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OZET

Fare Testisinde Kii¢iik-VCP ile Etkilesen Protein (SVIP) Ekspresyonu ve

Fonksiyonunun Belirlenmesi

Kiigiik VCP ile etkilesen protein (SVIP: Small VCP-InteractingProtein),
Endoplazmik Retikulum ile iliskili protein yikimi (ERAD) ailesine ait 76
aminoasitten olusmus 9-Kda’luk bir proteindir. Son yapilan ¢alismalar da SVIP’in
androjene cevap veren bir protein oldugu ve androjenler tarafindan SVIP
ekspresyonunun diizenlendigi belirlenmistir. Fakat bugiine kadar, SVIP’in androjen
reseptorlerinin fazlaca ekspre edildigi testis dokusunda hiicresel lokalizasyonu ve
olasi fonksiyonu arastirilmamistir. Bu nedenle bu ¢alismada 6ncelikle SVIP proteinin
gelismekte olan fare testisindeki ekspresyonu belirlenmis ve bu proteinin olasi
fonksiyonunu hiicre kiiltiirii ¢aligmalart ile saptamak amaglanmistir. Gelismekte olan
fare testislerinde SVIP’in protein ekspresyonunu belirlemek amaciyla fetal (18 ve 19
giinliik, n:6), postnatal (1, 5, 15, 35 giinliik, n:6) ve ergin fareler (50 giinliik, n:6)’den
elde edilen testis dokulari Immiinohistokimya ve Western blot ¢alismalari icin
kullanilmigtir. TM3 ve MA-10 fare Leydig hiicreleri kiiltiire edilmis, bu hiicrelerde
SVIP ve Steroidogenik akut regulator protein (STAR)’nin ekspresyonlar
kolokalizasyon calismalariyla degerlendirilmis ve SVIP siRNA’leri kullanilarak
SVIP ekspresyonu baskilanarak STAR protein ekspresyonundaki degisimler
calisilmistir. Bu calismada ilk defa androjen reseptorii olarak literatiirde gecen SVIP
proteinin Immiinohistokimya ve Western blot ¢alismalar1 sonucundaekspresyonu
gosterilmistir. Fetal, postnatal ve ergin farelerin testislerinde SVIP’in baskin olarak
Leydig hiicrelerinde ekspre oldugu ve gelismekte olan testis dokularinda
ekspresyonunun artigt belirlenmistir. TM3 ve MA-10 Leydig hiicrelerinde de SVIP
proteini ekspresyonlarinin gézlenmesi sonucu steroidogenezle iliskisi kurulmus ve
SVIP proteinin baskilanmasi sonucu Leydig hiicre belirtegi olarak bilinen ve
steroidogenezde aktif rol alan steroidogenik akut regulator protein (STAR)’in
proteinin  ekspresyonununda azaldigi gosterilmistir ve proteinler arasinda

korelasyonlar gozlenmistir.

Anahtar kelimeler: SVIP, STAR, Fare Testisi, Leydig Hiicresi.
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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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1. GIRIS

Kiigiik VCP ile etkilesen protein, SVIP (Small VCP-interacting protein) 76
aminoasitten olusmus, 9-Kda’luk, p97/VCP’ye direk baglanabilen bir adaptor
Endoplazmik Retikulum (ER) proteinidir (1). Endoplazmik Retikulum (ER)
Okaryotik hiicrelerde yeni olusan proteinlerin %30°nu igerir. ER igindeki kalite
kontrol mekanizmasi ile, diizgiin ve yanlis katlanmig proteinlerin ayrimi yapilir.
Yanlis katlanan proteinlerin ER ile iliskili yikim (ERAD: Endoplasmic Reticulum
Associated Protein Degradation) yoluyla bozuldugu ve dahast ERAD’in, ER'nin
normal proteinlerinin seviyelerini de diizenleme gibi diger fizyolojik siiregler igin de
onemli oldugu belirtilmistir (2). SVIP, ER membranimin sitozolikk yiizeyinde
lokalizedir. SVIP, ERAD yolagini, yine bu yolakta merkezi rol oynayan p97/Valosin
iceren protein (VCP) ile etkilesime girerek inhibe etmektedir (3, 4). Son yillarda
yapilan ¢alismalarda, ERAD bilesenlerinin ekspresyonlarinin androjenler tarafindan
diizenlendigi belirtilmistir. SVIP androjene duyarli gen olarak tanimlanmis, promoter
veya diizenleyici bolgesinde, potansiyel androjen tepki elementlerinin (ARE'ler) var
oldugu  kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (qRT-PCR)
kullanilarak dogrulanmustir (5). En son g¢alismalarda, prostat kanser hiicrelerinde
SVIP’in ekspresyonunun androjenlerce baskilandig1 gosterilerek bu proteinin prostat
kanserindeki 6nemi vurgulanmistir (2). Son olarak ise, prostat kanserindekine benzer
bir mekanizma ile glioma (beyin tiimorii) hastalarinda, androjenlerce SVIP protein
ekspresyonunun baskilandigi ve glioma tedavisinde bu proteinin kullanilmasi

gerektigi onerilmistir (6).

SVIP'in fare beyninin serebrum ve serebellumunda yiliksek oranda eksprese
edildigi, kalp, akciger, iskelet kasi ve ince bagirsakta da normal seviyelerde

ekspresyonunun oldugu gosterilmistir (7).



Androjen reseptorii (AR) olarak belirtilen SVIP’in erkek iireme ve gelisimi
ile de yakindan iligkili olabilecegi bu tez ¢aligmasinda hipotez edilmistir. Androjenler
testis i¢in hem bir kaynak, hem de 6nemli bir hedef olmakla beraber androjenlerin,
spermatogenezin kontroliinde hayati bir rol oynadigi bilinmektedir. Androjen
reseptor geni (ARG) tarafindan eksprese edilen androjen reseptorleri (AR) aracilig
ile androjenler etkilerini gosterirler (9). Androjenler, gonadal steroid hormonu olan
testesteron ve dihidrotestesteron olarak testiste Leydig hiicreleri tarafindan
olusturulur. Basta erkek iireme sistemi fonksiyonel gelisimi olmak {izere ve diger
sistemler igin (6rnegin: prostat, folikiilogenez Ve meme bezi gelisimi) tiretilir, disi de
ise eser miktarda iiretilirler. Testesteron, tireme fonksiyonuna aracilik ettigi gibi
davranis ve noroendokrin fizyolojik cevaplar iizerinde de rol oynar. Dahasi
testesteron, Ostrojen gibi beynin cinsel farklilasmasinda kritik bir rol oynar (10).
Ciinkii AR, sadece erkek tireme sisteminin gelistirilmesi ve stirdiiriilmesinde degil,
memeli dokularinda bir ¢cok yerde bulunur ve bu nedenle androjenler, néral dokularin
gelisiminden, bagisiklik fonksiyonunun diizenlenmesine kadar cesitli rollere sahip
oldugu belirtilmistir (11). Fetal Leydig hiicre gelisimi igin gerekli olmasa da, eriskin
Leydig hiicre gelisimi i¢in androjen ve LH’in gerekli oldugu bildirilmistir (12, 13).

Fakat bugiline kadar androjene cevap veren protein olarak tanimlanmis
SVIP’in androjen reseptorlerinin fazlaca ekspre edildigi bir erkek iireme organi olan
testis dokusunda hiicresel lokalizasyonu ve olasi fonksiyonu arastirilmamistir. Bu
nedenle bu tez ¢alismasimin amact SVIP proteinin fare testis dokusunda gelisimsel

olarak incelenmesi ve olasi fonksiyonunun belirlenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. insanda ve Farede Prenatal Testis Gelisimi

Insan embriyosunda gelisimin 7. Haftasina kadar disi ve erkege ait gonad
farklilagsmasi yoktur. Baska bir deyisle heniliz morfolojik olarak testis ve ovaryum
ayirt edilemez. Insan embriyosunda disi ve erkek gonadal farklanma 7. haftadan
farelerde ise 10,5 dpc (day post coitum, koitasyon sonrasi giin) giinii itibariyle

goriilmeye baglanir (14).

Memeliler i¢in erkek cinsiyet gelisimi, Y kromozomu tizerinde bulunan SRY
geni (Sex Determining Region Y) tarafindan baslatildigi bilinmekte olup,
embriyonda testis olusumunu saglamaktadir. Bu genin yoklugunda, embriyoda disi
genital iireme organlar1 gelisir. SRY geni ilizerinden salgilanan faktor olan, cinsiyet
tayini farelerde Tdy ve insanlarda TDF (testis belirleyici faktor) olarak belirlenmistir
(15). SRY'nin ekspresyonu testis farklilasmasi igin belirli bir diizeye ulasmasi
gerekmekte oldugu belirtilmistir. 10,5 giin sonra, farelerde SRY ifadesinin basladigy,
11,5 dpc’de zirveye ulastigi ve 12,5 dpc’de ise saptanamaz oldugu gosterilmistir.

SRY geni ile birlikte testis olusumuna katilan diger bir faktorde Sox9 (Sry
box-containing gene 9) ifadesidir. Sox9, testis gelisimi i¢in 6nemli bir transkripsiyon
faktoriidiir (16). Farede SRY, Sox9'un testis-spesifik ekspresyonunu iki yolla aktive
eder. Birinci mekanizmada SRY, SF1(steroidogenik faktor 1) ile birlikte niikleotit
reseptor alt ailesinden olan TESCO (TES [testis spesifik Sox9] COre)’ya baglanir
(17). TESCO dizisi, fare, si¢an, kopek ve insan arasinda yiiksek oranda korunan
birkag SRY baglama bolgesi igerir (15). Sox9’un aktivasyonu i¢in TESCO'da SRY
bolgelerine baglanir. SRY, Sox9 ifadesini, ikinci mekanizmada, Er71 (ETS ile ilgili
71; ayrica ETS varyant1 2, ETV2 olarak da bilinir) araciligiyla diizenler. SRY
transkripsiyonel faktdr, SF1 ile Er71'in promoter bdlgesine baglanir, Er71
ekspresyonunu aktive eder. Er71, daha sonra Sox9 proksimal promotdriine
baglanarak Sox9 ekspresyonunu diizenler. Sry ifadesinden sonra, Sox9, Er71

ifadesini kontrol etmek i¢in Er71’e baglanir. Boylelikle, Er71 ve Sox9'un
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transkripsiyonu, farede Sox9 ile birlikte aktive olur ve AMH' nin (Miillerian inhibitor
madde, MIS olarak da bilinen Anti Miillerian hormonu) ekspresyonunu dogrudan
diizenler. Testis farklilasmasinin baslatilmasi sonrasi, testiste ilk olustugu goriilen

Sertoli hiicrelerinde AMH ifadesi uyarilir (18).

10.5 dpc

+Sry +Rspo1
+Sox9 +Wnit4

m Gonadal kabarti

mColomik epitel

M Endoderm
Spinal kord

O Primordiyal germ
hiicreleri Testis Ovaryum

Sekil 2.1. Primordiyal hiicre gogii. Testis/ovaryum farklanmast ile testis de medullanin
gelisimi ile seminifer6z kordonlarin olusumu sematize edilmistir (19). Testis gelisimi igin Sry ve Sox9

faktoriiniin rolii gosterilmistir.

AMH (Anti Miillerian Hormon) ifadesi, (Miillerian inhibitor substance (MIS)
olarak da bilinen) (20) Sertoli hiicre belirteci niteligi tasidigi belirtilmistir. Her ne
kadar SRY ve AMH geni arasinda dogrudan bir etkilesim heniiz bulunamasa da
SRY’nin Sertoli hiicre farklilasmasimi baglatict etki yaptigt ve SRY ifadesi
baslagicindan yaklasgtk 20 saat sonra AMH geni ekspresyonu bagladigi
gozlemlenmistir (21, 22). AMHR geninin Sertoli, Leydig hiicrelerinde ve Miillerian

kanali ¢evresinde bulunan mezenkimal hiicrelerde ifade edildigi gosterilmistir (23).



Sox9 ile birlikte, AMH ekspresyonunun diizeyini kontrol etmek igin
steroidogenik faktor 1 (SF-1) de gereklidir (20, 23). SF-1 (Ad4BP veya NR5A1
olarak da bilinir), adrenal kortekste dahasi testis icerisinde Leydig ve Sertoli
hiicrelerinde ifade edilen gonad ve adrenal bez gelisimi i¢in gerekli bir reseptordiir.
SF-1 graniilosa (ekspresyon seviyeleri folikiiller arasinda degismesine ragmen), teka,
korpus luteum ve ovaryumdaki interstisyel bez hiicrelerinde de tespit edilmistir (24,
25). SF-1'in mutasyonu i¢in homozigot olan farelerin, adrenal bez ve gonadlarinin
gelisememekte oldugu ve ayrica SF-1 mutasyonlari i¢in heterozigot olan fareler stres

altinda bozulmus adrenal bez fonksiyonu oldugu belirtilmistir (14).

SF-1 i¢in adrenal bezdeki steroidogenez ve testislerde Leydig hiicrelerinde
testosteron sentezi igin birkag gen bulunmakta ve gerekli proteinleri kodlamaktadir
ki, bu proteinlerin basinda ise steroid biyosentezinde kolesterol alimimi diizenleyen

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

/\ FGFS, MIS (‘W) Sertoli

—_— — | —
+SRY SOX Erkek gelisimini Hiicreleri
etkileyen genler

SRY WNTU[RJ!M"\ pathmy — Ovaryum anb Gonadal

farklanmasi  disgenezis
Bipotansiyel
gonadal kabart \

Kadm gelisimini
XY — etkileven genler w—p Hiicreleri
(RSPOT1, FOXL2)

XY

Graniiloza

Sekil 2.2. Bipontansiyel gonad farklilagmasi. insan ve fare testis gelisiminde rol oynayan Sry
ve Sox9 molekiillerinin yanisira FGF9, AMH gibi diger bir¢ok faktdriinde testis gelisimine katki
sagladig1 gosterilmistir (27).



Son dénemde (2017-Scientific Reports dergisinde Mamsen ve ark. tarafindan
yayimlanan) insan gonadlari {izerinde yapilan bir ¢alismada ise, insanda SRY/Sox9
ifadesinin 40. giinde basladigi, 53. giinde ise androjen liretiminin tespit edildigi ilk
defa belirtilmistir (28).

2.1.1. Insan ve Farede Primordiyal Hiicre Gocii

Memeli fetiisiinde, gonad ve germ hiicreleri orijinal olarak bipotansiyeldir,

oogonya ile ovaryum veya spermatogonya ile testis gelistirebilir.

Ekstraembrivonik
ektoderm

Primordiyal germ
hiicreleri

Epiblast

visseral endoderm

parivetal endoderm

Primordiyal
germ hiicreleri

Primitif
cizgi

Sekil 2.3. Farede PGH go¢ii. Kirmizi oklar ile PGH' lerin go¢ yolllarini gostermek i¢in
kullanilmigtir (29).
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Gametleri olusturacak olan hiicreler ilkel germ hiicreleri (PGH'ler) olarak
adlandirilir. Insanda ilk kez 4 haftalik fetiiste, farelerde ise baslangigta 6.giinde
vitellus kesesinden mezenter boyunca arka viicut duvarinin sag ve sol yanlarina
dogru yaklasik olarak 10-100 adet primordiyal germ hiicresi (PGH) go¢ eder (30).
Vitellus kesesi duvarinin endoderminde ve insanda 4-6. haftaya kadar, farede
ekstraembriyonik mezoderm iginde embriyonik giinde 7,25-7,5 dpc arasinda ayirt
edilebilirler. Alkalen fosfataz enziminden zengin olmalar1 ile gé¢ eden ve g¢ogalan
PGH’leri goriilebilir (29, 31).

E7.5

E9.

&)

E10.5

Sekil 2.4. Fare embriyosunda primordial germ hiicresi (PGH) gogii. Her agamada
sematik midsagital boliimiinden bir kesit gosterilir. PGH'ler (yesil) E7,5 (embriyonik giin
7,5) civarinda posterior embriyo endoderm (sar1) i¢ine gog eder. E9,5'e kadar arkalarda
kalirlar. El10,5 ile E11,5 arasinda lateral ve dorsal olarak arka epitelyumdan gé¢ eder ve
gonadal kabartilara girerler. Burada seminifer6z kordonlari olugturmak igin gonadal somatik
hiicreleri (kahverengi) ve bazal membrani (kirmizi) birlestirirler. Bu seminifer6z kordonlar
cinsel olarak dimorfiktir: kadinlarda diizensiz kiimelerdir, oysa erkeklerde uzarlar. Gonadal
somatik hiicrelerin kesin sinirlar1 bilinmemektedir (32, 33).



2.2. Farede Gonad Gelisimi

Gastrulasyondan sonra, fare embriyosundaki organogenezde gonad gelisimi
yaklasik koitasyon sonrasi (dpc) 8. giin itibariyle baslar. Ara mezodermden
(irogenital kabart1) koken alan gonadlar, bobrekiistii bezi, bobrek ve lireme kanallari
ile birlikte fare embriyosunda 9,5 dpc’de gozlemlenmistir. 10,5 dpc'de, dorsal
aortanin her iki tarafinda bilateral olarak, orada bulunan epitelyal hiicrelerin
¢ogalmasiyla tirogenital kabarti olustugu gozlemlenmistir (34). Wilms Timor 1
(Wtl1), LIM homeobox proteini 9 (Lhx9), DAX 1 ve Steroidogenik faktor 1 (SF1) her
iki cinsiyette de bipotansiyel gonad olusumu icin gerekli olan genler olarak
tammlanmuslardir  (35-38). Ilk basta hicbir morfolojik farklilik gdzlenmeyen
gonadlarda Y kromozumda bulunan SRY geninin TDF’i aktive etmesi ile erkek
gonadal gelisimi baglamistir. Yine erken donemde 11,2 dpc’da bu molekiillere ek
olarak, FGF9'un (Fibroblast biiyiime faktorii) XY gonadlarindaki testis gelisimi
sirasinda epitelyal hiicrelerin proliferasyonunu stimiile etmede rol oynarak Sertoli
hiicre farklilasmast ve gelisiminde ©nemli rol oynadigi gosterilmistir (39).
Dahas1 Lhx9, Emx2, Wtl, Cbx2, Nr5al, Six1 / 4 ve insiilin reseptorlerini kodlayan
genler Igflr / Irr / Ir dahil olmak tizere gesitli genler, fare nakavt ¢alismalarinda her
iki cinste de bipotential gonadal (genital) kabartinin gelismesinde rol oynadigi
gosterilmigtir (19).

Urogenital kabart: mezenter ile periton boslugunda, gergin ve yan yana iki
adet doku igerir: gelismemis gonad medialde bulunan ve yine mezonefrozda bulunan,
erkek ve disi lireme kanallarim1 olusturacak olan, ¢ift halinde Wolf ve Miiller
kanallar1 icerdigi belirtilmistir. Gonad gelisimine paralel olarak metanefrik bobrek
kaudal mezonefrozdan ¢ikarken, ayn1 zamanda adreno-gonad primordiyumun dorsal
tarafinda gonad ve mezonefrozlar arasinda ortaya c¢ikar ve bdobrekiistii bezini
olusturmak igin anteriorda 12,5 dpc’da goriilmiistiir (40). Bobrekiistii bezi ve bobrek
her iki cinsiyette de abdominal bolgeye dogru yiikselmis ve gonadin son pozisyonu
bir yumurtalik veya testise farklilagsmasina ve cinsiyete 6zgii Miiller veya Wolf

kanallarinin gelismesine bagli oldugu belirtilmistir.
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Sekil 2.5. XX ve XY gonadlarin gelisiminde karakteristik rol oynayan genetik
yollar. Hiicre proliferasyonunun tegviki ve erken bipotansiyel gonad gelisimi igin Sf1, Wt1,
Lhx9, M33, Emx2, Igflr / Ir / Irr gibi bir¢ok faktér gereklidir. 10,5-12,0 dpc arasinda,
GATA4 /FOG2 ve WT1 + KTS, XY gonadindaki Sry ifadesinin aktivasyonunda rol
oynamaktadir. Sry ifadesi XY gonadini testis yoniine dogru yonlendirir. Sox9, Fgf9 ve Daxl1,
Sry ifadesinin baglatilmasindan sonra testis farlilasmasinin erken agamalarinda rol oynar.
Pdgf, Dhh, Arx sinyal yollari, erken testis geligimini karakterize eden hizli yapisal
degisiklikleri destekledikleri gosterilmistir (41).

Primordiyal gonad yapilart bir dis kortikal ve bir i¢c mediiller bolgeye
ayrilmis olup, erkekte, testosteronun etkisiyle, medullar bélgenin gelisimi desteklenir
ve korteksin regrese oldugu bildirilmistir ayn1 zamanda Wolf kanalinin gelisip
Miiller kanalinin regresyonuna Anti Miillerian hormonu (AMH veya Miillerian
inhibitér madde, MIS) aracilik eder. Bagka bir peptit hormonu, insiilin benzeri 3
(Insl-3)’in, testikiiler inise aracilik ettigi bildirilmistir (42). Primordiyal gonadal
(genital) kabartilarda daha once yolk kesesinden ara mezoderme go¢ eden
primordiyal germ hiicreleri erkekte medullanin geligimi ile birlikte seminifer6z
kordonlar1 olusturur sonrasinda ise rete testis, seminiferoz kordonlar ve testis

septumlarinin olustugu belirtilmistir (43).
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Sekil 2.6. Genital kanal sisteminin gelisimi ve farklilasmasi. Miillerian ve Wolffian
kanallarimin ikisi de bipotential agamasindadir. Erkeklerde, Miillerian kanallari, testis Sertoli hiicreleri
tarafindan salgilanan AMH'nin etkisi altinda dejenere olurken, Wolffian kanallari, Leydig hiicreleri
tarafindan tiretilen androjenlerin kontrolii altinda epididimisler, vas deferens ve seminal vezikiillere
ayrilir. Kadinlarda, Wolffian kanali regrese olur ve Miillerian kanali, yumurtalik, uterus ve st
vajinaya ayrilir (40).

2.3. Fare Testis Dokusu Hiicrelerinin Gelisimi

Testislerin fetal ve neonatal gelisimi, Spermatogenez baslangicina kadar

farklilasmamis gonadal kabartidan tiim testis hiicre tiplerini etkileyen bir dizi ardisik

olaylar igerir (44).

Germ hiicreleri, ekstraembriyonik bolgelerden gogii sirasinda boliiniir. Bu
hiicreler, gonada ulastiklarinda ortaya ¢ikan seminifer kordonlar igine alinir.
Gonositler, 15,5 (fare) fetal giine kadar seminifer kordonlarinda ¢ogalirlar, bundan

sonra, mitoza devam ederler ve doguma kadar sessiz kalirlar (49-51).
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Sekil 2.7. Gelismekte olan fare testisin anatomisi ve histolojisi. (A) testis
organogenezisi sirasinda hiicre farklilagmasinin gosterimi. Gonadal kabartilar igerisinde ilk
goriilen germ hiicreleri (sar1) olup, farklilasan ilk somatik hiicreler ise Sertoli hiicreleridir
(yesil) ve sonrasinda kan endotel hiicreleri de gog eder (19). Fetal Leydig hiicre baglangicinin
ise yaklasik 12,5 giin oldugu gortilmektedir. (B) Yaklasik 13,5 giinde testis dokusu
icerisindeki hiicrelerinin olusum semas1 gosterimi.

Sertoli hiicreleri farklilagsan ilk hiicrelerdir. Bu biiylik hiicreler birbirine
yapisir ve seminifer kordonlar1 olusturmak i¢in primordiyal germ hiicrelerini kusatir
(45). Bu iglem, farede 11,5 ila 12,5 dpc’da olusur. Sertoli hiicreleri doguma kadar 2—
3 haftaya kadar ¢ogalmaya devam ederler, bu da mitotik aktivitenin farede 18,5 dpc’
da sayilar1 olduk¢a goktur (46-49).
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Fetal Leydig hiicreleri interstisyel kompartmandaki mezensim hiicrelerinden
ayrilirlar (52). Fetal testis, siganda 15,5 dpc giinii (53, 54) testosteron iiretmeye
baslar ve 14,5 dpc'de 3B-hidroksisteroid dehidrogenaz (3BHSD) ifadesi goriiliir.
Farede ise 14,5 dpc’de testosteron fare testislerinde tespit edilmistir (55) ancak fetal
fare testisinin testosteron lretmeye basladigi zaman bilinmemektedir. Farede
testisinde testosteron iretiminin, 18,5 dpc’de en yiiksek oldugu doguma dogru

azaldig1 ve dogum sonrasinda eriskin zamana kadar sabit kaldig1 gozlenmistir (54).

Insanda ise 14-15. hafta boyunca Leydig hiicrelerinin testis hacminin
yarisindan fazlasini olusturdugu ve androjenlerdeki yiikselme ile de ilk 15. haftada

testosteronun fetal insan testisi tarafindan salgilanmis oldugu gosterilmistir (56).

2.4. Testis Anatomisi

Testisler genellikle, skrotum igerisinde, 10-14 gram agirhiginda her ikisi de
tunika albuginea tarafindan kapsiillenen, funiculus spermaticusa asili durumda (oblik
pozisyonda) interstisyel doku ve seminifer tiibiillerden olusur. Fetal hayatta karin
boslugu icinde, fascia transversalis ile periton arasinda gelisen testisler, dogumdan
once, kanalis inguinalisten (karin boslugundan skrotum igine gecis yolu olan)
gecerek skrotum igine iner. Kanalis inguinalis fetal hayatta gubernaculum testis
tarafindan belirlenir (57).

Processus vaginalis testislerin karin boslugundan skrotuma inisine onciiliik
eden yapidir, dogumdan bir siire sonra kapanir ve beraberinde (facia spermatica
externa, fascia cremasterica ve musculus cremaster, fascia spermatica interna) karin

On duvari tabakalarini da strikler.

Testisin extremitas superior ve ekstremitas inferior denilen iki ucu, facies
medialis ve facies lateralis olarak isimlendirilen iki yiizii, margo anterior ve margo
posterior adi verilen iki kenar1 vardir. Testisin arka kenarinin dis kisminda
epididymis 6 m uzunlugunda yumak seklindeki bir kanal olan (ductus epididymis),

epididymis’in medialinde ise funiculus spermaticus yer alir (58).

12



Testisin list ucunda goriilen apendix testis; kadinlarda tuba uterinanin
abdominal ucuna karsilik gelen, kiigiik ve yassi anatomik olusumdur. Testisin arka
kenarinin sadece dis kismi periton ile 6n kenari, her iki yiizii ve iki ucu visseral

periton ile ortiiliidiir (59).

2.5. Testis Histolojisi

Testis en distan tunika albuginea ile (bag doku yapisindaki kapsiil) ¢evrili
olup, kapsiilden uzanan bag dokusundaki septumlar, testisi lobiillere bdler ve
mediastenum testis olarak adlandirilir. Tunika albugineanin i¢ kismi kan damarlarini
iceren bolim tunika vaskiilozayr igerir. Bu sayede lobiillere boliinen testisin kan
damarlar1 ile beslenmesi saglanir. Boliinen her bir lobiil, birden fazla seminifer tiibiil

icerir (60).

Testis morfolojik olarak iki ana boliimden olusur, interstisyel doku ve
seminifer tiibiiller olmak {izere. Seminifer epitel, ana bolmeyi olusturur ve
destekleyici Sertoli hiicreleri arasinda araya giren farklilasan germ hiicrelerini igerir
(61). Interstisyel doku toplam hacmin ¢ok daha azim yaklasik %3iinii olusturur ve
esas olarak androjen salgilayan Leydig hiicrelerini, vaskiiler yapilar, lenfatik ve bag
dokusu elemanlari, makrofajlar ve fibroblastlardan olusur (62). Asagidaki testis
dokusuna ait preperatlar Mayer’s hematoksilen ile boyanmis olup, kendi labimizda

hazirlay1p yaptigimiz testis dokusu preperatlaridir.
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interstisiyel |
Alan

- Spermatogenik
‘ Hiicreler

Sekil 2.8. Fare testis dokusu histolojisi. Testis dokusunun biyiik ¢ogunlugunu olusturan seminifer
tiibiil ve igerisinde yer alan spermatogenik hiicreler ve interstisiyel alan.

Sekil 2.9. Fare testis dokusundaki hiicreler. Seminifer tiibiil icerisinde bulunan spermatogenik
hiicreler ve interstisiyel alanda goriilen Leydig hiicresi, kan damarlari ve bag doku elemanlart.
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2.5.1. Seminifer Tubiiller

Seminifer tiibiiller, testi hacminin biiyiik ¢ogunlugunu olusturarak, tunika

propiya tarafindan ¢evrelenmis bir seminifer epitelden meydana gelmektedirler.

Her bir seminifer tiibiil yaklasik 50 cm uzunlugunda (30-50 cm arasinda) ve
150-250 um capindadir. Seminifer epitel (germinal epitel) iki farkli temel hiicre
popiilasyonunu igeren ¢ok katli bir epiteldir (60, 63).

Epiteli olusturan hiicreler:
-Sertoli Hiicreleri

-Spermatogenik Hiicreler

2.5.1.1. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, destek hiicreleri, hemsire hiicreleri ya da sustentakiiler
hiicreler olarak da bilinmekte olup, birincil islevi temel biiylime faktorlerini
saglamak ve germinal hiicrelerin gelisimi i¢in uygun ortami yaratmak olan hiicreler
olarak bilinmektedirler (64). Sertoli hiicreleri, apikal ve lateral uzantilara sahip,
spermatogenik hiicreleri ¢evreleyen ve onlarin arasindaki bogluklari dolduran yaygin
prizmatik hiicrelerdir. Seminifer tiibiil igerisinde hem spermatogeneze katkida
bulunurken hem de spermatogenik seri hiicrelere kan- testis bariyeri olusturur. Sertoli

hiicreleri puberteden sonra ¢ogalmazlar.

Setoli hiicrelerinin dnemli gorevleri siralanacak olursa:

Interstisiyel ~ hiicrelerden salgilanan  testosteronu  baglayabilmek ve
spermatogeneze katki saglayabilmek i¢in, Androjen-baglayici proteini (ABP)
salgilamak en bilinen gérevleri arasindadir. Seminifer epitelden olgun spermatidlerin
salinmasinda spermiyogenez de rol alirlar. Embriyonik donemde testis igerisinde
hemen hemen ilk olusan hiicreler olarak Anti Miillerian Hormon’u (AMH)
salgilayarak, embriyonun disi genital kanallarinin gelismesine engel olurlar.

Spermatogenik seriyi sahip olduklar hiicre iskeleti ve hiicrenin alt yan yiizlerinde
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(bazolateral) engelleyici siki baglantilarla (zonula okludens) birbirlerine tutunarak
kan-testis bariyerini olustururlar, spermatogenik seriye ait hiicreleri besler, korur.
Germ hiicrelerini besler ve germ hiicresi hareketini Salgiladig: {iritinlerle saglar.
Lizozomlar tarafindan Spermiyogenezin son evresinde artik cisimcikler olarak
adlandirilan fazla hiicre kisimlarinin fagositoz ile sindirilmesini saglarlar. Aktivini

ve inhibini, FSH salinimi tizerine olumlu bir etki gostererek salgilarlar (65).

2.5.1.2. Spermatogenik Hiicreler

Spermatogenik hiicreler, diizenli olarak ¢ogalan ve spermatidlere farklilagan
hiicrelerdir. Bu hiicreler, testisin erken gelisim evresinde gonadal yolk kesesinden
goc ederek, gonadal kabartilarda kolonize olan primordiyal germ hiicrelerinden
geligirler. Spermatogenik hiicreler Sertoli hiicrelerinin arasinda ilerleyici geligim
sergileyen, tabakalar halinde diizenlenmislerdir. ~Spermatogonyum olarak
adlandirilan immatiir (olgunlagsmamig) spermatogenik hiicreler bazal laminanin
tizerinde uzanirlar. Matiir (olgun) hiicreler olarak adlandirilan spermatidler, Sertoli

hiicrelerinin apikal boliimiine tutunmuslardir ve tiibiil liimeninin sinirin1 olustururlar.

Tunika (lamina) propriya tipik fibroblastlardan yoksun c¢ok tabakali bag
dokusu yapisinda olup peritiibiiler doku olarak da adlandirilmaktadir. Tunika
propriya insanda seminifer tiibiiliin bazal laminasinin diginda 3-5 tabaka miyoid
hiicreden (peritiibiiler kontraktil hiicreler) ve kollajen fibrillerden olugmaktadir.
Miyoid hiicreler ultrastriiktiirel diizeyde bazal lamina ve bol miktarda aktin
filamentleri icermeleriyle diiz kas hiicreleriyle iliskili ozellikler gosterirler. Bu
hiicreler, tipik fibroblastlarin yoklugunda kollajen sentezleme rollerinin isareti olarak
belirgin miktarda graniillii endoplazmik retikulum i¢cermektedirler. Miyoid hiicrelerin
ritmik kasilmalari spermatozoanin ve testikiiler sivinin seminifer tiibiilllerden
bosaltilip kanal sistemine akisina yardim eden peristaltik dalgalanmalar1 olusturur.
Miyoid tabakanin disinda kan damarlari, yaygin lenf damarlar1 ve Leydig hiicreleri

bulunmaktadir (60).

16



2.5.1.3. Spermatogenez

Memelilerde spermatogenez, ii¢ ana hiicresel farklilasmanin ayirt edilebildigi

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

Spermatogonyal proliferasyon seminifer6z epitelyumun bazal
kompartmaninda gergeklesir (66). Sirasiyla, tip A spermatogonya, spermatogonya ve
tip B spermatogonyay1 olusturan kok hiicrelerin mitotik proliferasyonundan olusur
(67). B tipi spermatogonia, spermatogenik hiicre serilerine farklanir ve profaza
girmeden 6nce niikleer DNA’nin replikasyonu ile primer spermatositleri olusturmak
iizere boliiniir. ikinci faz olan mayoz, spermatositler, hiicreler aras1 komsu Sertoli
hiicrelerinin sitoplazmik siirecleri arasinda bir arada kalirken meydana gelir.
Leptoten, zigoten, pakiten ve diploten asamalarini igeren mayotik profaz, ikincil
spermatositlerin olusumu ile sonlanir. Haploit spermatidleri olusturmak igin ikinci
spermatositler ikinci mayoz boliinmeye girer. Spermatogenezin son asamasi olan
spermiyogenez, haploid germ hiicresinin morfolojik farklanmasindan olusur ve
seminifer tiibiiliiniin liimenine, ge¢ spermatidlerin salinmasiyla sonuglanir (61, 68,

69).

Spermatozoon 0

Spermatogonyum C

O

Kok hucre x
Spermivogenez
olusumu

1. mayoz 2. mavoz

Mitoz boliinme boliinme
_— ‘ — —_—

Spermatogonya Primer Sckonder

i . 2 ¢ Spermatid
Spermatosit Spermatosit

Sekil 2.10. Erkek Germ Hiicrelerinin Farklilagmasi. Cogu spermatogonya,
farklilasmamis kok hiicre havuzu olusturmak igin ¢ogalir. iki mayoz béliinme ve
spermiyogenez igeren farklilasma yolunda spermatozoon olusur (70).
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2.5.2. interstisiyel Doku

Seminifer tiibiiller arasinda basta testosteron iireten Leydig hiicreleri olmak
tizere kollajen, lenf ve kan damari, makrofajlar, mezenkimal hiicreler, sinir lifleri,
mast hiicreleri ve fibroblastlardan olusan gevsek bag dokusu interstisiyel dokuyu
olusturur. Leydig hiicreleri sentez iriinii testosteronu yakinindaki kan kapillerine
bosaltarak endokrin sekresyon yaparlar. Bu olay erkek fetiis icin gonad gelisimi,
pubertede sekonder seks gelisimi, spermiyum iiretimi, eriskin de ise spermatogenez

ve sekonder seks gelisiminin devamliligi igin gereklidir (60, 63).

2.6. Leydig Hiicresi

Leydig hiicreleri testis igerisinde seminifer tiibiiller arasinda interstisiyel
dokuda yer alirlar. Interstisiyel hiicreler olarak da adlar1 gecer. Genellikle {icgen
sekilli, biyiik, poligonal, eozinofilik ve ¢ok sayida diiz endoplazmik retikulumun
yant sira lipid damlaciklar igerirler. Testis hacminin yaklasik %12’sini olusturur.
Oldukea fazla diiz endoplazmik retikulum igerirler, bu steroid sentezi yapan leydig
hiicreleri i¢in vazgecilmezdir. Testosteron Leydig hiicreleri tarafindan sentez edilir.
Viicutta bulunan testosteronun %95°i testislerde, Leydig hiicreleri iginde
kolesterolden sentezlenerek yapilir. Cok miktarda kapillerlere sahip olan stroma

icerisinde Leydig hiicreleri salgilarini vaskiiler sisteme kolaylikla iletebilirler (62).

Tanimlanabilir Leydig hiicreleri baslangigta memelilerde embriyonik yasam
sirasinda ortaya cikar, muhtemelen mezonefrik mezenkimal hiicrelerden kaynaklanir.
Fetal tip Leydig hiicreleri olarak siniflandirilan bu hiicreler, Wolf kanali gelisimini
uyarmak ve erkek cinsiyet belirlemesini desteklemek i¢in gerekli olan androjenleri
iretir. Yenidogan yasaminda bu hiicre popiilasyonunun kaybolup kaybolmadigi,
farklilagtig1 veya islevsel olarak bozulmadigi konusunda tartigsmalar vardir. Yine de,
bu hiicreler fonksiyonel olarak sessiz hale gelirler ¢ilinkii yeni dogan testiste androjen

iiretimi 6nemli Olcilide azalir.
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Daha sonra yetiskin tipi Leydig hiicrelerinin bir popiilasyonu ergenlik
doneminde ortaya c¢ikar ve steroidogenik olarak aktif hale gelir. Bu yetigskin
popiilasyonun, peritiibiiller bir mezenkimal hiicreden tiiretilmis olduguna

inanilmaktadir (71).

2.6.1. Fetal Leydig Hiicreler

Leydig hiicreleri, 1850 yilinda Franz Leydig tarafindan kesfedilmis,
1900’lerde Whitehead tarafindan fetal Leydig hiicre (FLH) kavrami literatiire
katilmistir (72, 73). Dogum sonrast kaybolan fetal leydig hiicreler, erigkin leydig
hiicreler gibi androjen tiretiminden sorumlu olup, erkek genitalin farklilasmasindan
sorumlu olsa da, hem fonksiyonel olarak hem de morfolojik olarak eriskin Leydig
hiicre popiilasyunundan farklidir (74). Oval sekle sahip FLH'ler diiz endoplazmik
retikuluma, tiibiilovezikiiler tip mitokondri ve c¢ok sayida az gelismis bir Golgi
cisimcigi ve daha kiigiik lipit damlaciklarina sahip olmalariyla yetiskin Leydig
hiicrelerinden farklidirlar (75).

Farede fetal Leydig hiicre popiilasyonu yaklasik 12,5 dpc, insanda ise 8.
haftadan itibaren testikiiler farklanmadan hemen kisa bir siire sonra Sertoli hiicre
farklilasmasindan yaklasik 24 saat sonra ortaya ¢ikmaktadirlar (76, 77). FLH'lerin
progenitér havuzu halen bilinmezken, ¢ok fazla spekiilasyon vardir. FLH'lerin,
komsu mezonefroz, adrenal-gonadal primordiyum ve ¢olomik epitelyumdan ortaya
ciktigt 1iddia edilmektedir, bu da FLH progenitorlerinin gonadal gelisimin
baglangicinda bipotensiyel gonad iginde mevcut oldugu veya olma olasiligini
belirtmektedir. FLH kok hiicreleri, bilinmeyen bir sinyalle, dogumdan sonra ortadan
kaybolmadan once fetiisiin maskiilinizasyonu igin gerekli olan androjenleri
sentezleme yetenegi kazanmaya baslar (78). Dahasi, FLH'lerin adrenokortikal
hiicrelerin, erken adrenogonadal primordiyumundan ayrilan ortak bir kaynagi
paylastig1 yoniinde giiglii bir oneri vardir. Bu Onerilen progenitér havuzlarindan
higbirinin dogrudan FLH'ye yol agtig1 gosterilmemistir. Bu nedenle, muhtemel FLH
kaynaklariin daha eksiksiz bir fikrinin elde edilmesi i¢in, bu varsayimsal kanitlar
g0z ard1 etmemek yararlidir (79).

Farede fetal Leydig hiicre fonksiyonunun, normal sentez ve sekresyonu igin

LH'ye bagli oldugu da kanitlanmustir (55).
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Steroidogenik Faktor 1 (SF-1) ve P450 enzim ekspresyonlari, DHH (Desert
Hedgehog) ve onun reseptorii PTCH1 (Protein patched homolog 1) sinyallemesi ile
ekspresyonlar artarak, Leydig hiicresi farklilasmasini tetikledigi gosterilmistir (80).

Steroidogenik Matiir A
dncii hilcreler Oncii FLH kmmatiic FLH FL ll ‘\
PDGFRA StAR % INSL A
" P450
" \ P450c
\ 38-HSD
.(.; ‘\‘ —
\ |
y y i

Oncii Eriskin
Levdig hiicresi

O© &

PDGFRA

Diger steroidogenik faktirler
Eriskin Leydig giicresi

Sekil 2.11. Fetal Leydig hiicre gelisimi. FLH'ler, gonadlar ve adrenal bezlerindeki ¢oklu
steroidogenik olaylara katkida bulunabilen bir steroidojenik soy progenitor popiilasyonundan tiirerler.
Oncii FLH’ler FLH soyu ile siirlidir ve PDGFRA (Platelet Derived Growth Factor Receptor Alpha)
ifadesi ile tamimlanir. Olgunlasmamig FLH'ler, steroidogenik enzim ekspresyonunu igeren fonksiyonel
isaretleyicilerin edinilmesi ile karakterize edilir. Olgun FLH'ler, INSL3'lin ve ayirt edici bir ¢okytizlii

seklinin ifadesiyle karakterize edilir. 33-HSD: 3B-hidroksisteroid dehidrojenazlar (79).

2.6.2. Eriskin Leydig Hiicreler

Testis gelisimi sirasinda, iki ayr1 Leydig hiicresi, fetal Leydig hiicresi ve
erigkin Leydig hiicre popiilasyonu seklinde ortaya ciktigi, farede ilk olarak fetal
Leydig hiicre (FLH) popiilasyonunun yaklagik 12,5 dpc giiniinde, testikiiler
farklilasmadan hemen sonra, yetiskin Leydig hiicre popiilasyonun ise dogumdan

hemen sonra farklilasmaya basladigi gézlemlenmistir (81).

Leydig hiicrelerinin  fetal gelisimi, Sertoli  hiicrelerinin  aksine

gonadotropinlerin varligina bagl olarak gergeklestigi ortaya konulmustur (82).
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Testikiiler Leydig hiicreleri testosteron iiretir ve erkek virilizasyon ve
spermatogenez icin gerekli olan hormonal ortami saglar. Fetal Leydig hiicreleri
(FLH) Wolf kanali ve erkek dis genital organlarin gelisimi igin gereklidir.
Steroidogenik faktor 1 (Sfl) hormon biyosentez genlerinin transkripsiyonel
diizenleyicisidir ve boylece Leydig hiicresinde merkezi bir rol oynar. Bir Sertoli
hiicre Uirlinii olan Dhh, bir parakrin sinyalleme mekanizmasi yoluyla primordiyal
gonaddaki FLH soyunu belirttigi ve FLH'lerin postnatal donemde, morfolojik olarak

farkl yetiskin Leydig hiicrelerine (ALH'ler) farklilastigi gosterilmistir (83).

ALH’ler erken dénem postnatal testisin interstisyel kompartmaninda bulunan
farklilasmamis mezenkimal benzeri Leydig kok hiicrelerinden (SLH'ler) gelisir.
SLH'larin ayrica erigkin testisinte peritiibiiler ve perivaskiiler alanlarda bulunduklari
gozlemlenmistir. Bu durum yetiskin hiicrelerin kayb1 iizerine yeni Leydig hiicrelerini
rejenere edebilecegini de akillara getirmistir. Son c¢aligsmalar, nestin, PDGFRa,
COUP-TFII, CD51 ve CD90 dahil olmak tizere bu hiicreleri tanimlamak icin birgok
protein markerini tanimlanmis ve SLH'lerin ¢ogalmasinin DHH (Desert Hedgehog),
FGF2 ve aktivin ile uyarildigi gosterilmistir. SLH'lerin testosteron iireten Leydig
hiicrelerine farklilasmasinda, TGFB, PDGFBB, FGF2, Notch ve Wnt sinyalleri ile
negatif olarak etkilemesine ragmen, DHH ve aktivin ile pozitif olarak etkiledigi
bulunmustur. Dahast DHH’un kendi basina, LH'a duyarli steroidogenik hiicrelere
SLH farklilagmasini indiikledigi bulunmustur, bu da DHH'nin, SLH'nin Leydig
hiicresi tizerindeki onemli olasi etkilerinin oldugunu ve Kritik bir rol oynadigini

gosterir (84).

Yetigkin Leydig hiicrelerinin olusumu, progenitorlerin olgun hiicreye
doniisimiinii igeren stirekli bir siiregtir. Bu degisiklikler kademeli olarak
gerceklesmesine ragmen, Leydig hiicresinde proliferasyon, farklilasma ve
steroidogenik fonksiyon caligmalari, yetiskin Leydig hiicre soyunun ti¢ farkli geligim
evresinin taninmasina yol acmistir: Leydig hiicre progenitorleri, olgunlagmamis
Leydig hiicreleri ve yetiskin Leydig hiicreleri. Ilk asamada, Leydig hiicre
progenitorlerinin,  postnatal ~ yasamin  {¢iinci  haftasi  boyunca  testis
interstisiyuamundaki mezenkimal benzeri kok hiicrelerin aktif proliferasyonundan
kaynaklandig1 ve 38-hidroksisteroid dehidrogenaz (38-HSD) i¢in pozitifdirler. LH ve

androjen, Leydig hiicre progenitorlerinin olgunlasmamis Leydig hiicrelerine
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farklilagmasin1 uyarmak igin birlikte hareket eder. Luteinize edici hormon (LH)
reseptorlerinin varligin1 gosterir. Aktif olarak ¢ogalirlar ve olgunlasmamis Leydig
hiicrelerine farklilasir. Ikinci asamada, olgunlasmamis Leydig hiicreleri morfolojik
olarak Leydig hiicreleri olarak taninabilir. Bol diiz endoplazmik retikulumlar1 vardir
ve steroidogenik olarak aktiftirler, fakat esas olarak testosteron yerine indirgenmis
androjenler {iretirler. Olgunlasmamis Leydig hiicreleri sadece bir kez bdoliiniir ve
yetiskin Leydig hiicre popiilasyonu ortaya ¢ikar, ii¢iincli ve son asamada, yetiskin
Leydig hiicreleri tamamen farklilasmis olup, oncelikle testosteron {iretir ve nadiren
boliiniir. On veriler, insiilin benzeri biiyiime faktorii-1’in (Insl-3), olgunlasmamis
Leydig hiicrelerinin, yetiskin Leydig hiicrelerine doniisiimiinde etkili oldugunu

gostermistir (12).

Progenitér hiicrelere, Oncii hiicre farklilasmasinin baslangici LH’den
bagimsizdir; bununla birlikte, LH, hiicre ¢ogalmasini, hipertrofisini indiiklemek ve
steroidogenik fonksiyon i¢in gerekli olan tam organel komplemani olusturmak igin
Leydig hiicre soyunun sonraki asamalar1 i¢in gereklidir. Testosteron ve Ostrojen,
oncii hiicre farklilagmasinin baslangicina engel olur ve olgun Leydig hiicreleri
tarafindan iiretilen bu hormonlar, sabit sayida Leydig hiicresini muhafaza etmek igin
yetiskin testiste Leydig hiicrelerine dnciil hiicrelerin daha fazla farklilasmasini inhibe
etmek icin 6nemli oldugu bilinmektedir. Progenitor hiicreler olustugunda, progenitor
hiicrelerin olgun yetiskin Leydig hiicrelerine farklilagsmasi i¢in androjenler gereklidir.
Onceki calismalar, Leydig hiicrelerinin farklilagmasi i¢in FSH’1in gerekli oldugunu
ileri siirse de, daha yeni ¢alismalar bu siiregte FSH’1n gerekli olmadigini géstermistir.
Anti-Miillerian hormonu, Leydig hiicre farklilagmasinda negatif bir diizenleyici
olarak Onerilmigtir ve bu kavramin gecerliligini dogrulamak i¢in daha fazla
arastirilmas1 gerekmektedir. Trombosit kaynakli biiyime faktorii yetiskin Leydig
hiicrelerinin farklilagsmasi i¢in onemli bir faktordiir; bununla birlikte, katiliminin
ayrintilart hala bilinmemektedir. Testikiiler makrofajlar tarafindan salgilanan bazi

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

Steroidogenez steroid horman sentezi demektir. Steroid hormonlarin, farkli
fizyolojik etkilere sahip olan, yasam i¢in olduk¢a onemli etkilere sahip olup basta
adrenal bezi ve gonadlar olmak lizere plasenta ve merkezi sinir sisteminde de
sentezlendigi belirtilmistir. Tiim steroid hormonlarinin ortak bir 6zelligi, sentez
kaynaklarmin onciisii kolesterolii kullanmalaridir (92). Testosteron iiretimi de diger
steroid hormanlar gibi kolesteroliin ‘de novo’ (hi¢ yoktan) olusumu ile gerceklesir.
Spermatogonyal, peritiibliler miyoid ve Sertoli hiicrelerinin de Leydig hiicresi

steroidogenezi lizerinde etki gosterdigi belirtilmistir (93).

2.9. Steroidogenik Diizenleyici Protein (StAR)

StAR, 30 kDa’luk steroidogenik diizenleyici (akut, baslatic1) proteindir.
Steroidogenezde, kolesteroliin i¢ mitokondriyal membrana taginimi siirecinde etkili
olan StAR' in hormon stimiilasyonuna yanit olarak sitozolde sentezlendigi ve i¢
mitokondriyal membranda bulunan sitokrom P450 enzimi (P450scc) ile
kolesterolden pregnenolonu katalize ettigi belirtilmistir (94). StAR’in, ayn1 zamanda
FLH’lerin fonksiyonel gelisiminin bir diizenleyicisi olmasiyla beraber FLH’lerinin

erken bir belirteci oldugu belirtilmistir (79).

Testosteron tiretimi de diger steroid hormanlar gibi kollesteroliin ‘de novo’
(hi¢ yoktan) olusumu ile gerceklesir. Testis igerisinde interstisiyel alanda Leydig
hiicreleri tarafindan salgilanan testosteron, seminifer tiibiil igerinde Sertoli hiicreleri
tarafindan salgilanan Androjen Baglayici Protein (ABP) tarafindan tutularak, tiibiil
icerisindeki spermatogenez igin gereklidir. Bu tez de Leydig hiicrelerinde,
ekspresiyon seviyesini oldukca yiiksek gordiigiimiiz SVIP proteinin StAR protein ile

korelasyonuna bakarak steroidogenez ile iliskili oldugunu belirlemeyi amagladik.

23



3\
~ i
/// f/// \’
S TP cAMP
/ d
//
/ Kolesterol
o OStAR
«PBR>
\ Kalesterol
\ OgoxDi
N ¥

Pregnenolonc
Diiz Endoplazmik

Mitokondri Retikelem e

Sekil 2.14. Steroidogenezin sematik gosterimi. Leydig hiicre icerisinde LH araciligiyla ‘de
nova’ hi¢ yoktan kandaki kolesteroliin dnce mitokondri igerisine StAR protein araciligryla alinmasi.
Mitokondride bulunan sitokrom enzimleri ile (P450cc) islenen kolesteroliin Preglenona doniigsmesi ve
sonrasinda diiz endoplazmik retikulumda HSD (hidroksi dehidrogenaz)’lar ile testosteron olusumu
gosterilmistir (95).

2.10. Kiiciik VCP ile Etkilesen Protein (SVIP)

Kiigiik VCP ile etkilesen protein, SVIP (Small VCP-interacting protein) 76
aminoasitten olugsmus 9-Kda’luk, p97/VCP’ye direk baglanabilen bir adaptor
Endoplazmik Retikulum (ER) proteinidir (1). SVIP’i ilk olarak, VCP/p97 igin yeni
bir adaptor protein olarak (o zamanlar SVIP fonksiyonu heniiz bilinmemekle
birlikte) hiicrelerde asir1 ekspresyonu, yogun vakuollenme ve ER ve mikrotiibiillerin
deformasyonuna neden oldugunu gozlemleyerek SVIP’i M. Tagaya (Tokyo,
Japonya) tanimladi (87).

Okaryotik hiicrelerde yeni olusan proteinlerin %30’unu Endoplazmik
retikulum (ER) igerir. ER igindeki kalite kontrol mekanizmasi, diizgiin ve yanlis
katlanmig proteinler arasinda ayrim yapar ve yanlis katlanan proteinlerin ER ile
iliskili yikilma (ERAD) yoluyla bozundugu ve dahast ERAD’m, ER'in normal
proteinlerinin seviyelerini de diizenleyerek fizyolojik siiregler i¢in de dnemli oldugu

belirtilmistir (2). SVIP, ER membraninin sitozoliik yiizeyinde lokalizedir.
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Ubikitinden bagimsiz olarak yanlis katlanan proteinleri, proteozamal degrade
eden ERAD yolagini, bu yolakta merkezi rol oynayan p97/VCP ile etkilesime
girerek inhibe etmektedir (3, 4). Ozellikle ERAD yolag: i¢in SVIP proteini negatif

diizenleyici olarak tanimlanmistir (86).
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Sekil 2.12. ERAD yolaginda SVIP. SVIP, membrana baglanir ve ERAD
inhibisyonuna yol acar (88).

Dahasi SVIP, gp78 ile rekabet eden iyi korunmus bir VIM (p97/VCP-
interacting motif) iceren gp78'den (ERAD ubikitin ligaz olan), p97/VCP ve Derlinl'i
(gp78 icin bir substrat protein) ayirarak ERAD yolagin1 negatif olarak etkiledigi
belirtilmistir. SVIP bir transmembran alanmna sahip degildir ve ER membranina

lokalizedir.

ERAD'daki roline ek olarak, SVIP’in ayni zamanda otofaji yolaginin

diizenleyici proteini olan LC3’nin lipidasyonunu artirdigi da belirlenmistir (88, 89).

Ayn1  zamanda SVIP, VLDL (¢ok disik yogunluklu lipoprotein)
partikiillerinin endoplazmik retikulumdan, Golgi'ye taginmasi sirasinda VTV lerin
(VLDL transport vezikiilii) SVIP igerdigini, SVIP'in apolipoprotein B100 (apoB100)
ile birlikte lokalize oldugunu gosterilmistir. Hepatositlerde SVIP proteinini SiRNA
tarafindan SVIP’in susturuldugu veya spesifik antikorlarla SVIP proteinin bloke
edildiginde, VTV olusumunda Onemli bir azalmaya neden oldugu, VLDL
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sekresyonunu azalttigini ve SVIP'nin hiicre i¢i VLDL sekresyonunda fizyolojik bir

rol oynadig1 belirtilmistir (90).

SVIP'in VCP ile birlikte sinir sisteminde ve noronal hiicre govdelerinde
birlikte lokalize oldugu da gosterilmis ve SVIP’in VCP'nin olmadigi kompakt
miyelinde, miyelin temel proteini (MBP) ile lokalize oldugunu da g6zlemlenmistir
(92).

Son c¢alismalarda ERAD bilesenlerinin ekspresyonlarmin androjenler
tarafindan diizenlendigi belirtilmistir. Androjenler testis i¢in hem bir kaynak, hem de
onemli bir hedef olmakla beraber androjenlerin, spermatogenezin kontroliinde
hayati bir rol oynadigi belirtilmistir (9). SVIP androjene duyarli gen olarak
bulunmus, promoter veya diizenleyici bolgesinde, potansiyel androjen tepki
elementlerinin (ARE' ler) var oldugu kantitatif gergek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (gRT-PCR) kullanilarak dogrulanmistir (5). Ve sonrasinda, prostat
kanser hiicrelerinde SVIP’in ekspresyonunun androjenlerce baskilandigi gosterilerek
bu proteinin prostat kanserindeki 6nemi vurgulanmistir (2). En son olarak ise, prostat
kanserindekine benzer bir mekanizma ile glioma (beyin tiimorii) hastalarinda, kanser
dist hastalarin serum testosteron seviyelerinde anlamli artis gozlemlenmis ve
androjenlerce SVIP protein ekspresyonunun baskilandigi ve glioma tedavisinde bu

proteinin kullanilmasi gerektigi onerilmistir (6).
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Sekil 2.13. SVIP proteininin bir¢ok fare dokusundaki Western Blot analizi.
(7).
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Fare testisinde ise 15G11 genlerinden olusan bir ata genin, SVIP proteinin
genleri ile gen duplikasyonu yoluyla bir ata genden olarak evrimlestigi ortaya

cikarilmistir (8).

Androjen reseptorii (AR) olarak belirtilen SVIP‘in erkek iireme ve gelisimi
ile de yakindan iliskili olabilecegi bu tez ¢alismasinda hipotez edilmistir. Androjen
reseptor geni (ARG) tarafindan eksprese edilen androjen reseptorleri (AR) aracilig
ile androjenler etkilerini gosterirler (9). S6z konusu androjenler, gonadal steroid
hormonu olan Ozellikle testesteron ve dihidrotestesteron olarak testiste Leydig
hiicreleri tarafindan, aym1 zamanda adrenal steroidlerin periferik donilisimi ile
olusturulur. Bagta erkek lireme sistemi fonksiyonel gelisimi olmak {izere ve diger
sistemler i¢in (6rnegin: prostat, folikiilogenez ve meme bezi gelisimi) tretilir, disi de
ise eser miktarda {iretilirler. Testesteron, tireme fonksiyonuna aracilik ettigi gibi
davranis ve noroendokrin fizyolojik cevaplar iizerinde de rol oynar. Dahasi
testesteron, Ostrojen gibi beynin cinsel farklilasmasinda kritik bir rol oynar (10).
Ciinkii AR, sadece erkek tireme sisteminin gelistirilmesi ve stirdiiriilmesinde degil,
memeli dokularinda birgok yerde bulunur ve bu nedenle androjenler, noral dokularin
gelisiminden, bagisiklik fonksiyonunun  diizenlenmesine kadar cesitli rollere

sahiptir (11).

Fetal Leydig hiicre gelisimi igin gerekli olmasa da, eriskin Leydig hiicre
gelisimi i¢in androjen ve LH gerekli oldugu bildirilmistir (12, 13).

Fakat bugiine kadar androjene cevap veren protein olarak tanimlanmis
SVIP’in androjen reseptorlerinin fazlaca ekspre edildigi bir erkek tireme organi olan
fare testis dokusunda, SVIP proteinin hiicresel lokalizasyonu ve olasi fonksiyonu

arastirilmamustr.

Bizde bu bilgiler 1s18inda bu tez calismasinda, androjen reseptorii olarak
belirtilen SVIP proteinin oncelikle fare testis dokusunda gelisimsel olarak
incelenmesi, testis dokusu gelisimsel siirecindeki roliinii saptamak amaglanmistir. Bir
sonraki hedef olarak testesteronun esas olarak {iretildigi Leydig hiicrelerinde

steroidogenezde anahtar bir protein olan StAR ile iligkisini arastirmak amaglanmustir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Tezimin bu boliimiinde yaptigimiz ¢alismalar kapsaminda, deneyler boyunca

kullanilan sarf malzemeler, deney aletleri ve ait olduklar1 kaynaklar ayr1 basliklar

halinde asagidaki sekilde verilmistir.

3.1. Kimyasallar ve Ait Olduklar1 Kaynaklar

Ksilol

Etanol

Igepal CA-630 (NP-40)
-Merkaptoethanol
Methanol

Siittozu
Formaldehit
Ponseu S
Potasyum Klorit
Sodyum klorid
Sodyum dodesil siilfat
Sodyum hidroksit
Tris

Triton X-100
Tween-20
Bromfenol blue
Hidrojen peroksit
Super block
Entellan

Parafin

Parafilm

Tris

Glisin

EDTA
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Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Bio-Rad, Miinchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Abcam

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt



Bovine serum albumin
Rabbit serum
Paraformaldehit

ABC immuno kit

Su bazli kapatma medyumu
Floresan kapatma medyumu
Sitrik asit

Proteinaz inhibitor kokteyl

Vector Laboratories
Vector Laboratories
Sigma-Aldrich, Steinheim
Abcam

Thermo Fischer

Abcam

Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

3.2. Antikorlar, Ait olduklar1 Kaynaklar ve Kullanim Oranlari

Primer antikorlar  Firmasi Diliisyon orani
(Western)
StAR (ab58013) Abcam 1:300
SVIP (HPA039807) Sigma 1:500
SVIP (ab122590)  Abcam 1:500
Beta aktin (ab8229) Abcam 1:1500

Sekonder antikorlar

Goat anti rabbit HRP Abcam
Anti rabbit 1IgG FITC Abcam, UK
Anti mouse 1gG Texas Red Abcam, UK
Goat anti mouse HRP Abcam

3.3. Deney Aletleri ve Markalari

Mikrodalga firin
Mini santrifiij
Orbital karistirict
Vorteks
Mikrotom
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Diliisyon oram

(Immunositokimya)

1:40

1:50

1:50
1:1500
1:300
1:300
1:1500

Arcelik, Tiirkiye
Biosan, Tiirkiye
Sigma, Almanya
Thermo Scientific

Leica, Almanya



Etiv

Sogutmali santrifiij

Ceker ocak

Klass Il biyogiivenlik kabini
CO2 li inkiibator

Su banyosu

Invert mikroskop ve kamera sistemi
Buzdolabi

-80°C derin dondurucu
Binokiiler ¢ift bagli mikroskop
Ph metre

Hassas terazi

Manyetik karistirict

Western blot seti

Sonikator

Semidry blotlama cihazi

UVP goriintiileme cihazi
Distile su aritma cihazi
Mikropipet seti

Nemli ortam kaplari

Zeiss Axio Imager M2 floresan mikroskobu

3.4. Kromojenler

DAB (Diaminobenzidine)
AEC

3.5. Hiicreler

Leydig TM3
Leydig Tiimér MA-10

3.6. Hiicre Kiiltiirii Malzemeleri

DMEM/F-12, HEPES
PBS
Streptomycin/Penicillin
Tripsin

Niive, EN500
Hettich, Almanya
Hedlab, Tiirkiye
Scanlaf Mars Labogene
Panosonic

JSR

Olympus

Arcelik

Thermo Scientific
Nikon

Hanna

Ragwag

Thermo Scientific
Invitrogen
Bandelin, Almanya
Scie-Plas

Kutay Lab Cihazlar
Alga

Brand

Hayat Medikal
Zeiss

Sigma, Germany
Invitrogen

ATCC, CRL-1714
ATCC, CRL-3050

Thermo Scientific
Gibco
Gibco
Gibco



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 Invitrogen

3.7. siRNA, Aktivator ve Inhibitorler

SVIPsi (AM16708/508716) Ambion , Thermo Fischer
Kontrolsi (AM4611, kontrol1) Ambion, Thermo Fischer

3.8. Etik Kurul, Deneklerin Temini ve Deney Gruplari

3.8.1. Etik Kurul Onay1

‘Kiigiik VCP ile etkilesen protein (SVIP) nin fare testisinde ekspresyonunun
ve fonksiyonunun belirlenmesi’ isimli ¢alismanin Kobay Deney Hayvanlari, Hayvan
Deneyleri Yerel Etik Kurulu Baskanligi’nin, 277sayili protokol karariyla, etik

kurallara uygun bir ¢aligma olarak kabul edilmistir.

3.8.2. Deneklerin Temini ve Ozellikleri

Calismada kullanilan toplam 36 adet fare ortalama 1- 30 gram agirliginda
Balb-c cinsi erkek fare, Kobay Deney Hayvanlar1 Laboratuvari’ndan temin edilerek
kullanilmistir. Optimum laboratuvar kosullari altinda, musluk suyu ile beraber %21
oraninda protein iceren standart pelet yemlerle (purina) beslenmis, oda sicakliginda
(12 saat aydinlik/12 saat karanlik dongiisiinde) tutulmustur. Yedi haftalik ve
agirliklar1 60-80 gr olan yetigkin erkek fareler rastgele olarak farkli kafeslere
yerlestirildikten sonra ciftlestirme, bir kafeste 2 disiye 1 erkek olacak sekilde

gerceklestirilmistir. Ertesi glin vajinal plak olusumu gozlenen disi fareler gebeligin
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0.glinlinde kabul edilerek, dogum 6ncesi ve dogum sonrasi takip edilerek elde edilen
erkek yavru fare sayist saptanmistir. Elde edilen yavrular 1.grup erkek fareler (Fetal
18.glin, n=6), 2.grup erkek fareler (postnatal 1.giin, n=6), 3.grup erkek fareler
(postnatal 5.giin, n=6), 4.grup erkek fareler (postnatal 15.giin, n=6), 5.grup erkek
fareler (postnatal 35.gilin, n=6), 6.grup erkek fareler (postnatal 50.giin, n=6) olarak
siiflandirilarak diseksiyon tarihleri belirlenmistir. Deney siiresince hayvan deney

prosediirleri standart etik kurallara uygun olarak gergeklestirilmistir.

Secilen bu giinlerin her biri fare testisindeki gelisimsel basamaklara denk

gelmektedir.
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Sekil 3.1. Testosteron iiretimi ile korele olan ¢aligma gruplarimizin belirlenmesi.
Giinler boyunca dnemli oldugu goriilen testosteron sentezinin oldukea arttig1 prenatal 18.
giin, neonatal 1. giin itibariyle sentezin azalmasi, 5. ve 15. giinde en az seviyede olmasi ve 30. giin
sonrasi sentezin neredeyse li¢ katina ¢ikmasi. Tez i¢inde ¢aligma gruplarinin olusturulmasinda 6nemli
katkis1 olmustur (96).

3.8.3. Calisma Gruplari

Calismada hem deney hayvanlari hem de es zamanli olarak iki ayr1 hiicre

kiltlirii hiicresi ile ¢aligiimistir.
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Calisma grubu 1: deney hayvanlar1 grubunu,
Calisma grubu 2: ise hiicre kiiltiirii ¢aligmalarini ifade etmektedir.
Calisma grubu 1 i¢in; 6 ayr1 grup olusturulmustur.

Olusturulan gruplar sirasiyla asagidaki gibi adlandirilmistir.

1.Grup (6 hayvan): 18-19 giinliik fetal (dogmamais) erkek fare testisi
2.Grup (6 hayvan): Postnatal I.giin erkek fare testisi

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

4.Grup (6 hayvan): Postnatal I5. giin erkek fare testisi

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

6.Grup (6 hayvan): Erigkin 50. giin erkek fare testisi

Calisma grubu 2 igin;

TM3(Leydig hiicresi) ve MA-10(Leydig tiimor hiicresi) kullanilmistir. Hiicre
kiiltiri yontemleri ile kiiltiire edilen hiicrelerin hiicre medyumu olarak, DMEM/F-12
HEPES, Thermo Fisher Scientific (Catalog number: 31330038) kullanilmistir. TM3
hiicresi igin, hiicre kiiltiir mediyumuna ilaveten %10 FBS (Fetal Bovine Serum) ve
Streptomisin eklenerek kullanilmistir. MA-10 hiicresi icinse, hiicre kiiltiirii
mediumuna ilaveten %6 FBS (Fetal Bovine Serum), Streptomisin ve ek olarak %4

Horse Serum eklenerek kiiltiire edilmistir.

3.9. Cahsmanin Degerlendirilmesinde Kullamilan Yoéntemler

3.9.1. Dokularin Elde Edilmesi ve Hazirlanmasi

Prenatal ve postnatal gilinlerde fareler anestezi ile sakrifiye edildikten sonra
testis dokularinin (her hayvanda 2 tane) bir tanesi Immiinohistokimyasal ¢alismalar

icin Bouin fiksatifine konulmus olup, diger bir esi ise -80°C’de, Western blot
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calismalari igin saklanmustir. Calismada yapilan Immiinohistokimya ve Western blot

metodlar1 3.9.3.’de ve 3.9.4’de belirtilen ayrintili protokole gore gerceklestirilmistir.

Stereomikroskop altinda diseke edilen erkek fetiislerden veya dogan erkek
yavrulardan belirtilen giinlerde aliman doku 6rnekleri Bouin fiksatifinde 24 saat oda
1s1sinda bekletildikten sonra 2 saat su ile yikandiktan sonra artan dereceli alkol
serilerinden gegirilerek dokunun dahidratasyonu saglanip, icerisine alkol alimim
saglamak amaciyla, Oncelikle 1 saat %75’1lik alkole alinmistir. Alkol yenilenerek
tekrar 1 saat %75’lik alkole alinmistir. Daha sonra %96’lik alkolde 1 saat
bekletildikten sonra tekrar %96’lik alkol yenilenerek gece boyu bekletilmistir. Bir
sonraki giin %100’lik alkole alinarak 1 saat bekletilmis ve yine alkol yenilenerek
%100’liik alkolde 1 saat daha bekletilmistir. Dokunun sefaflanmasi amaciyla dereceli
artan alkol uygulamasi sonrasi dokular ksilene alinmistir. Doku biiyiikligi ve
hacmine bagli olarak 30 dakikay1 (5 ila 30 dakika arasinda) gegmeyecek sekilde
ksilende bekletilmistir. Ksilen sonrasi 3 saat parafinde tutulmustur. Sonrasinda metal

gomme kaplar1 ve kasetler yardimiyla doku sabitlenerek parafine gomiilmiistiir.

Parafine gomiilmiis olan dokulardan 4 mikron kalinliginda kesitler alinip,
histokimya ve immiinohistokimya Oncesi kurutulup, preparatlar 1 gece boyunca
etiivde 58°C‘de bekletilerek parafinleri uzaklagtirllmistir ve preparatlar boyanmaya

hazir hale getirilmistir.

3.9.2. Histokimyasal Degerlendirme

Prenatal ve postnatal testis dokular1 histolojik degerlendirme ig¢in
hematoksilen-eozin ile boyanmistir. Bu boyama yonteminde oncelikle kesitler 2 ser
kez 15 dakika ksilolden gegirilip, dereceli azalan alkol serilerinden gegirilerek doku
igerisine boya Oncesi su almasi saglanarak oncelikle 3 dakika %1001k alkolde
bekletilmistir. Sonrasinda 3 dakika %96’lik alkolde bekletilmis ve son olarak 3
dakika %75’lik alkolde bekletilip, akarsuda yikanmistir (3-5 kere). 3 dk
hematoksilende bekletilmistir.

Hematoksilen boyasindan sonra akarsuda yikanmistir (3-5 kere). Eozinde 1
dakika tutulmus (sitoplazmay1r pembe boyar). Preperati kapatabilmek icin dereceli

artan alkol serilerinden gegcirilip 6nce %75’lik alkole daldirip ¢ikartilmig, sonra
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%96°lik alkolde 2 dakika bekletilmis ve son olarak %100’lik alkolde 2 dakika
bekletilmistir. Kapatma oncesi ksilen de bekletilmis ve entellan kapatma soliisyonu

kullanilarak, lamel ile kapatilmistir.

3.9.3. iImmiinohistokimya Teknigi

Fetal, postnatal ve eriskin fare testis dokularinda SVIP ve Leydig hiicre
isaretleyicisi STAR proteinlerinin lokalizasyonlarinin belirlenmesi ve gelisime bagh
olarak karsilastirilmas1 amaciyla; farelerden elde edilen testis dokulari, rutin
histolojik takipler sonrasinda poli lizin kapli lamlar {izerine alinan 4 mikron
kalinligindaki parafin  kesitler, bir gece 60°C’lik etiivde  bekletilmistir.
Deparafinizasyon i¢in iki kere 10’ar dakika ksilollerden gecirildikten sonra, her
birinde beser dakika olmak kaydiyla %100, %90, %70 lik alkol serilerinden
gegirilerek rehidrate edilmistir. Daha sonra, distile suda c¢alkalanarak, fosfat
tamponunda (PBS; pH: 7,2-7,4) {i¢ kere, beser dakika yikanmistir. Antijenik
maskenin giderilmesi amaciyla kesitler (antijen geri doniisiimii /retrieval) 0.1 M sitrat
tamponu (pH:6) igerisinde mikrodalga firinda 10 dakika muamele edildikten sonra

20 dakika oda 1s1sinda sogumaya birakilmistir.

Doku igerisindeki endojen peroksidaz aktivitesini engellemek i¢in PBS ile 3
kez 5’er dakika yikama isleminden sonra, dokular %3’liikk hidrojen peroksit ile 20
dakika inkiibe edilmistir. Tekrar PBS ile 3 kez 5 er dakika yikama isleminden sonra,
oda 1sisinda 20 dakika Ultra V blok ile bloklanmistir (protein bloklama). Bloklama
asamasindan sonra, slaytlar belirli diliisyon oranlarinda 1 gece boyu primer antikor
(SVIP 1:50, STAR 1:35 diliisyon) ile muamele edilmistir. PBS ile tekrarlanan
yikama asamalarindan sonra ticari kit sekonder antikoru kullanilarak biyotinlenmis
sekonder uygulanmistir. Biyotinlenmis sekonder antikor uzaklastirilarak 30 dk
stireyle Avidin Biotin Complex (ABC) peroksidaz kiti uygulanmistir. PBS ile yikama

asamasindan sonra DAB ile reaksiyon goriiniir hale getirilmistir.
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3.9.4. Western Blot Teknigi

Western blot analizi i¢in, prenatal ve postnatal donemlere ait -80°C’de
saklanan testis dokularinin homojenizasyonu dokularin soguk havanda ezilmesi ve
sonra proteinaz inhibit6rii igeren lizis solusyonu (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM
NaCl, %1 NP-40) ile lizis edilmesi ile gerceklestirilmistir. Lizis soliisyonu i¢inde
ultrasonik homojenizator (sonikator) ile 30-60 saniye kadar lizis edilmesi saglanarak
homojenize edilen hiicreler, 21°lik insulin igneleri ile siispansiyon haline getirilip ve
sonrada 10 dakika 4°C’de 13,000 x g’de santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 elde
edilen siipernatan korunup, pellet kismi atilarak korunan siipernatant ile Western blot
caligmalar siirdiiriilmiistiir. Stipernatantlardaki protein konsantrasyonlar1 Bradford
testi ile tayin edilmistir. Western blot i¢in hazir gradient jel Novex 4-12% Bis-Tris
Gel (NuPAGE, Invitrogen) kullanilmistir. 30 pgr protein olacak sekilde, siipernatan
sample buffer (%20SDS, 625 mM Tris, %9 B merkaptoetanol, %0,3 bromphenol
blue, %50 gliserol) ile dilitye edilerek, hiicre ekstratlar1 Laemli sample buffer ile
95°C’de 5 dakika kaynatilip ardindan jele yiiklenmistir. Herbir giine ait 6rnekler jele
yiiklendikten sonra giic kaynagi 120V’a ayarlanarak proteinlerin jelde ayristirilmasi
saglanmistir. Protein transferi yari-kuru transfer sistemi olan semidry blotlama
(VWR) cihaz1 kullanilarak jeldeki proteinlerin nitroseliiloz membranlara aktarimini
saglamak amaciyla 1 saat 300 miliamper altinda gerceklestirilmistir. Blotlama stiresi
bitiminde, membrana transferi yapilan proteinlerin, Ponceu boyasi ile transfer edilme
basarilar tesbit edildikten sonra, %5’lik siit tozu ile %0,1’lik Tween 20 i¢eren PBS
coOzeltisi i¢inde (protein bloklama i¢in) 1 saat oda 1sisinda inkiibe edilmeleri
saglanmustir. Immiinolojik tespiti belirlenen diliisyon oranlarinda hazirlanmis primer
antikorlar (her primer antikor i¢in ayr1 ayri farkli diliisyon oranlar1 denenerek,
ornegin SVIP 1:500 i¢in, StAR 1:300) 1 saatlik bloklama sonunda membran primer
antikorlar (SVIP 1:500 ve STAR 1:300) ile gece boyu 4°C’de inkiibe edilmis ve
sonrasinda membran 3 kez %0.1’lik Tween 20 i¢eren PBS ¢ozeltisi ile 5 dakika siire
ile yikanip bu siire sonunda, sekonder antikor uygulamasi yapilmistir. HRP-konjuge-
sekonder antikorlar (anti-rabbit ve anti-mouse, 1:2000-1:3000 oraninda) kullanilarak
HRP Luminol/Enhancer ve Peroxide buffer (Abcam) sistemi ile UVP goriintiileme
cihaz1 altinda goriintiilenmeleri saglanmigtir. ikincil antikora bagli bulunan

horseradish peroksidaz enzimi, ECL ¢ozeltisi iginde bulunan Lumigen PS-3
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substratin1 katalizler. Bu reaksiyon sonucu agiga ¢ikan luminol 1simaya Yol

acacagindan, bu 1s1ma UVP cihazi ile gozlenmistir.

Goriintiileme sonrasi elde edilen bantlarin yogunluklar1 Image J programinda
analiz edilerek prenetal ve postnatal giinlere ait bantlar arasindaki farkliliklar

degerlendirilmistir.

3.9.5. Hiicre Kiiltiiri Yontemi

Bu tez c¢aligmasinda fare TM3 Leydig hiicre hatti (ATCC numara: CRL-
1714, hiicre hatt1)) ve MA-10 fare Leydig hiicreleri (ATCC number: CRL- 3050)
%10’luk fetal bovine serumu (FBS) i¢eren Dulbecco Modifiye Eagle Medyumu’ nda
(DMEM)/F12°de, 37°C’de Kkiiltiire edilmistir. 75 cm?’lik flask igerisinde Kkiiltiire
edilen hiicreler %80-%90 konfluensiye ulasinca, igindeki hiicre kiiltiiri medyumu
uzaklastirilarak, iki kez PBS ile yikanmistir. Daha 6nceden oda 1sisinda bekletilmis
Tripsin-EDTA soliisyonundan 2-3 ml eklenerek, 3 dk 37°C’ lik etiivde bekletilerek
hiicrelerin birbirinden ve flasktan ayrilmasi saglanmistir. Birbirinden ayrilan hiicreler
mikroskop altinda gozlendikten sonra, hiicre kiiltiirii mediumu eklenerek tripsinin
aktivitesi durdurulmustur. Elde edilen hiicre siispansiyonu 15 ml’lik falkon tiip
icerisine alinarak 10 dakika, 1400 RPM’de, 22°C’de santrifiij edilerek tripsin
ortamdan uzaklastirilmigtir. Santrifiij sonrasi hiicreleri igeren pelet kismi kalacak
sekilde, iist slipernatan kismi atilmistir. Kalan hiicre peleti igerisine 1 ml hiicre
medyumu eklenerek, pipetaj yapilarak hiicrenin siispanse olmasi saglanmistir. Bu
hiicre siispansiyonundan 1 pl alinip Thoma laminda sayilarak istenilen miktarda yeni
hiicre ekimi yapilmistir. Hiicre sayis1 ve miktar1 ekilecek well plate (6 wellik, 12 ve
ya 24 wellik) ve flaks biiylikligiine gore belirlenmistir (Flask bagina 4X 10° hiicre
olacak sekilde ekilmis olup, 6 wellik kiiltiir kabina 1X10° hiicre olacak sekilde
ekilmis ve kiiltiire edilmistir) (97, 98). Yeni flaks veya wellere ekim sonrasi arta
kalan hiicre siispansiyonu, %5’lik dimetilsiilfoksit (DMSO) igeren medyum iginde
kriyotiipler i¢inde -80 C’de dondurulmustur.

Hiicre Western Blot analizi i¢in, pasaj sonrast siispanse durumdaki hiicreden,

12’lik well plate ya da 6’lik well plate kullanilarak, hiicreler hiicre kiiltiirii mediyumu
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igerisine pipetaj yapilarak ekilmistir. %90 veya %100 konfluensiye ulasan well
plateler, soguk PBS ile yikandiktan sonra, lysis buffer 6’lik well plate i¢in 100 pl
(12°1ik well plate igin 50 pl) eklenerek skraper yardimiyla ortamdaki hiicrelerin
alinmasi saglanmistir. Aliman hiicre Ornekleri sonikatér yardimiyla pargalanip,
+4°C’de 13000 RPM’de 10 dakika santrifiij edilmistir. Ust siipernatan kismi alinip

pelet kismi atilmistir. Hiicre 6rnekleri Western Blot yontemi i¢in hazirlanmistir.

3.9.6. SiRNA Araciligiyla indiikleme

Leydig hiicrelerinde SVIP geninin ifadesi farkli konsantrasyonlarda (50, 100
ve 150 pmol) siRNA kullanilarak baskilanmasi saglanmigtir. Transfeksiyondan bir
giin 6nce, hiicreler 6 vellik ve 24 vellik flasklara her velde 2x10° hiicre olacak sekilde
ekilmistir. Daha 6nceki ¢alismalarimizda kullandigimiz protokole uygun bir sekilde,
SVIP i¢in belirlenen siRNA (50, 100 pmol ve 150 pmol, Ambion) Lipofectamine
(Invitrogen) transfeksiyon ajani ile hiicrelere verilmistir. Transfeksiyon giinii,
hiicrelerin mikroskop altinda 70-80% konfluensiye ulasip ulasmadiklar1 kontrol
edildikten sonra siRNAler dncelikle serum icermeyen DMEM medyumu ile diliiye
edilmis ve 5 dakika medyum iginde inkiibe edilmistir. Aym sekilde, transfeksiyon
ajan1 (Lipofektamin) serumsuz DMEM medyumu i¢inde diliiye edilerek 5 dakika
kabin altinda bekletilmistir. Zaman sonunda, diliiye transfeksiyon ajani ile diliiye
siRNAlar birlestirilerek 5 dakika daha birlikte inkiibasyonlar1 saglanmistir.
Sonrasinda wellerde hazir hiicrelerin iizerine bu karisgim yayilarak eklenmis ve
flakslar CO2’ li etiive yerlestirilmistir. Transfeksiyon 30 saat sonra sonlandirilmistir.
Fakat transfeksiyondan 6 saat sonra, hiicre lizerindeki medyum yenisi ile degistirilip
24 saat sonra hiicreler, soguk PBS ile yikandiktan sonra flasklardan kazinarak -80°C’

de Western blot i¢in saklanmistir.

Flasklar tizerindeki hiicreler iizerinde immiinositokimya ve immiinofloresan
yapilacak caligmalar i¢in PBS ile yikama asamasindan sonra coverslipler lizerinde
bulunan hiicreler kazinmadan birakilarak, immiisitokimyanin ilk basamagi olan
fiksasyon asamasina gegilmistir. iImmiinositokimya ve immiinofloresan ¢alismalart

icin olan deneyler asagida daha detayli bir sekilde anlatilmaktadir.
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3.9.7. Immiinositokimya ve Immiinofloresan Calismalar

Immiinositokimyasal ~calismalar igin, hiicreler 12 kuyucuklu kiiltiir
kaplarinda ve coverslipler (15x15mm, yuvarlak, Nest) {lizerine kiiltiir edilmistir.
Hiucreler, PBS ile 3 kez yikandiktan sonra, 15 dakika %4 formalin ile tespit
edilmistir. Fiksasyon sonrasi 3 kez 5 dk siireyle PBS ile yikandiktan sonra,
istenmeyen antijenlerin bloklanmas1 amaciyla 1 saat oda 1sisinda bloklama solusyonu
(%3 Bovine serum albumin, %10 rabbit serum) ile muamele edilmistir. Bloklama
sonrasi hiicreler yikanmadan, primer antikorlar belirlenen dilusyonlarda hazirlanip,
hiicreler iizerine damlatilip, gece boyu 4°C’ de inkiibe edilmistir. Ertesi giin,
inkiibasyon sonras1 3 kez 5 dk siireyle PBS ile yikanip, 1 saat oda 1sisinda uygun
sekonder antikorlarla muamele edilip, tekrar 3 kez 5 dk siireyle PBS ile yikanmustir.
Isik mikroskobik gdzlemler i¢in son agamada hiicreler DAB kromojeni ile inkiibe
edilip 1s1k mikroskobu (Olympus BX43) altinda gorintilenmistir. Floresan
mikroskobik incelemeler i¢in ise, gece boyu primer antikorla muameleden sonra
ertesi giin hiicreler FITC veya Texas Red ile isaretlenmis uygun sekonder antikorlar
ile 1 saat oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasi floresan kapatma
medyumu (fluoroshield mounting medium with DAPI, Abcam) ile kapatilarak
Olympus BX53 floresan mikroskobu ve floresan mikroskobu kamerasi ile (Zeiss

Axio Imager M2) incelenip ve fotograflandirilmustir.

3.9.8. Ko-lokalizasyon Calismalari

Hiicre kiiltlirii slaytlarina ekilen hiicreler bdlim 3.3.7°de anlatilan
immiinofloresan ¢alismalarindaki basamaklara uygun sekilde fiske edilip, bloklama
basamagindan sonra rabbit SVIP ile birlikte lokalize olacagi diisiiniilen ikinci bir
proteine (mouse STAR) ait antikor birlikte bir ependorf i¢inde uygun diliisyonlarda
hazirlanip gece boyu 4°C’ de inkiibe edilmistir. Ertesi giin 3 kez 5’ er dakika PBS ile
yikandiktan sonra sirasiyla birinci sekonder (texas red isaretli anti mouse sekonderi)
ile 1 saat oda 1s1sinda ve ardindan ikinci sekonder antikor (FITC isaretli anti rabbit
sekonderi ) ile 1 saat oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Inkiibasyon aralarinda ve
inkiibasyon sonrast 3 kez PBS ile yikandiktan sonra floresan kapatma solusyonu
(Abcam) ile kapatilip, Zeiss Axio Imager M2 floresan mikroskobu veya Olympus

BX53 floresan mikroskobu altinda goriintiileme yapilmistir. Primer antikor sonrasi
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basamaklar karanlik ortamda gergeklestirilmis ve slaytlar 4°C’de karanlik kutu i¢inde

saklanmistir.

3.10. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizler

3.10.1. Semiquantitative HSCORE Analizi

Farkli giinlerdeki hayvanlara ait testis dokusundaki SVIP’e ait
immiinohistokimyasal degerlendirme HSCORE analizi ile gerceklestirilmistir. Her
hayvandan 3 farkli kesit lizerinde degerlendirme yapilmistir. Her bir kesit i¢in 151k
mikroskobu altinda 40X biiyiitmede birbirinden habersiz iki arastirmaci tarafindan
rastgele bes alan segilmis ve bu alanlar iginde hiicrelerin boyanma yogunluguna gére
[0 (boyanma yok), +1 (zayif, fakat tespit edilebilir boyanma), +2 ( orta siddetli
boyanma) ve +3 (yogun boyanma)] hiicre sayimi yapilmistir. Hesaplama igin
HSCORE formulii kullanilmistir [} Pi(i+ 1): i boyanma yogunlugu skorunu, Pi
boyanan hiicrelerin yiizdesini gosterir]. Iki gdzlemcinin hesapladigi skorlarin

ortalamasi alind1 ve HSCORE degerleri grafikle gosterilmistir.

Istatiksel degerlendirmeler Sigma Plot versiyon 10 (Jandel Scientific Corp.

San Rafael, CA) kullanilarak ve anlamlilik p< 0.05 olarak degerlendirilmistir.

Hiicre kiltiiriindeki TM3 ve MA-10 Leydig hiicrelerine ait floresan
boyanmalardaki yogunluk farklari Image J Analiz programi ile yapilmistir. Western
blot ¢aligmalar1 sonras1 band yogunluklar1 ve gruplar arasi karsilagtirmalar Image J
analiz programinda okutulmustur. Okutulan degerler arasindaki farkliliklar Sigma
Plot versiyon 10 (Jandel Scientific Corp. San Rafael, CA) kullanilarak belirlenmistir

ve anlamlilik p< 0.05 olarak degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Fetal, Neonatal, Postnatal ve Ergin Fare Testis Dokularinin
Histolojik Incelemesi

Fetal 18. giin, neonatal 1.giin ve postnatal 5., 15., 35. giin ve eriskin 50.
giinde fare testislerinin histolojik incelenmesi hematoksilen eozin ile boyanmalari

sonucunda degerlendirilmistir.

Fetal 18. giinde belirgin seminifer kordonlari igeren testis dokusu ve testis
etrafinda Duktus epididimis, Vasdeferens izlenmektedir (Sekil 4.1.A). Testis
seminifer kordonlarinin iginde diizensiz yerlesimli gonositler gozlenmektedir.
Gonositlerin ¢ogu tiibiil limeninde dagmik halde yerlesim gosterdigi belirlenmistir.
Gonositleri ¢evreleyen Sertoli hiicrelerinin oval sekilli niikleuslar1 bulunmaktadir.
Sertoli hiicrelerinin bazal membrana oturduklart gozlenmektedir. Seminifer
kordonlarin aralarindaki intertisyel alanlar belirgindir. Bu alanlarda kan damarlar1 ve

asidofilik sitoplazmali, yuvarlak niikleuslu hiicreler yer almaktadir (Sekil 4.1.B).

Fetal testis

Sekil 4.1. Fare 18 giinliik fetal testisinin histolojik 6zelliklerinin hiicresel diizeyde Hematoksilen
Eozin boyamasi ile gosterilmesi (A-B).A’da bar: 200 um, B’de bar: 20 um Tunika albuginea (TA) ile
¢evrelenmis testis igerisinde seminifer kordonlar (SK) ve testis ¢cevresinde vas deferens (VD),
epididimis (E) gozlenmektedir (A). Seminifer kordonlarin i¢inde bazale yerlesmis oval niikleuslu
Sertoli hiicreleri (St) ve daginik yerlesimli yuvarlak niikleuslu Gonositler (GN) izlenmektedir.
Seminifer kordonlar arasinda kan damarlari (yildiz, KD) ve yuvarlak ¢ekirdekli eozinofilik hiicreler
belirgindir.
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Neonatal 1. giin fare testisinde, testis icerisinde seminifer kordonlarin sayica
artigr  belirlenmistir (Sekil 4.2.A). Testis seminifer kordonlari incelendiginde,
gonositlerin tliblil liimeninden bazale dogru ¢ekilmeye basladigi ve Sertoli
hiicrelerinin yanlaria yerlestikleri gézlenmektedir. Halen tiibiil liimeninde Gonosit

izlenmektedir. Seminifer kordonlar arasindaki intertisyel alanlar belirgindir.

1 g__un_liik testis‘

Sekil 4.2. Fare neonatal 1 giinliik testisinin histolojik 6zelliklerinin hiicresel diizeyde
Hematoksilen Eozin boyamasi ile gosterilmesi (A,B).A’de bar: 200 um, B’de bar: 20 um. Tunika
albuginea (TA) ile gevrelenmis testis i¢erisinde artmis sayida seminifer kordonlar (SK) ile testis
gevresi vas deferens (VD), epididimis (E) goézlenmektedir (A). Seminifer kordonlarin iginde bazale
yerlesmis oval niikleuslu Sertoli hiicreleri (St) ve tiibiil liimeninden bazale dogru ¢ekilmis yuvarlak
niikleuslu Gonositler (GN) izlenmektedir. Seminifer kordonlar arasinda interstisiyel alan (yildiz, 1A)
ve yuvarlak ¢ekirdekli eozinofilik hiicreler gézlenmektedir.

Postnatal 15. giinde, spermatogonyumlara farklanmak tizere bazi gonositlerin
bazale gocleri devam etmektedir. Fakat hala tiibiil liimeninde gonosit izlenmektedir.
Bazaldeki gonositlerin yanlarinda oval niikleuslu Sertoli hiicreleri gbzlenmektedir
(Sekil 4.3.A-B). Postnatal 15. giinde fare testsinde ilk spermatogenik dalganin
basladig1 bilinmektedir. Seminifer tiibiillerde olgunlagsmasina devam eden Sertoli
hiicrelerinin yaninda spermatogonyumlar izlenmektedir. Spermatogonyumlarin
istlindeki sirada liimene yakin mayoz bolinme asamasinda spermatositler de
izlenmektedir (Sekil 4.3C-D). Bu postnatal giinden sonraki giinlerde puberte
baslamaktadir. Dolayisiyla seminifer tiibiil limenine dogru yuvarlak spermatidler ve
uzamig spermatidler postanatal 35. giinde belirgin bir sekilde géze carpmaktadir.
Bu postnatal giinde bazalde tip A ve B spermatogonyumlar ve Sertoli hiicreleri de

izlenmektedir. Sekil 4.3.E-F).
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Posnatal 50. giinde, eriskin testisinde spermatogenik seriye ait tiim hiicreler
(spermatogonya, spermatosit, yuvarlak ve uzamis spermatid) tiibiil duvarinda
izlenirken Sertoli hiicreleri bu seriye destek hiicreler olarak spermatogenik hiicreler
arasinda goriilmiistiir. Genis intertisyel alanlarda kan damarlar1 ve Leydig hiicre

gruplarina rastlanilmistir (Sekil 4.4).

5 giinliik testis

15 giinliik testis
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35 giinliik testis

Sekil 4.3. Fare postnatal 5, 15 ve 35 giinliik testisinin histolojik 6zelliklerinin
hiicresel diizeyde Hematoksilen Eozin boyamast ile gosterilmesi (A, B, C, D, E, F) A-C-
E’de bar 200 um, B-D-F’ de bar 20 um. A-B) 5 giinliik testis, C-D) 15 giinliik testis, 5
giinliik testis morfolojisinden farkli olarak seminifer tiibiil igerisinde gonosit hiicrelerinin
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birinci mayoz boliinmelerini tamamlayarak, primer spermatosit (PS) halini aldiklar1 gézlenmistir. Ek
olarak, interstisiyel alanda Leydig hiicrelerin biiytidiigii ve hacimlerini artirdiklar1 goriilmiistiir. E-F)
35 glinliik testis, 15 giinliik testis morfolojisine ek olarak gec spermatid (GS) ve spermatosit
gozlenmistir.

S0 giinliik testis

Sekil 4.4. Fare postnatal 50 giinliik testisinin histolojik 6zelliklerinin hiicresel diizeyde
Hematoksilen Eozin boyamasi ile gosterilmesi (A, B). A’de bar: 200 pm, B’de bar: 20 pm.A) 50
guinliik testis B) 50 giinliik testis 100X biyiitmede 35. giinde puberteye girdigi gozlenen testis
morfolojisi ve seminifer tiibiil icerisindeki hiicre serisi ayn1 sekilde gdzlenmektedir.

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

STAR Ekspresyonlarinin Immiinohistokimyasal Degerlendirilmesi

Fetal, neonatal, postnatal ve ergin fare testislerinin genel histolojik
ozelliklerini inceledikten sonra, tezin esas amaci olan Kiigiik-VCP ile etkilesen
proteinin ayni1 gelismekte olan gilinlerdeki fare testislerinde ekspresyonlarini
belirlemek oldu. Bunun yaninda yapilan pilot c¢alismalarda SVIP’in testisin
intertisyel alaninda ekspresyonlarinin diger testis bolgelerine gore daha yogun ve
baskin oldugu belirlendigi i¢in, Leydig hiicre isaretleyicisi olarak bilinen
steroidogenik akut regulator protein (STAR)’in immunohistokimyasal ekspresyonu
aynt seri kesitlerde degerlendirildi. Bu amagla, belirlenen giinlerde fare testis
dokular1 iizerinde her iki protein i¢in de immunohistokimyasal incelemeler yapildi.

Bu incelemeler sonucu elde edilen immiinohistokimyasal bulgular asagidaki gibidir.
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4.2.1. Fetal 18. giinde Fare Testis Dokusunda SVIP ve STAR

Ekspresyonlari

Fetal 18. giinde testis kordonlar1 igerisinde gonosit membranlarinda ve bazi
Sertoli hiicrelerinde ¢ok zayif boyanma izlenirken, testis kordonlari arasindaki
intertisyel alanlardaki hiicrelerde hem sitoplazmik hem de niiklear siddetli
boyanmalar gézlenmistir (Sekil 4.5). Ayrica STAR proteini intertisyel alanlarda hem
sitoplazmik hem de niiklear ekspresyon gostermistir.

Fetal 18.giin testis
LSOO Ml
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Sekil 4.5. 18 giinliik fetal fare testis dokusunda SVIP ve StAR proteinlerinin
ekspresyonlart. (A-B-C). A: Negatif kontrol. B: Interstisiyel alanda goriilen Leydig
hiicrelerinin SVIP protein ekspresyonlari (oklar). SVIP ekspresyonu hem sitoplazmik hem de
niiklear alanlarda gozlenmektedir. Az da olsa siiriintii seklinde Seminifer kordonlar i¢inde
gonosit membranlarinda zayif boyanmalar izlenmistir. C: Interstisiyel alanda Leydig
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hiicrelerinde StAR protein ekspresyonlar1 (ok) hem sitoplazmik hem de niikleer boyanma olarak
gozlemlenmis. Bar: A:20 pm, B:20 pm, C:20 pm.

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

Ekspresyonlari

Dogum sonrasi 1. giinde fare testislerinde SVIP ekspresyonu ¢ogunlukla ve
siddetli olarak intertisyal alanlardaki Leydig hiicrelerinde gozlenmistir (Sekil 4.6).
Bazi tiibiillerde, tiibiil i¢i alanlarda bazi gonositlerde de zayif membranal SVIP
ekspresyonlarina rastlanilmistir. STAR ise hem sitoplazmik hem de niiklear olarak

Leydig hiicrelerinde baskin ekspresyon gostermektedir.

Sekil 4.6. Neonatal 1 giinliik fare testis dokusunda SVIP ve StAR proteinlerinin
ekspresyonlar1 (A-B-C). A: Negatif kontrol. B: interstisiyel alanda gériilen Leydig hiicrelerinin SVIP
protein ekspresyonlari ok ile gosterilmistir. SVIP ekspresyonu ¢ogunlukla sitoplazmik gozlenmis ve

cekirdek boyanmalari ile beraber ok ile gdsterilmistir C: Interstisiyel alanda Leydig hiicrelerinde StAR

46



protein ekspresyonlari ok ile hem sitoplazmik hem de niikleer boyanma olarak izlenmektedir. A:20
pm, B:20 pm, C:20 um

4.2.3. Postnatal S. giinde Fare Testis Dokusunda SVIP ve STAR

Ekspresyonlari

Dogum sonrasi 5. giinde, fare testislerinde SVIP ekspresyonu ¢ogunlukla ve
siddetli olarak intertisyal alanlardaki Leydig hiicrelerinde gozlenmistir (Sekil 4.7).
Bazi tiibiillerde, tiibiil i¢i alanlarda zayif SVIP ekspresyonlarina rastlanilmistir.
STAR ise hem sitoplazmik hem de niiklear olarak Leydig hiicrelerinde baskin

ekspresyon gostermektedir.

5 giinliik testis

Kontrol

Sekil 4.7. Postnatal 5 giinliik fare testis dokusunda SVIP ve StAR proteinlerinin
ekspresyonlar1 (A-B-C). A: Negatif kontrol B: interstisiyel alanda goriilen Leydig
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hiicrelerinin SVIP protein ekspresyonlari ok ile gosterilmistir. SVIP ekspresyonu ¢ogunlukla
sitoplazmik gozlenmis ve cekirdek boyanmalari ile beraber ok ile gdsterilmistir. C: Interstisiyel alanda
Leydig hiicrelerinde StAR protein ekspresyonlar1 ok ile hem sitoplazmik hem de niikleer boyanma
olarak gozlemlenmis (OK). A:20 pm, B:20 pm, C:20 pm

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

Ekspresyonlari

Dogum sonrasi 9-10. giinden sonra seminifer kordonlar artik seminifer
tiibiiller diye adlandirilmaktadir. Ciinkii artik bu giinlerden sonra spermatagonyumlar
liimende bazale go¢ etmis ve seminifer tiibiillerde bir liimen ortaya ¢ikmistir. Tip A
spermatogonyumlarda mitoz boliinmelerle Tip A ve B spermatogonyumlar

olusmustur. Sertoli hiicreleri mitotik boliinmelerini tamamlamislardir.

ziinliik testis

A

Sekil 4.8. Postnatal 15 giinliik fare testis dokusunda SVIP ve StAR proteinlerinin
ekspresyonlar1 (A-B-C). A: Negatif kontrol. B: Interstisiyel alanda goriilen Leydig hiicrelerinin SVIP
protein ekspresyonlari ok ile gosterilmistir. SVIP ekspresyonu ¢ogunlukla sitoplazmik gézlenmis ve
cekirdek boyanmalari ile beraber ok ile gosterilmistir. Tiibiil ¢evresini doseyen miyoid hiicrelerde de
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SVIP ekspresyonu izlenmektedir. C: Interstisiyel alanda Leydig hiicrelerinde StAR protein
ekspresyonlari (ok). A:20 pm, B:20 pm, C:20 um

Dogum sonras1 15. giinde ise, arttk spermatogonyumlar yaninda
spermatositler de tiibiil duvarinda gozlenmistir ve ilk mayotik bdlinme bu giinde
baglamistir. SVIP immuno ekspresyonu tiibiil duvarinda saptanmazken, tiibiilii
doseyen miyositlerde ve intertisyel alanlarda belirgindir (Sekil 4.8.B). Intertisyel
alanlarda gozlenen SVIP ekspresyonuna paralel yapilan Leydig hiicre marker1 STAR

immuno ekspresyonlarinda belirgin bir sekilde bu giin de saptanmistir (Sekil 4.8.C).

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

Ekspresyonlari

Dogum sonrast 35. giinde, fare testislerinde SVIP ekspresyonu ¢ogunlukla ve
siddetli olarak intertisyal alanlardaki Leydig hiicrelerinde gozlenmistir (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Postnatal 35 giinliik fare testis dokusunda SVIP ve StAR proteinlerinin ekspresyonlari
(A-B-C). A: Negatif kontrol.

49



Sekil 4.9. (devam) Postnatal 35 giinliik fare testis dokusunda SVIP ve StAR proteinlerinin
ekspresyonlar1 (A-B-C). A: Negatif kontrol. B: Interstisiyel alanda goriilen Leydig hiicrelerinin SVIP
protein ekspresyonlari ok ile gosterilmistir. SVIP ekspresyonu ¢ogunlukla sitoplazmik gézlenmis ve
¢ekirdek boyanmalari ile beraber ok ile gosterilmistir. Kirmizi ok: Sertoli hiicresinde goriilen SVIP
proteini ekspresyonu gosterilmistir. C: Interstisiyel alanda Leydig hiicrelerinde StAR protein
ekspresyonlar1 (ok). A:20 um, B:20 um, C:20 pm

35. giin fare testis dokularinda Sertoli hiicrelerinde de ekspresyonlarinin
oldugu gozlemlenmistir. STAR ise hem sitoplazmik hem de niiklear olarak Leydig

hiicrelerinde baskin ekspresyon gdstermektedir.

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

Ekspresyonlari

Dogum sonras1 50. giinde, fare testislerinde SVIP ekspresyonu ¢ogunlukla
ve siddetli olarak intertisyal alanlardaki Leydig hiicrelerinde goézlenmistir (Sekil
4.10). Baz: tiibiillerde, tiibiil i¢i alanlarda zayif SVIP ve StAR ekspresyonlarina
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rastlanilmigtir. STAR ise hem sitoplazmik hem de niiklear olarak Leydig

hiicrelerinde baskin ekspresyon gostermektedir.

Kontrol

Sekil 4.10. Postnatal 50 giinliik fare testis dokusunda SVIP ve StAR proteinlerinin
ekspresyonlar1 (A-B-C). A: Negatif kontrol. B: Interstisiyel alanda goriilen Leydig
hiicrelerinin SVIP protein ekspresyonlari ok ile gosterilmistir. SVIP ekspresyonu ¢ogunlukla
sitoplazmik gozlenmis ve ¢ekirdek boyanmalari ile beraber ok ile gosterilmistir. C:
Interstisiyel alanda Leydig hiicrelerinde StAR protein ekspresyonlari (ok). A:20 pm, B:20
pm, C:20 um
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4.2.7. Postnatal 90. giinde Fare Testis Dokusunda SVIP ve STAR

Ekspresyonlar:

Dogum sonras1 90. giinde, fare testislerinde SVIP ekspresyonu ¢ogunlukla ve
siddetli olarak intertisyal alanlardaki Leydig hiicrelerinde gozlenmistir (Sekil
4.11°de). Baz tiibiillerde, tiibiil i¢i alanlarda zayif SVIP ve StAR ekspresyonlarina
rastlanilmamigtir. STAR ise hem sitoplazmik hem de niiklear olarak Leydig
hiicrelerinde baskin ekspresyon gostermektedir (Bu preperasyon DAB kromojeninin

aksine AEC kromojeni ile gelistirilmistir).

Kontrol

Sekil 4.11. Postnatal 90 giinliik fare testis dokusunda SVIP ve StAR proteinlerinin
ekspresyonlar1 (A-B-C). A: Negatif kontrol. B: Interstisiyel alanda goriilen Leydig hiicrelerinin SVIP
protein ekspresyonlari ok ile gosterilmistir. SVIP ekspresyonu ¢ogunlukla sitoplazmik gézlenmis ve
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cekirdek boyanmalari ile beraber ok ile gdsterilmistir. C: Interstisiyel alanda Leydig
hiicrelerinde StAR protein ekspresyonlari (ok). A:20 um, B:20 um, C:20 um

4.3. Postnatal 90. giinde fare testis dokusunda SVIP ekspresyonunun

immiinofloresan ile gosterilmesi

Bu zamana kadar farkli testis gelisim giinlerinde gosterdigimiz SVIP

ekspresyonu immiinofloresan boyama yontemiyle de dogrulanmistir (Sekil 4.12).

SVIP | SVIP-+DAPI

Sekil 4.12. Postnatal 90 giinliik fare testis dokusunda SVIP ekspresyonun
immunfloresan incelenmesi (A-B-C). Sol kolon: SVIP ekspresyonun (yesil) FITC isaretli
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sekonder antikorla (oklar) isaretlenmesi. Sag Kolon: Birlestirilmis (FITC ve DAPI birlikte), Niiklear
DAPI boyanmasi (mavi) ile birlestirilmis SVIP ekpresyonu. Tiibiil ¢evresini déseyen miyoid hiicreler
(kirmiz1 ok) ve intertisyel alandaki hiicrelerin SVIP ekspre ettikleri izlenmektedir.

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

StAR Immiino Ekspresyonlarimim HSCORE Analizi ile Belirlenmesi

Fetal, neonatal, postnatal ve ergin fare testis dokularinda SVIP ve StAR
immuno ekspresyonlari HSCORE analizi ile degerlendirilmistir (Sekil 4.12).
Grafikte de goriildiigi gibi, SVIP ekspresyonunun fetal, postnatal 15 ve 50. giinlerde

en yliksek seviyede oldugu belirlenmistir.
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Sekil 4.13. Fetal, neonatal, postnatal ve ergin fare testis dokularinda SVIP ve StAR immiino
ekspresyonlarinin HSCORE analizi
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4.5, Fare Testis Dokularinin Western Blot Analizi

Fare testis dokusunda farkli gelisim giinlerinde SVIP immiinohistokimyasal
ekspresyonlarinidogrulamak amaciyla, protein ekspresyonunu belirlemede kullanilan
Western blot yontemiyle de immiinohistokimyasal ¢alismalar dogrulanmistir (Sekil

4.14),
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Sekil 4.14. Fetal, neonatal, postnatal ve ergin fare testis dokularinda SVIP ve StAR
immiino ekspresyonlarmin 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 belirlenmistir (A).
Gelisime bagli olarak SVIP ve STAR ekspresyonlarinda artis izlenmistir (B). Western blot
bandlarinin okunmasi image J analizi ile gergeklestirilmis ve her band beta aktin bandiyla
orantilandirilmistir.

55



4.6. Fare Leydig Hiicre Kiiltiirii Calismalar:

Bu zamana kadar ki tez ¢alismalarimda fetal, neonatal, postnatal ve ergin fare
testis dokularinda SVIP ve StAR ekspresyonlart immiinohistokimyasal,
immuiinofloresan ve Western blot ¢alismalariyla degerlendirilmistir. Gelismekte olan
fare testisinde belirgin bir SVIP ekspresyonun varligi saptanmis ve bu ekspresyonun
testis dokusunda ozellikle Leydig hiicrelerinde baskin oldugu belirlenmistir. Fare
testisinde Leydig hiicrelerinde SVIP’in fonksiyonu bilinmemektedir. Bu nedenle
bundan sonraki ¢aligmalarimiz ticari olarak satin aldigimiz Leydig hiicre hatlarinda
gerceklestirdigimiz hiicre kiiltiirii caligmalar1 tizerine odaklanmistir. Hiicre kiiltiiri
calismalarinda sirasiyla, TM3 ve MA-10 Leydig hiicrelerinin ekimi, pasajlanmasi,
SVIP ekspresyonunun belirlenmesi ve SVIP protein ekspresyonun SVIP siRNA’s1 ile

baskilanmasina 6zgii deneyler gergeklestirilmistir.

4.6.1. Fare Leydig Hiicrelerin Ekimi, Pasajlanmasi ve Histolojik
Ozellikleri

MA-10 Leydig hiicresi ekimi ve pasajlanmasi materyal ve ve metod 3.9.5°de
anlatildig1 sekilde yapilmigtir. Invert mikroskop altinda incelendiginde adherent,
yuvarlak sekilli ve bol vakuollii goriinlime sahip olduklari belirlenmistir. TM3
Leydig hiicreleri ise igsi goriiniimde olup yuvarlak niikleuslu hiicrelerdir (Sekil

4.15).

Sekil 4.15. TM3 ve MA-10 fare Leydig hiicrelerinin invert mikroskop altindaki goriiniimleri.
Oklar hiicreleri isaret ederken gosterirken, MA-10 Leydig hiicrelerinin bol vakuollii goriintiileri dikkat
cekicidir. Barlar: 200 pm
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Invert mikroskop altinda hiicre morfolojileri incelendikten sonra, fare Leydig
hiicrelerinin 12 kuyucuklu hiicre kiiltiiri kaplarinin altina yerlestirilen 6zel lameller
lizerine ekimi gergeklestirilip ¢ogalmalar1 saglanip, hematoksilen eozin ile
boyanmistir (Sekil 4.16). Hiicrelerin yuvarlagimst niikleuslar1 eozinofilik bol

vakuollii sitoplazmali olduklar1 belirlenmistir.

Sekil 4.16. TM3ve MA-10 fare Leydig hiicrelerinin Hematoksilen-Eozin ile boyandikan sonraki 151k
mikroskobik goriiniimleri. Oklar hiicreleri isaret ederken gosterirken, MA-10 Leydig hiicrelerinin bol
vakuollii goriintiileri dikkat ¢ekicidir. TM3 hiicresinde vakuollerin az sayida oldugu izlenmektedir.
Barlar: A-C: 200 um, B-D: 20 pm.
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4.6.2. Fare Leydig Hiicrelerinde SVIP ve StAR Ekspresyonlari

TMB3 fare Leydig hiicrelerinde SVIP ekspresyonunun hem ¢ekirdekte hem de
sitoplazmada oldugu gozlenmistir ve O6zellikle vakuol etrafinda ekspresyonlarinin
daha fazla oldugu goézlenmistir. StAR protein de genellikle sitoplazmik ve vakuol
etrafinda boyanmasinin daha fazla oldugu goriilmesi ile birlikte hiicre ¢ekirdeginde

de StAR protein varlig1 gézlenmistir.

™3 | MA-10
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>
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Sekil 4.17. TM3 ve MA-10 fare Leydig hiicrelerinde SVIP ve StAR proteinlerinin
ekspresyonlarinin immiinositokimya ile gosterilmesi. TM3 Leydig hiicrelerinde SVIP ve StAR protein
ekspresyonlarinin, MA-10 Leydig hiicrelerindeki SVIP ve StAR protein ekspresyonlarindan daha az
oldugunu gézlemlenmistir. SVIP’in sitoplazmada 6zellikle vakuol etrafinda fazlaca ekspresyonu
oldugu izlenmektedir. StAR proteini de hem hiicre ¢ekirdeginde, hem de yogunlukla vakuol etrafinda
ekspresyonu goriilmektedir.
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4.6.3. Fare Leydig Hiicrelerinde SVIP ve StAR’1mn Kolokalizasyonu

Fare Leydig hiicrelerinde yaptigimiz immunositokimya ¢alismalarinda SVIP
ve STAR ekspresyonunda benzerlikler gozlendigi i¢in bu iki proteinin
lokalizasyonlarinin ¢akistigi alanlari belirlemek i¢in immunfloresan yoOntemiyle
birlikte lokalizasyonlarmi (ko-lokalizasyon) belirlendi (Sekil 4.18). Hem TM3 hem
de MA-10 Leydig hiicrelerinde kolokalize alanlarin niikleus g¢evresi ve sitoplazma

icinde noktasal oldugu tesbit edildi.

Sekil 4.18. TM3 ve MA-10 fare Leydig hiicrelerinde SVIP ve Star proteinlerinin
kolokalizasyonlarinin ¢iftli immiinofloresan boyanmasi ile gosterilmesi. Ok isaretleri ile
immiinoekspresyonlar gdsterilmis olup, 6zellikle SVIP proteinin ekspresyonu nokta seklinde
gorlilmiis ve genellikle hiicre sitoplazmasinda ekspresyonlar1 gézlemlenmistir.
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4.6.4. Fare Leydig Hiicrelerinde SVIP SiRNA ile Ekspresyonunun

Baskilanmasi

Fare Leydig hiicrelerinde SVIP protein ekspresyonunun belirlenmesi
sonrasinda bu proteinin fonksiyonunun arastirilmasi i¢in bu tezde 6n calismalara yer
verilmistir. Oncelikle TM3 Leydig hiicrelerinde uygun SVIP siRNA kullanilarak
hiicreler bu siRNA ile transfekte edilmis ve transfeksiyonun 36. saatinde hem hiicre
morfolojilerindeki degisiklikler invert mikroskop altinda (4.19°da) hem de protein
ekspresyon diizeyindeki degisiklikler Western blot yontemiyle incelenmistir (4.21-
4.22°de).

Sekil 4.19. TM3 Leydig hiicrelerinde SVIP ekspresyonunun baskilanmast (A, B, C) A:
Kiiltiire TM3 Leydig hiicresi. Kirmizi oklar Leydih hiicresini isaret etmektedir. B: TM3 Leydig
hiicreleri kontrol siRNA’si ile transfekte edildikten 36 saat sonraki goriintiisii. C: TM3 Leydig
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hiicreleri SVIP siRNA’si ile transfekte edildikten 36 saat sonraki goriintiisii. SVIP siRNA ile
transfeksiyon hiicre sitoplazmasi iginde vakuollesmede artis yaratmustir.

Sekil 4.19°da da goriildiigi gibi, SVIP siRNA ile transfekte edilen hiicrelerde
kontrol ve kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicre morfolojilerinde degisiklik

izlenmemistir. Fakat SVIP siRNA ile transfeksiyon sonrasi hiicre sitoplazmalarinda

yerlesik vakuollerde artis belirlenmistir.

Kontrol

Sekil 4.20. MA-10 Leydig hiicrelerinde SVIP ekspresyonunun baskilanmasi (A, B, C) A:
KiiltireMA-10 Leydig hiicresi. Kirmizi oklar Leydig hiicresini isaret etmektedir. B:MA-10 Leydig
hiicreleri kontrol siRNA’si ile transfekte edildikten 36 saat sonraki goriintiisii. C: MA-10 Leydig
hiicreleri SVIP siRNA’si ile transfekte edildikten 36 saat sonraki goriintiisii. SVIP siRNA ile
transfeksiyon hiicre sitoplazmasi iginde vakuollesmede artis yaratmustir.
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Sekil 4.20° de de goriildigi gibi, SVIP siRNA ile transfekte edilen
hiicrelerde kontrol ve kontrol siRNA ile transfekte edilen hiicre morfolojilerinde
degisiklik izlenmemistir. Fakat SVIP siRNA ile transfeksiyon sonrasi hiicre

sitoplazmalarinda yerlesik vakuollerde artig belirlenmistir.

SVIP proteinin hiicrede baskilanmasini1 ve bu baskilanma sonucundan STAR
proteininin  etkilenip etkilenmedigini belirlemek amaciyla ayni hiicrelerle
transfeksiyon sonrasi Western blot ¢alismalar1 yapilmistir (Sekil 4.21). Oncelikle
Kontrol sSiRNA (Ksi) ve SVIP siRNA (SVIPsi) ile Leydig hiicrelerinin
transfeksiyonu sonrasi hiicre lizatlar1 Western blot i¢in jele yiiklenip
degerlendirildiginde SVIP’in %70-80 oraninda protein ekspresyonunda azalma
saptanmistir. Bunun yaninda aymi blot iizerinde STAR ekspresyonu
degerlendirildiginde SVIP ekspresyonunun azaldigi (baskilandigi) hiicrelerde STAR
proteininde de anlamli dercede (%60-70) bir diisiis gézlenmistir (Sekil 4.22 A-B).
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Sekil 4.21. TM3 Leydig hiicrelerinde SVIP ekspresyonunun baskilanmasi sonucu
SVIP ve STAR proteinlerinin Western blot analizi (A-B).

A: Kontrol siRNA (Ksi) ve SVIP siRNA (SVIP si) ile transfekte edilmis
hiicrelerdeki SVIP ve STAR protein ekspresyonlarindaki azalma. B: Western blot bandlar1
Image J analiz programi ile okunup degerlendirildikten sonraki SVIP ve STAR
ekspresyonlarndaki belirgin azalma
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Sekil 4.22. MA-10 Leydig hiicrelerinde SVIP ekspresyonunun baskilanmasi sonucu SVIP ve
STAR proteinlerinin Western blot analizi (A-B).
A: Kontrol siRNA (Ksi) ve SVIP siRNA (SVIP si) ile transfekte edilmis hiicrelerdeki SVIP
ve STAR protein ekspresyonlarindaki azalma. B: Western blot bandlar1 Image J analiz programu ile
okunup degerlendirildikten sonraki SVIP ve STAR ekspresyonlarndaki belirgin azalma.
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5. TARTISMA

Testis gelisimi, oncellikle embriyoda Y kromozomunun bulunmasina ve Y
kromozomunun iizerinde SRY geninin aktif olmasiyla baslayip, bircok molekiiler
etkilesim sonras1 gonad gelisimi, duktal yapilarinin gelisimi ve sentezlenen steroid
hormonlar vasitasiyla siirdiiriilir (99). Gonad gelisimi sirasinda seminiferdz
kordonlarda yer alan fetal Leydig hiicreleri dogumdan sonra yerini eriskin Leydig
hiicrelerine birakirlar (79). Leydig hiicrelerin gelisimi ve fonksiyonu eriskin hayati
icin oldukca Onemlidir. Leydig hiicre disfonksiyonunun, spermatogenez ile iliskili
oldugu belirtilmis ve infertilite sebebi olacagi gosterilmistir (100, 101). Fetal donem
gelisimi i¢in gerekli olmasa da eriskin Leydig hiicre gelisimi ve olgunlagmasinin,
androjen reseptorleri (AR) tarafindan yonlendirildigi ortaya koyulmustur (81).
Androjen reseptorlerinin Sertoli hiicrelerinde, Leydig hiicrelerinde ve testisin
peritiibliler miyoid hiicrelerinde, androjene baglanmasiyla hedef hiicrelerde
fonksiyon gosterdikleri bildirilmistir (102, 103). Kanda dolasan kolesteroliin, de
nova (hi¢ yoktan) Leydig hiicrelerinde, mitokondri ve endoplazmik retikulum
araciligiyla islendigi ve androjene doniistiiriildiigti gosterilmistir (104). Androjenlerin
hem testis gelisim asamasinda ve spermatogenezin sekillenmesinde hem de sekonder
seks karakterlerinin siirdiiriilmesinde ¢ok dnemli rolleri vardir. Bu ¢alismaya da konu
olan kii¢iikk VCP ile etkilesen protein (SVIP) androjene cevap veren gen (androjen-
response gen) olarak tanimlanmis, promoter bolgesinde, potansiyel androjen tepki
elementlerinin (ARE' ler) var oldugu kantitatif ger¢cek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (qRT-PCR) kullanilarak dogrulanmistir (5). SVIP’in varligi ve
fonksiyonu farkli dokularda calisilmis olmasina ragmen, androjenin en bol
bulundugu erkek iireme sistemine ait testis doku ve hiicrelerindeki ekspresyonu ve

derecesi literatiirdeki eksik konulardan bir tanesidir.

Kiiciik VCP ile etkilesen protein (SVIP: small VCP interacting protein)’nin,
ilk olarak Nagahama ve arkadaglar1 tarafindan Endoplazmik retikulumla iligkili
protein yikiminda (ERAD) da gérevli yapan ve p97/VCP (Valosin igeren protein)’ye

direk baglanan bir protein oldugu bulunmustur (1). Daha sonraki yillarda ise,
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SVIP’in p97/VCP ile etkileserek otofajik hiicre yolagini diizenledigi ortaya
cikarilmigtir (105) ve farkli sistemlerde SVIP’in rolii aragtirilmistir. Fare testisinde
15G11 genlerinden olusan bir ata genden evrimlestigi ortaya ¢ikarilmis olan SVIP’in
(8), varligi fare serebrum, serebellumunda, kalp, akciger, iskelet kasi ve ince
bagirsakta gosterilmistir (7). SVIP'In VCP ile birlikte sinir sisteminde ve noronal
hiicre govdelerinde birlikte lokalize oldugu gosterilmistir (91). Bir baska ¢aligmada
SVIP’in, ¢ok diisiik yogunluklu lipoprotein partikiillerinin Endoplazmik
retikulumdan (ER) Golgi'ye tasinmasi i¢in karaciger tarafindan salgilanmasinin
gerekliligi literatiirde yer almistir (90). Ve hemen sonrasinda, prostat kanser
hiicrelerinde SVIP’in ekspresyonunun androjenlerce baskilandigi gosterilerek bu
proteinin prostat kanserindeki 6nemi vurgulanmistir (2). En son olarak ise, prostat
kanserindekine benzer bir mekanizma ile glioma (beyin tliimorii) hastalarinda
androjenlerce SVIP protein ekspresyonunun baskilandigi ve glioma tedavisinde bu

proteinin kullanilmasi gerektigi 6nerilmistir (6).

Literatiirdeki bu bilgilerden anlasildig1 lizere ERAD diizenleyicisi olarak
bilinen SVIP hakkinda kisith sayida bilgi mevcuttur. Bu nedenle, bu tez ¢alismasinda
son yillarda androjen reseptorii olarak da tanimlanan SVIP proteini, androjen
reseptoriiniin fazlaca ekspresyonunun goriildiigli fare testis dokusunun gelisiminde
gozlemlendi ve sonrasinda hiicre kiiltiirlinde SVIP proteininin fonksiyonuna yonelik
calismalar yapildi. Immunohistokimyasal bulgulara gére, SVIP fetal testislerde
ozellikle intertisyel alanlarda hiicre niikleus ve sitoplazmalarinda belirgin bir sekilde
izlendi. Seminifer kordonlar igindeki gonositlerde ise ekspresyonu c¢ok zayif
derecede ve hiicre membranlarindaydi. Dogum sonrasi neonatal giinlerden
baslayarak ergin testis gelisimine kadar SVIP lokalizasyonunda bir degisiklik
saptanmadi. Genel olarak fetal, neonatal, pubertal ve eriskin testisleri incelendiginde
testis tiibiilleri aras1 alanlarda ekspresyonun siddetli, testis periferinde ve tiibiil i¢inde
cok zayif bir reaksiyon saptandi. Fakat gelisime paralel olarak bu ekspresyon
derecesinde bir artis izlendi. SVIP immuno boyanmalarina paralel olarak testis
interstisyel alanlardaki Leydig hiicrelerini isaretlemek admma STAR proteini
gorlintiilendi. Ve yapilan ¢iftli immiinofloresan boyanmalar1 SVIP’in STAR proteini
ile kolokalize oldugunu gosterdi. Gelisimsel olarak tim gilinlerde ¢iftli
immunfloresan  isaretlemeler yapilmasa da, ergin testisinde yaptigimiz

kolokalizasyon = ¢aligmalart  SVIP’in  Leydig hiicrelerinde  siddetli  bir
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immiinoekspresyonu oldugunu gosterdi. Calismanin ilk basamagindan elde ettigimiz
sonuglar SVIP’in Leydig hiicre gelisimi ve fonksiyonunda gdrev yapabilecegini

diistindiirmiistiir.

SVIP’in Leydig hiicresindeki steroidogenezdeki olasi fonksiyonunu
belirlemek amaciyla TM3 (Leydig hiicresi) ve MA-10 (Leydig timor hiicresi) hiicre
hatlar1 ile yapilan ¢aligmalar, SVIP’in STAR proteinin ekspresyonunu etkiledigini
ortaya ¢ikarmistir. SVIP siRNA’i kullanilarak Leydig hiicrelerinde SVIP
ekspresyonunun baskilanmasi, ayni hiicrelerde STAR proteininin ekspresyonunun
azalmasina neden olmustur. Bu 6n sonug¢ SVIP’in STAR proteini iizerinden
steroidogenezi etkileyebilecegini gostermektedir. Fakat steroidogenezde rol oynayan
bir¢cok anahtar proteinin SVIP ile iliskili olup olmadigi ve ya SVIP’in testesteron
sentezinin hangi basamaginda etkili olup olmadiginin anlasilmasi i¢in daha detayl

calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Calismamizin sonuglar1 literatiirde androjen reseptorii olarak tanimlanan
SVIP’in fare testis gelisimi siirecinde ekspre edildigini, 6zellikle Leydig hiicrelerinde
immiinoekspresyonlarinin baskin oldugunu ve steroidogenez de gorevli STAR
proteinin ekspresyonunu etkiledigi ortaya ¢ikarmistir. Ilerleyen ¢aligmalar ile SVIP
ve steroidogenez iligkisini daha detayli bir sekilde arastirilacaktir ve bu ¢alismanin

ileriki caligmalar i¢in referans olabilecegi diisiiniilmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tezde, ilk basamakta gelisiminin farkli evrelerinde olan fare testis
dokularinda SVIP ekspresyonu ve bu proteinin hiicresel lokalizasyonu belirlenmistir.
Caligmanin ikinci basamaginda ise Leydig hiicrelerinde SVIP’in STAR proteini ile

olan iligkisi arastirilmis ve agsagidaki sonuglar elde edilmistir.

1- Immiinohistokimyasal ve Western blot yontemleriyle fetal, neonatal, pubertal
ve erigkin fare testis dokularinda SVIP’in ekspre edildigi ve gelisime paralel
olarak artan ekspresyon gosterdigi bulunmustur.

2- Ciftli immiinofloresan yontemiyle SVIP ve STAR proteinlerinin Leydig
hiicrelerinde birlikte lokalize oldugu saptanmistir.

3- Leydig hiicre kiiltiirii ¢alismalart ve SVIP siRNA’leri ile yapilan galigmalar
SVIP ekspresyonunun baskilanmasinin STAR protein ekspresyonunu

etkiledigini ve azalttigin1 géstermistir.

Sonug olarak, bu yiiksek lisans tez projesi kapsaminda SVIP’in fare testis
dokusu gelisimine bagl olarak ekspre edildigi ve Leydig hiicre steroidogenezinde
anahtar bir protein olan STAR ile birlikte calistigi arastirnlmistir. Elde edilen
sonuclar literatiirde kisitli bilgiye sahip oldugumuz SVIP’in erkek iireme
sistemindeki Onemi hakkinda yapilacak yeni caligmalar i¢in aydinlatic1 bilgiler

sunmaktadir.
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Kiiciik VCP ile etkilesen protein (SVIP)'nin gelismekte olan fare testisinde ekspresyonunun
ve fonksiyonunun belirlenmesi

Gilben Akcan, Ebru Alimogullan, Radwan Abu Issa, Sevil Cayh
Ankara Yildinm Beyazit Universitesi Tip Fakdltesi, Histoloji ve Embriyoloji AnaBilim Dali, Ankara

Girig: Kdgik VCP ile etkilesen protein (SVIP: Small VCP-InteractingProtein), Endoplasmik retikulum
ile iliskili protein yikimi (ERAD) ailesine ait 76 aminoasitten olusmus 9-Kda'luk bir proteindir,
SVIP'in fare beyninin serebrum ve serebellumunda yiksek oranda eksprese edildigi, kalp, akciger,
iskelet kasi ve ince bagirsakta da normal seviyelerde ekspresyonunun oldugu gdsterilmistir. Son
yapilan calismalarda, SVIP'in androjene cevap veren bir protein oldudu ve androjenler tarafindan
SVIP ekspresyonunun dizenlendigi belidenmistir. Fakat bugine kadar SVIP'in androjen
reseptorlerinin fazlaca ekspre edildigi bir erkek Greme organi olan testis dokusundaki hicresel
lokalizasyonu ve olasi fonksiyonu arastinlmamistir. Bu nedenle bu calismada éncelikle SVIP
proteinin gelismekte olan fare testisindeki ekspresyonunu hicresel dizeyde belirlemek ve ikincil
olarak da SVIP protein ekspresyonu belirlenen hicrelerde bu proteinin olasi fonksiyonunu hiicre
kakrd galismalan ile saptamak amaglanmistur,

Materyal-Metod: Gelismekte olan fare testislerinde SVIP'in protein ekspresyonunu belidemek
amaciyla fetal (18 ve 19 ginliik, n:6), postnatal ( 1, 5, 15, 35 giinlik, n:6) ve ergin fareler (50
ginlik, n:6)'den elde edilen testis dokulan immunochistokimya ve Western blot ¢alismalan igin
kullanildi. Ayrica ATCC firmasina ait TM3 ve MA-10 fare Leydig hiacreleri kiltare edilip, bu
hicrelerde SVIP ve Steroidogenik akut regulatdr protein (STAR)'nin ekspresyonlan kolokalizasyon
galismalanyla fleresan mikreskobisi alunda dederlendirildi.
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