yıllarda androjen reseptörü olarak da tanımlanan SVIP proteini, androjen 

reseptörünün fazlaca ekspresyonunun görüldüğü fare testis dokusunun geliĢiminde 

gözlemlendi ve sonrasında hücre kültüründe SVIP proteininin fonksiyonuna yönelik 

çalıĢmalar yapıldı. Ġmmunohistokimyasal bulgulara göre, SVIP fetal testislerde 

özellikle intertisyel alanlarda hücre nükleus ve sitoplazmalarında belirgin bir Ģekilde 

izlendi. Seminifer kordonlar içindeki gonositlerde ise ekspresyonu çok zayıf 

derecede ve hücre membranlarındaydı. Doğum sonrası neonatal günlerden 

baĢlayarak ergin testis geliĢimine kadar SVIP lokalizasyonunda bir değiĢiklik 

saptanmadı. Genel olarak fetal, neonatal, pubertal ve eriĢkin testisleri incelendiğinde 

testis tübülleri arası alanlarda ekspresyonun Ģiddetli, testis periferinde ve tübül içinde 

çok zayıf bir reaksiyon saptandı. Fakat geliĢime paralel olarak bu ekspresyon 

derecesinde bir artıĢ izlendi. SVIP immuno boyanmalarına paralel olarak testis 

interstisyel alanlardaki Leydig hücrelerini iĢaretlemek adına STAR proteini 

görüntülendi. Ve yapılan çiftli immünofloresan boyanmaları SVIP’in STAR proteini 

ile kolokalize olduğunu gösterdi. GeliĢimsel olarak tüm günlerde çiftli 

immunfloresan iĢaretlemeler yapılmasa da, ergin testisinde yaptığımız 

kolokalizasyon çalıĢmaları SVIP’in Leydig hücrelerinde Ģiddetli bir 
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immünoekspresyonu olduğunu gösterdi. ÇalıĢmanın ilk basamağından elde ettiğimiz 

sonuçlar SVIP’in Leydig hücre geliĢimi ve fonksiyonunda görev yapabileceğini 

düĢündürmüĢtür.   

 

 SVIP’in Leydig hücresindeki steroidogenezdeki olası fonksiyonunu 

belirlemek amacıyla TM3 (Leydig hücresi) ve MA-10 (Leydig tümör hücresi) hücre 

hatları ile yapılan çalıĢmalar, SVIP’in STAR proteinin ekspresyonunu etkilediğini 

ortaya çıkarmıĢtır. SVIP siRNA’i kullanılarak Leydig hücrelerinde SVIP 

ekspresyonunun baskılanması, aynı hücrelerde STAR proteininin ekspresyonunun 

azalmasına neden olmuĢtur. Bu ön sonuç SVIP’in STAR proteini üzerinden 

steroidogenezi etkileyebileceğini göstermektedir. Fakat steroidogenezde rol oynayan 

birçok anahtar proteinin SVIP ile iliĢkili olup olmadığı ve ya SVIP’in testesteron 

sentezinin hangi basamağında etkili olup olmadığının anlaĢılması için daha detaylı 

çalıĢmalara ihtiyaç duyulmaktadır.   

 

 ÇalıĢmamızın sonuçları literatürde androjen reseptörü olarak tanımlanan 

SVIP’in fare testis geliĢimi sürecinde ekspre edildiğini, özellikle Leydig hücrelerinde 

immünoekspresyonlarının baskın olduğunu ve steroidogenez de görevli STAR 

proteinin ekspresyonunu etkilediği ortaya çıkarmıĢtır. Ġlerleyen çalıĢmalar ile SVIP 

ve steroidogenez iliĢkisini daha detaylı bir Ģekilde araĢtırılacaktır ve bu çalıĢmanın 

ileriki çalıĢmalar için referans olabileceği düĢünülmektedir.  
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6. SONUÇ VE ÖNERĠLER 

  

 

Bu tezde, ilk basamakta geliĢiminin farklı evrelerinde olan fare testis 

dokularında SVIP ekspresyonu ve bu proteinin hücresel lokalizasyonu belirlenmiĢtir. 

ÇalıĢmanın ikinci basamağında ise Leydig hücrelerinde SVIP’in STAR proteini ile 

olan iliĢkisi araĢtırılmıĢ ve aĢağıdaki sonuçlar elde edilmiĢtir. 

 

1- Ġmmünohistokimyasal ve Western blot yöntemleriyle fetal, neonatal, pubertal 

ve eriĢkin fare testis dokularında SVIP’in ekspre edildiği ve geliĢime paralel 

olarak artan ekspresyon gösterdiği bulunmuĢtur. 

2- Çiftli immünofloresan yöntemiyle SVIP ve STAR proteinlerinin Leydig 

hücrelerinde birlikte lokalize olduğu saptanmıĢtır. 

3- Leydig hücre kültürü çalıĢmaları ve SVIP siRNA’leri ile yapılan çalıĢmalar 

SVIP ekspresyonunun baskılanmasının STAR protein ekspresyonunu 

etkilediğini ve azalttığını göstermiĢtir. 

 

 Sonuç olarak, bu yüksek lisans tez projesi kapsamında SVIP’in fare testis 

dokusu geliĢimine bağlı olarak ekspre edildiği ve Leydig hücre steroidogenezinde 

anahtar bir protein olan STAR ile birlikte çalıĢtığı araĢtırılmıĢtır. Elde edilen 

sonuçlar literatürde kısıtlı bilgiye sahip olduğumuz SVIP’in erkek üreme 

sistemindeki önemi hakkında yapılacak yeni çalıĢmalar için aydınlatıcı bilgiler 

sunmaktadır.  
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