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OZET

ePABP [embriyonik poli(A) baglanma proteini], oosit gelisim
doneminde depolanan maternal mRNA’larin translasyonel dizenlenmesinde
gorev alir. Embriyonik genom aktivasyonundan sonraki erken ddnem
embriyolarda ve somatik hiuicrelerde, mRNA’larin translasyonel kontrolleri ise
PABPCL1 [poli(A) baglanma proteini, sitoplazmik 1] tarafindan gercgeklestirilir.
Memelilerde, spermatogenezin spermiyogenez asamasinin ortasinda
transkripsiyon durmaktadir. Bu calismada, depo mRNA’larin translasyonel
kontrollerinde gorev alan ePABP ve PABPC1 mRNA’larinin postnatal fare
testislerinde ve izole edilen spermatogenik hicrelerdeki ekspresyon duzeyleri
ile hiicresel yerlesimlerinin belirlenmesi amaclanmistir.

Bu amacla, postnatal hayatin farkli yaslarinda olan (6., 8., 16., 20.,
29., 32. ve 88. gun) C57BL/6 irki erkek farelerden testisler alindi. Alinan
testisler ve bu testislerden izole edilen spermatogenik hiicrelerde ePABP ve
PABPC1 gen ekspresyonlari qRT-PCR ile belirlendi. Ayrica, postnatal fare
testislerinde RNA in situ hibridizasyon yontemi ile ePABP mRNA’sInin
hiicresel yerlesimi de ortaya konuldu.

Calisma sonucunda, ePABP gen ekspresyonu 6., 8., 16. ve 20. gin
fare testislerinde cok disik dizeyde oldugu gozlenirken; 29. glnde
yikselmeye baglamis ve 32. ginde en yuksek diuzeye ulagsmistir. PABPC1
ekspresyonu ise 6. ve 8. gun testislerde disik miktarda bulunurken; 16.
gunden itibaren yikselmeye basladigi ve 32. gunde en yiksek duzeye
ulastigi gozlendi. ePABP gen ekspresyonu, 32. gun testisten elde edilen
spermatogonya, spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde diger glnlere gore
daha yuksek oldugu belirlendi. ePABP sonuglarina benzer olarak, PABPC1
ekspresyonu da 32. gln testisten elde edilen spermatogonya, spermatosit ve
yuvarlak spermatidlerde diger giinlere gore daha yiksek dizeyde oldugu
goruldu. Postnatal fare testislerine uygulanan RNA in situ hibridizasyon (RNA
ISH) sonucunda ise ePABP mRNA’sinin sadece seminifer tubdillerdeki
spermatogenik hicrelerde sitoplazmik yerlesimli olarak belirlendi. Ayrica,
ePABP mRNA’sInin 29., 32. ve 88. gln testislerin spermatogonyalarda diger
spermatogenik hiicrelere gére daha yiksek diizeyde oldugu ortaya konuldu.

Bu bulgular, ePABP ve PABPC1 genlerinin fare spermatogenez
surecinde  Uretlen mRNA’larin  translasyonel kontrollerinde  gorev
alabilecegini gostermektedir.

Anahtar  Kelimeler: ePABP; PABPC1; Poliadenilasyon; Testis;
Spermatogenez



ABSTRACT

ePABP (embryonic poly(A) binding protein), functions in translational
regulation of the maternal mMRNAs stored during oocyte development. In the
early embryos after embryonic genome activation and in the somatic cells,
translational control of the mRNAs is carried out by PABPC1 (poly(A) binding
protein, cytoplasmic 1). In mammalians, transcription ceases at mid-
spermiogenesis stage of spermatogenesis. In this study, we aimed to
characterize expressional levels and cellular localizations of the ePABP and
PABPC1 mRNAs in the postnatal mouse testes and isolated spermatogenic
cells.

For this purpose, testes were obtained from C57BL/6 male mice at
different ages of postnatal development (D6, D8, D16, D20, D29, D32 and
D88). ePABP and PABPC1 gene expression in the dissected testes and
isolated spermatogenic cells were detected by gRT-PCR. Also, cellular
localization of the ePABP mRNA by using RNA in situ hybridization was
revealed in the postnatal mouse testes.

As a result of this study, ePABP gene expression was found to be
very low levels at D6, D8, D16 and D20 testes; it began to increase at D29
and reached the highest level at D32. While PABPC1 expression at D6 and
D8 testes was observed at low levels, it started to increase at D16 and
reached the highest level at D32. ePABP gene expression in the
spermatogonia, spermatocytes and round spermatids derived from D32 testis
was determined higher than other days. Similar to ePABP findings, PABPC1
expression in the spermatogonia, spermatocytes and round spermatids was
higher than other days. It was found that ePABP mRNA was localized to only
in the seminiferous tubules and exhibited cytoplasmic localizations in the
spermatogenic cells of the seminiferous tubules. Also, ePABP mRNA was
demonstrated to be higher particularly in the spermatogonia at D29, D32 and
D88 testes.

These results show that ePABP and PABPC1 genes may function in
translational control of the mRNAs transcribed during mouse
spermatogenesis.

Keywords: ePABP; PABPC1; Polyadenylation; Testis; Spermatogenesis
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GIRIS VE AMAC

Memeli germ hicreleri, erken dbnem embriyolar ve somatik
hicrelerde mRNA’larin translasyonel kontrollerinde, poli(A) baglanma
proteinleri gorev almaktadir. Poli(A) baglanma proteinleri, mRNA’larin 3'-
ucunda bulunan poli(A) kuyruguna baglanarak translasyonel aktivitelerini
duzenlemektedirler. Omurgalilarda, sitoplazmik PABP1 ve nukleer PABPN1
olmak Uzere yapisal olarak iki farkl poli(A) baglanma proteini bulunmaktadir.
ePABP, PABPC1 ve PABPC2 proteinleri PABP1 grubunda yer alirken;
ePABP2 ise PABPN1 grubunda bulunmaktadir.

ePABP [embriyonik poli(A) baglanma proteini] ve PABPC1 [poli(A)
baglanma proteini, sitoplazmik 1] genlerinin fare ve insan oosit ile
preimplantif dénem embriyolarinin belli donemlerinde, farkh duzeylerde
eksprese edildikleri belirlenmistir. Farede, ePABP geni germinal vezikil (GV)
ve metafaz Il (MIl) asamasindaki oositler ile zigot ve 2-hicreli embriyolarda
transkribe edilirken; 4-hiicre, 8-hiicre ve blastosist ddnemlerinde ise
transkribe edilmemektedir. PABPC1 ise 8-hiicreli embriyo asamasina kadar
zayf bir ekspresyon gosterirken, 8-hilicre ve blastosist donemlerinde oldukca
yiksek diizeye ulasmaktadir. insanda ise GV ve MIl asamasindaki
oositlerdeki ePABP mRNA diizeyi, 8-hlicre ve blastosist agsamalarina gore
anlaml dizeyde daha yiksek bulunmustur. PABPC1 ise tam tersi olarak 8-
hiicre ve blastosist donemi embriyolarda GV ve MIl oositlere gére anlamli
dizeyde daha fazla oldugu belirlenmistir. Bilindigi gibi oositin mayotik
olgunlasma déneminden farede 2-hicreli; insanda ise 4-8-hlcreli embriyo
asamasina kadar transkripsiyon durmaktadir. Sonuc¢ olarak, ePABP ile
PABPCL1 proteinleri benzer gorevleri yapmakta ve transkripsiyonel aktivitenin
durmasindan 6énce ePABP; sonrasinda ise PABPC1 fazla miktarda transkribe
edilmektedir. Bu durum, bu genlerinin birbirlerinin gorevlerini kompanse
edebildiklerini distindirmektedir.

Memelilerde spermatogenez spermatogonya, mayoz ve
spermiyogenez olmak Uzere ¢ ana asamadan olusmaktadir. Spermiyogenez
asamasinin ortasinda, transkripsiyonel aktivite durmaktadir. Bilindigi gibi,
spermiyogenez surecinde gerceklestirilen niukleer kondensasyon, sperm
kuyruk olusumu, akrozom geligimi ve organellerin diizenlenimi gibi morfolojik
degisimler olmaktadir. Bu morfolojik degisimler icin gerekli proteinler, erken
spermatogenez surecinde transkribe edilip, depolanan mRNA’lardan
sentezlenmektedir. Bu nedenle, erken spermatogenez déneminde Uretilen
mRNA’larin translasyonel kontrollerinde poli(A) baglanma proteinlerine
gereksinim duyuldugu dusundlmektedir. PABPC1 ve testis 6zgu poli(A)



baglanma proteinlerinin (PABPC2) memeli testis dokusu ve spermatogenik
hicrelerindeki ekspresyon durumu daha 6nceki calismalarda degerlendirilmis
ve translasyonel diizenlemede dnemli gorevleri oldugu ortaya konulmustur.

Oosit gelisimi, fertilizasyon ve erken donem embriyo geligsimi igin
gerekli olan maternal mRNA’larin translasyonel kontrolinde goérev aldigi
belirlenen ePABP’in, fare testis dokusundaki ve spermatogenik hicrelerdeki
ekspresyon durumu ve PABPCL ile olan iligkisi bilinmemektedir. Hipotezimiz;
ePABP ve PABPCL1 genleri postnatal fare testis dokulari ve spermatogenik
hicrelerde yasa bagh olarak fakh dizeylerde eksprese edilirler. Bu
calismadaki amacimiz; postnatal fare testis dokularinda (6., 8., 16., 20., 29.,
32. ve 88. gunler) ve izole edilen spermatogenik hticrelerde ePABP ve
PABPC1 gen ekspresyon duzeylerinin belirlenmesidir. Ayrica, bu ¢alismayla
postnatal fare testis dokusunda ePABP mRNA'sinin hicresel yerlesiminin
belirlenmesi de hedeflenmistir.



GENEL BILGILER

2.1.  Memelilerde Erkek Ureme Sistemi

Memeli erkek Greme sistemi testisler, yardimci genital bezler, genital
kanallar ve penisten olusmaktadir. Yardimci bezler Cowper’in bulbouretral,
prostat ve seminal bezlerdir. Erkek genital kanallar ise diz tubudller (tubuli
rekti), rete testis, efferent kanalciklari (duktuli efferentes), epididimis (duktus
epididimis), vaz deferens ve Uretradan olusturmaktadir (Sekil 2.1).

Erkek genital sistem yardimci bezlerden olan seminal bez cifti,
mesanenin arkasinda yer almaktadir. En dis bélgesini bag dokusu, ortasinda
diz kas tabakasi ve en i¢ ylzeyinde ise tek kath kibikten yalanci ¢ok katli
prizmatide kadar degisen bir epitel katmaninda olugsmaktadir. Friktoz,
prostaglandinler ve bu beze 6zgu farkli proteinleri Ureten seminal bezler,
salgilarini seminal sivi icine vermektedir. Bu salgilanan maddeler, sperm icin
enerji kaynagi oldugu gibi sperm hareketliligini arttirici alkali (bazik) bir
ortamda hazirlamaktadir. Seminal bezlerin salgilama fonksiyonu, testosteron
ve dihidrotestosteron gibi androjenler tarafindan kontrol edilmektedir [1, 2].

TUbuUloalveolar bir bez tipinde olan prostat bezi ise en biyik yardimci
ureme bezi olup, iceriklerini prostatik tUretraya bogaltmaktadir. Tek kath ya da
yalanci ¢ok katli prizmatik epitelle déseli olan bu bez, prostat-6zgin asit
fosfataz, prostat-0zgun antijen, amilaz ve fibrinolizin salgilamaktadir. Prostat
bezinin en belirgin 6zelligi, kalsiyum birikimine baglh olarak olusan ve
limenlerinde gb6zlenen prostatik taglardir [1]. Cowper’in bulbouretral bezi,
prostat bezinin arka-alt kisminda Uretranin iki tarafinda yerlesiktir. Jelatinimsi
salgisi, dretranin icini kayganlastirarak sperm hicrelerinin  kolaylikla
gecmesini saglamaktadir. Ayrica, Uretranin iginin temizlenmesine de katki
sagladigr  dusunulmektedir. Semenin  %1’'den daha az kismini
olusturmaktadir [2].

Erkek genital kanallarinin en 6nemli goérevi Uretilen erkek esey
hiicresi olan spermlerin ve yardimci bezlerin salgilarinin tasinmasidir.
Seminifer tubul lamenine verilen spermler, ilk olarak diz tabdllere
girmektedir. Duz tubuller, kivrimh seminifer tibdllerin uca dogru limenlerinin
daralmasi ile olugsmaktadir. Kisa segmentler seklinde olan diz tubdller, tek
kath kubik epitel ile doselidirler. Seminifer tubullerdeki, Sertoli hicrelerinin
bazal boliminde bulunan tikayici baglantilar, bu tibullerde Sertoli
hicrelerinin apikal boélgelerinde yer almaktadir. Dz tubdller, seminifer
tubdlleri rete testise baglamaktadir. Rete testis, testisin mediastinum
bdlgesinde bulunmakta ve anastomozlagsmis kanallardan olugmaktadir. Rete



testis, tek katll kubik epitel ile désenmigtir. Bu epitelde htcreler, mikrovillus
ve sil yapilarini icermektedir. Epitel tabakasinin etrafinda ise miyoid hicreler,
fibroblastlar ile kan ve lenf damarlari bulunmaktadir. Sertoli hicreleri ve
spermatogenik hiicreler, bu kanallarda bulunmamaktadir [3, 4].

Rete testis ile epididimis arasinda yer alan efferent kanalciklar ise tek
katl prizmatik epitelle dogsenmistir. Bu epitel silli huicreler, sterosilyali esas
hiicreler ve bazal hicreleri icermektedir. Silli hicreler, hareketsiz olan
spermlerin epididimise iletiminde gorev alirken; sterosilyali esas hiicreler ise
kanalciklarin limenindeki sivinin emilmesinde rol oynamaktadirlar. Bazal
hiicrelerin bu iki hicre tipi icin kaynaklik yaptigi dustntlmektedir. Epitel
tabakasinin hemen altinda yer alan bazal laminay! ince bir i¢ dairesel diiz
kas tabasi cevrelemektedir. Efferent kanalciklarin, epididimis ve diger erkek
ureme kanallarindan en belirgin yapisal farki ise epitelin tarakl bir gorintiye
sahip olmasidir [3, 4].
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Sekil 2.1. Memelilerde testis, epididimis ve vaz deferens yapisi. 1: duz tibdller (tubuli
rekti), 2: rete testis, 3: eferent kanalciklar, 4: epididimis, 5: vaz deferens
bdlgelerini gostermektedir. Bu sekil, [1] nolu kaynaktan alindi.

Epididimis, spermlerin hareket 6zelligi kazandiklari ve olgunlastiklari
en onemli erkek genital kanalidir. Bu kanal, farede 1 m insanda ise yaklagik
3-6 metre uzunlugunda olduk¢a kivrimh bir yapidadir. Epididimis, bas
(kaput), govde (korpus) ve kuyruk (kavda) olmak Uzere ¢ anatomik



bolumden olusmaktadir. Epididimis Iumenini sterosilyali yalanci ¢ok Kkatli
prizmatik epitel hucreleri dosemektedir. Epitelini sterosilyali esas hucreler,
bazal hicreler ve diger hicre tipleri (apikal ve holo hicreler gibi) olusturur.
Esas hicreler, bazal laminadan limene kadar uzanmakta ve dallanmig
sterosilya ile iyi gelismis Golgi aparati, lizozomlar ve vezikiller icermektedir.
Bu 0Ozellikler, bu htcrelerin salgilama ve emilim islemlerinde gorevli oldugunu
gostermektedir. Bazal lamina Uzerine oturan, fakat limene ulasmayan bazal
hiicrelerin ise esas ve diger hiicrelere kaynaklik ettigi kabul edilmektedir.
Epididimiste bulunan diger hucre tipleri ise apikal ve berrak hicrelerdir.
Apikal hiuicreler mitokondriyonlardan zengin olup, epididimisin bas bélgesinde
bulunmaktadir. Berrak hticreler ise daha ¢cok epididimisin kuyruk bdlgesinde
yerlesim gOsterirler. Ayrica, epididimis kanali boyunca immiunolojik
reaksiyonlarda gorev alan intraepiteliyal lenfositlerde bulunmaktadir. Epitel ve
altindaki bazal lamina, diiz kas hucreleri tarafindan ¢evrelenmektedir [2, 4].

Vaz deferens, epididimis ile penil Uretray birbirine baglamaktadir. Bu
kanal tunika mukoza, tunika muskularis ve tunika adventisya tabakalarindan
olusmaktadir. Tunika mukoza, sterosilyali yalanci cok kath kibik ya da
prizmatik epitel ve altindaki gevsek bag dokudan olugsmaktadir. Epitelin
hemen altinda icte uzunlamasina, ortada dairesel ve dista uzunlamasina
dizenlenmis duz kas tabakasi bulunur. En dista ise gevsek bag dokusundan
olusan tunika adventisya yer alir. Vaz deferensin acildigi erkek dretrasi 20
cm uzunlugunda olup; prostatik, membrandz ve penil Uretra olmak lzere Ug¢
ana bolgeden olusmaktadir. Prostatik Uretranin epiteli, degisici epitel
(Uroepitelyum); penil Uretra ve membran6z Uretra epiteli ise yalanci ¢ok katli
veya cok kath prizmatik epiteldir. Her Ug¢ bdlgenin epitel katmani altindaki
bag dokudan sonra, diz kas tabakasi ve en digta ise tunika adventisya
bulunmaktadir. Membran6z uretra, diz kas tabasi disinda cizgili kastan
olusan bir sifinkterde icerir [3, 4].

Erkek genital organlarindan olan penis ise iki adet korpus
kavernozum ve bir adet korpus spongiyozum olarak tanimlanan erektil doku
kitlelerine sahiptir. Bu doku kitleleri, siki bag dokusu yapisinda olan tunika
albuginaya ile cevrilidir. Bu erektil dokularda, arter ve ventz damarlara
bosalan ¢ok sayida kan bosluklar ya da sintizoidler bulunmaktadir. Penis, en
distan epidermis ile dermis tabakalarindan olusan deri ve onun altindaki
elastik bag dokusu 6zelligindeki fasya ile cevrelenmistir [4].

Erkek sperm hucresinin tretim islemlerinin batind anlamina gelen
spermatogenezin gerceklestigi ve testosteron gibi 6nemli hormonlar ile
molekdllerin sentezlendigi erkek genital organi ise testislerdir. Testisler, karin
boslugunun disinda skrotum olarak adlandirilan bir kese icinde iki adet olarak
yer almaktadir. Testislerin bu yerlesimleri, spermatogenez i¢in uygun sicaklik
olan 34-35 °C'yi saglamaktadir. Testisin arka yuzl epididimis ile iligki icinde
olup, spermatik kordonla asil olarak bulunmaktadir. Spermatik kordon icinde
testis ve epididimis disinda vaz deferens, spermatik arter ve ven ile lenfatik
pleksuslar da bulunmaktadir [3, 4].
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Sekil 2.2.  Testis ve ovaryumlarin gelisimi. insan gelisiminin 5-20. haftalar arasindaki
suregte, seminifer kordonlarin ve genital kanallarin gelisim doénemleri
gorilmektedir.  Ayrica, seminifer tlblllerde  germinal  epitelyumun
(spermatogonyum ve Sertoli hiicreleri) ve tibuller arasi bélgede bulunan Leydig
hiicreleri olusumu gdzlenmektedir. Bu sekil [5] nolu kaynaktan alinmistir.

2.2. Memelilerde Testisin Geli simi

Testisler, embriyolojik olarak arka karin duvarini déseyen mezotel
(mezodermal epitel), bu mezotelin altindaki mezengim (embriyonik bag
dokusu) ve primordiyal germ hucreleri tarafindan olusturulmaktadir.



Genel olarak testislerin gelisimi farklanmamis ve farklilagsmis
gonadlarin gelisimini iceren iki ayrt asamada degerlendiriimektedir.
Farklasmamis gonadlarin gelisimi (insanda 5. haftada baslamaktadir):
mezonefrozun orta hattindaki mezotelin ve altindaki mezensimin ¢cogalmasi
ile mezonefrozun orta hattinda gonadal bir kabarti olusur. Gonadal kabartida
beliren epitelyal kordonlar, alttaki mezensim icine parmaksi uzantilar verirler.
Bdylece, farklasmamis gonadda dista korteks icte medulla olmak Uzere iki
bdlge ayirt edilebilmektedir. Eger embriyo XY genotipine sahip ise medulla
bdlgesi testise farklanirken, korteks ise gerilemektedir. Embriyo genotipinin
XX olmasi durumunda farklanmamis gonadin korteksi ovaryumlari
olustururken; medulla bélgesi gerilemektedir (Sekil 2.2) [5, 6].

Erkek germ hucresi olan spermin kdkeni olan primordiyal germ
hicreler (PGH’ler), insanda 4. haftada vitellus kesesi duvarindaki endoderm
hiicreleri arasinda yuvarlak hucreler olarak ortaya cikarlar. Embriyonun
katlanmasi sirasinda, vitellus kesesinin dorsal parcasi embriyo icerisine dahil
olur. Bu surecte, PGH’ler arka bagirsagin dorsal mezenteri boyunca gonadal
kabartiya go¢ etmektedirler. insanda 6. haftada, PGH'ler mezensim icine
girerek gonadal kordonlara Kkatilirlar. insanda yedinci haftaya kadar disi ve
erkek gonadlarin genel goérunttleri birbirlerine benzerler, bu nedenle bu
haftaya kadarki gonadlara farklasmamis gonadlar adi verilmektedir. Bu
haftadan sonra, erkek fenotipinin gelismesi icin Y-kromozomunun Kkisa
kolunda yerlesik olan SRY geni tarafindan testis belirleyici faktor (TBF)
aretilir. TBF'nin etkisi ile gonadal kordonlar seminifer kordonlara farklanirlar.
Seminifer kordonlar, seminifer tabdllerin ilkel seklini olustururken [5]; TBF,
gonadal kordonlarin medullanin derinlerine dogru uzanmasini da uyarir.
Medullanin derinlerine uzanan kordonlar, dallanip birbiriyle anastomozlar
yaparak rete testis yapisini olustururlar. Fibroz bir kapsul 6zelliginde olan
tunika albugineanin gelisimi ile seminifer kordonlarin ylzey epiteli ile olan
iligkisi ortadan kalkmaktadir. Seminifer kordonlarin bir bolimd, gelisimin
ilerleyen dénemlerinde seminifer tibullere, tubuli rekti ve rete testis yapilarina
farklanmaktadir (Sekil 2.2) [5, 6].

Seminifer tubdller arasinda bulunan mezensim, Leydig hucreleri
olarak bilinen interstisyel hiicreleri olusturur. insanda 8. haftadan itibaren
Leydig hucreleri testosteron ve androstenedion hormonlarini salgilamaya
baslamaktadir. Bu adrojenik hormonlar mezonefrik kanallarin ve dig genital
kanallarin erkek yonunde faklagsmasini saglamaktadir. Ayrica, Sertoli
hiicreleri tarafindan Uretilen antimulleriyan hormon da, paramezonefrik
kanallarin uterus ve tuba uterinaya faklilagsmasini baskilamaktadir [5].

Embriyolojik gelisim surecinde karin boslugunun arka duvarinda
retroperitoneal olarak gelisen testisler, insanda 26. haftada inguinal kanala
dogru ilerler. Testislerin inguinal kanal boyunca inigsinde testosteron hormonu
rol oynamakta ve bu islem 2-3 gin surmektedir. Spermatik kordonlarin
ucunda asili olarak skrotuma inen testisler, periton ve tunika vaginalisin
viseral tabakasini iceren sertz bir 6rtl ile cevrilidir [6]. Ergenlik donemine



girilmesiyle seminifer tubullerde, ergenlik donemine girilmesi birlikte Iimen
olusumu gOzlenir. Bu donemde tubullerin duvarinda, ylzey epitelinden
gelisen Sertoli hicreleri ve PGH’lerden koken alan spermatogonya
bulunmaktadir. Fetal ve erken postnatal gelisim dénemlerinde Sertoli hiicre
saylsl, spermatogonyaya gére oldukca fazladir [6].

2.3. Memelilerde Testisin Histolojik Yapisi

Testisler, skrotum adi verilen bir kese icinde yer almaktadir. Skrotum,
deri yapisinda olup; memelilere gore degisebilen kalinliga sahip epidermis ve
dermis kisimlarindan olugsmaktadir [7].
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Sekil 2.3. Skrotum ve testisin sematize edilmis histolojik yapisi. Skrotum epidermis,
dermis, dartos kasi, Colles fasyas! ve tunika vaginalisin pariyetal tabakalarini
icermektedir. Tunika vaginalisin viseral tabakasi testisi en distan
cevrelemektedir. Bu sekil [7] nolu kaynaktan alinmigtir.

Dermis tabakasinda yag bezleri, kil folikilleri ve ter bezleri yer
almaktadir. Subdermal alanda ise dartos kasl olarak tanimlanan rastgele
dagiimis diz kaslar bulunmaktadir. Dartos kas tabakasindan sonra gelen
yap! ise fibrokollajen yapisindaki Colles fasyasi yer almaktadir. Colles
fasyasinin i¢ kismi siki bir sekilde paketlenerek tunika vaginalisin pariyetal
tabakasini  olusturmaktadir. Tunika vaginalisin pariyetal ve viseral
tabakalarinin aradaki bogluga bakan ylizeyleri mezotelle dosenmigstir (Sekil
2.3) [7].



Hem endokrin hem de ekzokrin salgilama yapan bir bez olan
testisler, en distan tunika albuginea adi verilen duzenli siki bag dokusu
yapisinda fibroelastik bir kapsil ile c¢evrilidir. Bu kapsulin hemen altinda,
icinde c¢ok sayida kan damari bulunan gevsek (areolar) bag dokusu olan
tunika vaskiloza tabakasi yer almaktadir. Bu tabaka testisin i¢ bdlgelerine
girerek, seminifer tubdller arasinda bulunan interstisyel bad dokusunu
olusturmaktadir. Tunika albuginea, testisin arka ylUzinde Kkalinlagarak
mediastinum testis adi verilen bolgeyi olusturmaktadir. Mediastinum testis
icinde duzensiz bosluklar seklinde rete testis yapisi yer almaktadir [8].
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Geg
spermiyogenez

Geng spermatidier

Spermiyogenez

baslangci Sekonder spermatositler

Mayoz
bolinme

Primer spermatosit

Bazal <4

Spermatogonyum
lamina

- k\
T .
Kapii‘er / 4

interstisyel hiicreler

Sekil 2.4.  Seminifer tubul ve intertibiler alanin sematik goruntlist. Seminifer tubul,
spermatogenezin farkh asamasindaki spermatogenik hicreleri
(spermatogonyumlar, spermatositler, yuvarlak spermatidler ve uzayan/uzamis
spermatidler) icermektedir. intertiibiiler alanda Leydig hiicreleri, fibroblastlar ile
diger bag dokusu hicre ve bilesenleri gérilmektedir. Bu sekil [8] nolu kaynaktan
alinmistir.

Mediastinum testisten, testis icine dogru giren uzantilar testisi
testikller lopcuklara/bélmelere ayirmaktadir. Her bir testiste yaklasik 250
adet bulunan bu lopguklar, birbirleriyle baglantihdirlar. Her bir lopgukta,
gevsek bag dokusu ile cevrelenmis 1-4 adet seminifer tubdl bulunur.
Seminifer tubdller, her bir testiste yaklasik 250-1000 kadar olup; her birinin
capl 150-250 um, uzunlugu ise 30-70 cm olan tip seklindeki kivrintili
yapilardir. Her bir testisteki tubullerin toplam uzunlugu yaklasik 250 metredir.

Cok katli germinal (seminifer) epitelden olusan seminifer tubdiller,
bazal lamina ve fibroz bir bag dokusu ile sariimistir. Tunika propria olarakta
bilinen bu fibr6z bag doku kilifi, birka¢ sira halindeki fibroblast tabakasi,
kollajen lifler ve bazal laminaya yapigik olan miyoid htcrelerinden
olusmaktadir (Sekil 2.4). Kasilma 06zelligine sahip olan miyoid hicrelerin



ritmik kasilma aktiviteleri, hareketsiz olan spermlerin rete testise gecislerini
saglamaktadir [2, 4].

TlUbuller arasi alanda bulunan gevsek bag dokusunda ise ¢ok sayida
kan ile lenf damar, bag dokusu hicreleri, sinirler, sintzoidler, Leydig
hicreleri (interstisyel hiicreler) ve diger bag dokusu elamanlari yer almaktadir
(Sekil 2.4). Burada kan damarlarindan olan kilcal damarlar, pencereli
tiptedirler. Gevsek bag dokusu hicrelerinden fibroblastlari, makrofajlari, mast
hicreleri ve diger bag dokusu hucrelerini igerir [8].

Leydig hucreleri, ergenlik déneminde daha fonksiyonel bir hale
gelmekle birlikte; prenatal gelisim slrecinde de testosteron sentezini
gerceklestirir. Bu hicreleri, eksentrik duruglu yuvarlak nukleuslari ve
eozinofilik boyanan sitoplazmik yapilari ile histolojik boyamalarda kolaylikla
ayirt edilebilmektedir. Leydig hucreleri, diz endoklazmik retikulum ve
mitokondrilerinde bulanan enzimlerle testosteron gibi steroid hormonlari
sentezleyebilmektedir.  Bilindigi  gibi, testosteron hormonu normal
spermatogenezin devamliigi, gonadotropin salgilanmasinin kontroli ve
cinsiyet farkhlasmasinda rol oynamaktadir [8].

Seminifer tubulleri olugturan germinal epitel ya da seminifer epitel,
Sertoli hucreleri (sustentakuler hicreler) ve spermatogenik htcreler
(spermatogonyum, spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzamig spermatid)
olmak Uzere iki hiicre grubu icermektedir. Sperm hucrelerinin Gretiminden
sorumlu olan germinal epitel, 4-8 hiicre tabakasindan olugmaktadir (Sekil
2.4).

2.3.1. Spermatogenik Hucrelerin Yapisi ve Gorevle  ri

Spermatogenik hucreler tarafindan belli zaman dilimlerinde cesitli
hormonlarin kontroli altinda spermlerin Uretim slrecine spermatogenez adi
verilmektedir. Ergin bir memelide, bu strecin sonucunda gunde yaklagik
2X108 adet sperm hiicresi tretildigi tahmin edilmektedir.

Spermatogenez mitoz bolinme, mayoz bélinme ve spermiyogenez
olmak ulzere g farkli evreden olusur. Spermatogonyalarda meydana gelen
mitotik bolinmeler bazal kompartmanda olurken, mayoz ve spermiyogenez
evreleri ise adluminal kompartmanda meydana gelmektedir (Sekil 2.5). Bu ¢
evre insanda yaklagik 74 ginde tamamlanmaktadir [9].

Farede, insana gore daha kisa slren spermatogenez, toplamda 35
gunde gerceklesmektedir. Farelerde mitotik evre yaklasik 11 giin, mayotik
evre yaklasik 10 giin, spermiyogenez ya da postmayotik evre ise yaklasik 14
gunde tamamlanmaktadir [10]. Farelerde spermatogenez sureci ortalama 8-9
ginde bir baslamaktadir. Spermatogenez evrelerinin sirelerinde fare
turlerine gore kucuk farkliliklar olabilmektedir [8, 11].
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Sekil 2.5.  Spermatogenezin asamalari. Spermatogonyal hiicreler, ¢ok sayida mitotik
bolinme gecirmektedir. Primer ve sekonder spermatositler ise sirasiyla
birinci ve ikinci mayoz bolinmelerini gegirmektedir. Spermiyogeneze
giren yuvarlak spermatidler, olgun spermleri olusturmaktadir. Bu sekil [8]
nolu kaynaktan alinmistir.

Spermatogenez evrelerinden ilki olan mitotik evrede, spermatogonyal
kok hucreler yogun bir sekilde prolifere olmaktadir. En az farklilagsmis germ
hicre tipi olan spermatogonyalar, yaklasik 12 pm capindadir. Bazal
kompartmanda bazal laminanin hemen Uzerinde yer alan bu hiicreler, Sertoli
hicreleri tarafindan cevrelenmektedir. Hematoksilen-Eozin ile
boyandiklarinda koyu boyanmis c¢ekirdeklerinin etrafinda daha agik boyanmig
bir alana sahiptirler (Sekil 2.6). ince sitoplazmik koprilerle birbirlerine bagli
tip A spermatogonyalar, soluk ve koyu olarak iki gruba ayrilmaktadir. Koyu tip
A spermatogonyalarin, kok hicre 6zelliginde olduklar kabul edilmektedir.
Cunkd bu hucreler, erigkin hayat boyunca c¢ogalabilme, kendilerini
yenileyebilme, farklilasan spermatogenik hucreleri olusturabilme ve
yaralanma durumunda hizla cogalma potansiyeline sahiptirler. Kanser
tedavilerinde kullanilan gonadotoksik etkenler (kemoterapi ve radyo terapi
gibi) ve genetik faktorler bu hucreleri etkileyerek infertiliteye neden
olabilmektedir. Tip A spermatogonyalarin farklilagsmasi ile olusan tip B
spermatogonyalar, tip A’'lara gbre daha fazla farklilagsmis ve mayoza girmeye
yonelmis progenitor hicrelerdir [12]. Spermatogonyalar arasinda kurulan

11



sitoplazmik kopruler, sperm olusumuna kadar tim spermatogenik hicrelerin
arasinda da go6zlenmektedir. Bu koprulerin spermatogenez strecinin
senkronize bir sekilde gerceklesmesini sagladigr dusundlmektedir. Tip B
spermatogonyalar, son  mitotik  bolinmelerinin  ardindan  primer
spermatositlere farklagsmaktadir [8].
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Sekil 2.6.  Hematoksilen-Eozin ile boyanmis sican testisi. Seminifer tiibul epiteli, baslica
spermatogenik hicreler ve destek hicreleri olan Sertoli hiicrelerinden
olusmaktadir. intertiibiiler alanda ise Leydig hiicreleri, bag dokusu hiicreleri ile
lenfatik ve kan damarlari bulunmaktadir. Bu sekil, [1] nolu kaynaktan alinmistir.

Primer  spermatositler, interfazin S-fazinda DNA sentezi
gerceklestirerek, DNA miktarini 4n’e ¢ikarmaktadirlar. G2 fazinin ardinda bu
hiicreler farede yaklagik 10 gin siren birinci mayoz bdlinmeye girerler.
Birinci mayozun profaz safhasi leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve
diyakinez evrelerinden olusmaktadir [8].

Profaz, spermatogenezin en uzun siren asamasi olup, insan da
yaklasik 22 gunde tamamlanmaktadir. Profazin alt evrelerinde, homolog
kromozomlar eslesmektedir. Homolog kromozomlarin eglesmesi sirecinde
kardes olmayan kromatidler arasinda genetik madde degisimi
gerceklestirimektedir. Bu genetik madde degisimi krossing-over olarak
adlandiriimaktadir. Krossing-over ile spermatogenez sirecinde uretilen
spermlerin farkli genetik kombinasyonlara sahip olmasi saglanmaktadir [8].
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Sekil 2.7.
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Spermatogenez slrecinde kromozomal dizenlenim. Testiste, seminifer
tublllerin bazal bélgesinde bulunan spermatogonyalar primer spermatositlere
farklanmaktadir. Primer spermatositlerden mayoz bélinme sonucunda
sekonder spermatosit ve spermatidler olusmaktadir. Morfolojik degisimler
geciren spermatidler de, haploid sayida kromozoma sahip olan sperm
hiicrelerini olusturmaktadir. Bu sekil, [5] nolu kaynaktan alinmistir.

Primer spermatositlerde profaz asamasi uzun surdiagi icin histolojik

kesitlerde gorulen spermatositlerin ¢cogunlugu bu tiptedir. Spermatogenik
hicrelerin en blyugu olan primer spermatositler, belirgin kromozomal yapilari
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ile diger hucrelerden kolaylikla ayirt edilebilmektedirler. Bu hicreler, profaz
asamasinda krossing-over ile genetik bilgi degisimi gerceklestirmektedirler.
Birinci mayozun profaz asamasindan sonra metafaz, anafaz ve telofaz
evrelerini  geciren primer spermatositler, sekonder spermatositleri
olusturmaktadirlar [8].

Birinci mayoz bdlinme ile kromozom sayisi yariya dastugu icin,
sekonder spermatositler 22+X veya 22+Y icerikte haploid sayida kromozom
(23 kromozom) igeren kuguk hucrelerdir. Bu hicrelerin DNA miktari ise
4C’den 2C'ye diusmektedir. Sekonder spermatositler, interfaz asamasinda
cok kisa kalmakta ve DNA sentezi (S-fazi) gerceklestirmemektedirler. Hizli
bir sekilde ikinci mayoz bdlinmeye giren sekonder spermatositlerin, testis
kesitlerinde gorilmeleri oldukga zordur (Sekil 2.7) [8].

ikinci mayoz bélinme asamasina giren sekonder spermatositler
profaz, metafaz, anafaz ve telofaz bolinmeleri gecirerek; 4 adet yuvarlak
spermatid olusturmaktadir (Sekil 2.7). Yuvarlak spermatidler, 7-8 um capinda
olmalari ve cekirdeklerindeki yogunlasmis kromatin bdlgeleri ile ayirt
edilebilmektedir.  Bu  hicreler, seminifer tibul lUmenine  yakin
yerlesmektedirler. Yuvarlak spermatidler, hem kromozom (1 N) hem de DNA
miktari (1 C) agisinda haploiddirler. Spermatositler ve yuvarlak spermatidler
adluminal kompartmanda vyer alirken; wuzayan spermatidler Sertoli
hicrelerinin lumene bakan yuzlerindeki kriptalarda bulunmaktadir. Yuvarlak
spermatidler, spermatogenezin o©6nemli bir farklilasma asamasi olan
spermiyogenez surecine girmektedirler [8, 12].

Spermiyogenez sirecinde kamgi gelisimi, akrozom gelisimi, fazla
sitoplazmanin atilmasi ve nuklear yogunlagsma gibi morfolojik degisimler
meydana gelmektedir. Spermiyogenez, Uc¢ evrede incelenmektedir (Sekil
2.8):

Golgi evresi: Yuvarlak spermatidin sitoplazmasinda belirgin bir Golgi
kompleksi, mitokondri, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve duz
endoklazmik retikulum bulunmaktadir. PAS (periyodik asit sift) pozitif
boyanan kicuk proakrozomal granuller, cekirdege yakin yerlesmis Golgi
komplekslerinde birikir. Bu Golgi kompleksleri daha sonra birleserek, zarla
cevrili tek bir akrozom granulini olusturur [8].

Bu arada, akrozomun tam kargi tarafina go¢c eden distal sentriyol,
kamci aksonemini olugturmaya baslar. Genel olarak kamgi, keratin iceren dig
yogun lifler ve fibroz bir kilif ile cevrili bir aksoneme (9 + 2 mikrottbul
diziliminde) sahiptirler. Bu arada, aksonem etrafinda mitokondriyonlar sarmal
bir yapi olusturmaya baglamaktadir [8].
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Sekil 2.8.  Spermiyogenezin asamalari ve olgun spermin yapisi. Spermiyogenez golgi fazi,
akrozomal ve olgunlasma evrelerinden olusmaktadir. Olgun bir sperm bas,
boyun ve kuyruk bélimlerinden olusmaktadir. Bu sekil, [8] nolu kaynaktan
alinmistir.

Akrozomal evre: Akrozom granili, sikica paketlenen cekirdegin 6n
yarisini kaplayacak sekilde genisler. Bu agsamadan sonra bu yapi, akrozom
olarak tanimlanmaktadir. Akrozom icinde ndraminidaz, hiyalironidaz,
akrozin, asit fosfataz ve diger hidrolitik enzimler bulunmaktadir. Akrozom, gok
sayida sindirici enzim icermesi nedeniyle lizozom organeline benzerlik
gostermektedir. Akrozomal enzimlerin, oositi gevreleyen kumulus hicrelerinin
birbirlerinden ayrilmasinda ve zona pellusidanin yikiminda etkin olduklari
dusundlmektedir. Spermin oosit ile kargilasmasi durumunda akrozom zari ile
sperm hicre membrani kaynasmakta ve akrozom icerigi hicre disina
verilmektedir. Bu olay, akrozomal reaksiyon olarak tanimlanir.
Spermiyogenezin bu evresinde spermatid yon degistirmektedir. Boylece,
aksonem seminifer tlbdl lGmenine dogru uzanir. Bu dénemde spermatid
cekirdegi uzar ve daha siki paketlenmis bir hal alir. Kamg¢i olugsumu ile birlikte
mitokondriler, kamg¢i etrafindan sarmal bir sekilde dizenlenerek kuyruk orta
parcasini olusturmaktadir. Bu bélgeden, sperm hareketi icin gerekli olan
enerji Uretilerek; spermin oosite ulasmasi saglanir [8, 12].

Olgunla sma evresi: Bu asamada cekirdek genis Olgcude yeniden
dizenlenmekte ve siki bir sekilde paketlenmektedir. Cekirdek yogunlagsmasi,
somatik histonlarin (H1, H2A, H2B ve H4) arjinin ve lizince zengin
protaminlerle yer degistirmesiyle meydana gelmektedir. Sperm niklear
genomunun siki bir sekilde kondense edilmesi, transkripsiyonel aktivitenin
blyuk olcide durmasina neden olmaktadir. Olgunlasma evresinde,
uzayan/uzamis spermatid hicreleri arasindaki sitoplazmik kdpruler yikilmaya
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baslamaktadir. Fazla sitoplazmanin atilmasi ile olgun spermler
olusturulmaktadir. Atilan sitoplazmik artiklar ise Sertoli hiicreleri tarafindan
fagosite edilerek ortamdan uzaklastirilmaktadir. Olgun spermler, epididimise
testis sivisi olarak adlandirlan bir sivi icinde aktariimaktadir. Steroidler,
proteinler, iyonlar ve testosteronla iligkili androjen baglayan proteini iceren
testis sivisi, Sertoli htcreleri ve rete testisteki hucreler tarafindan
salgilanmaktadir [8].

Spermiyogenez asamasindan sonra, olgun sperm hcreleri
“spermiyasyon” olarak tanimlanan bir islemle seminifer tdbdl lGmenine
verilmektedir. Olgun bir sperm bas, boyun (baglanti pargasi) ve kuyruk olmak
Uzere U¢ bolgeden olusmaktadir (Sekil 2.8). Bu lc¢ bdlgede, plazma
membrani tarafindan sariimaktadir. Bas bdlgesi buyik oranda akrozom ile
cevrelenmis kondense bir cekirdegi icermektedir. Spermin boyun bdlgesinde
bir cift sentriyol vardir. Distal sentriyol, sperm kuyrugunun aksonemini
olustururken; proksimal sentriyol ise erken embriyonik bélinmeler igin gerekli
olan mikrotubul olusumuna kaynaklik etmektedir [12].

Kuyruk boélgesi ise orta parca, esas parca ve son parca
bolumlerinden meydana gelmektedir. Orta parca boélgesinin merkezinde 9+2
mikrottbullerden olugsan aksonem ve dis yodun liflerden olusmaktadir. Dig
yogun lifler, dokuz uzamina kolondan olusur. Dig yogun liften sonra
mitokondriyon sarmal gelmektedir. Mitokondriyolar, orta parcanin sonunda
yer alan anulusa kadar uzanmaktadir. Esas parca ise kuyrugun en uzun
parcasidir. Orta parcadan farkli olarak dis yedi yodun lif yapisi iceren esas
parca, benzer yapida aksonem ve fibroz (keratin yapisinda) bir kiliftan
olusmaktadir. Kuyruk son parcasinda, dis yogun lifler ve fibroz kilif
bulunmamakta; sadece aksonemden olusmaktadir [12].

2.3.2. Sertoli Hicrelerinin Yapisi ve Gorevleri

Sertoli hucreleri, ilk kez 1865 yilinda Enrico Sertoli tarafindan
tanimlanmistir [13]. Sertoli htcreleri, pubertaya kadar germinal epitelin
%90’nunu olustururken; puberta sonrasi %10 dizeyine kadar dismektedir.
ilging olarak bu hiicreler, puberta 6ncesi mitotik béliinmeler gerceklestirirken;
puberta sonrasi mitotik bolinmeler gerceklestirememektedir. Sertoli
hicreleri, seminifer tibuli gevreleyen bazal lamina Gzerine oturan ve limene
kadar uzanan prizmatik hicrelerdir. Bu morfolojik yerlesimleri ile intertibuler
alan ile seminifer tibuller arasindaki baglantiyr sagladiklari digtunulmektedir.
Bu hiicrelerin yan yuzleri, spermatogenik hicreler icin kriptalar (cukurcuklar)
bulunmasi nedeniyle dizensiz bir yapi gostermektedir. Sertoli hiicrelerinin en
onemli 0©zelliklerinden birisi de, buydk bir cekirdekleri ve cekirdegin
heterokromatin kitlesi ile iligkili belirgin bir ¢ekirdekgige sahip olmalaridir.
Cekirdekleri uzamig bir sekilde olup; cekirdek kilifinin c¢ok sayida
invaginasyonu goze carpmaktadir [4, 12]. Ayrica, bu hiicreler ¢cok sayida lipid
damlaciklarina, gucli bir hicre iskeleti yapisina (vimentin, aktin ve
mikrottbullerden olusan), ¢cok sayida diz ve az sayida grantllii endoplazmik
retikulum, c¢ok sayida mitokondri, lizozom, iyi gelismis Golgi aygiti
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organellerine ve zengin hulcre iskeletine sahiptirler. Bu hicreler, FSH ve
testosteron reseptdrlerini de eksprese etmektedirler [12].

Sertoli hicrelerinin bazolateral ylzeylerinde bulunan siki baglantilar
(zonula okludens), bu hicrelerin  arasindaki gecisi buyuk olgude
engellemektedir. Bu baglantilar germinal epiteli, bazal ve adluminal olmak
Uzere iki kompartmana bolmektedir. Bazal kompartmanda
spermatogonyumlar yer alirken; adluminal kompartmanda ise primer
spermatosit, sekonder spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzayan/uzamis
spermatidler bulunmaktadir. Kompartmanlagsmay! olusturan siki baglantilarin
olusturdugu kan-testis bariyeri, spermatosit ve spermatidleri otoimmun
reaksiyonlardan korumaktadir. Bu bariyer, kandan antikorlar dahil olmak
Uzere cok sayida immdinolojik proteinin gecisini Onlerken; ayni zamanda
gelismekte olan spermatogenik hicrelerden kéken alan immin reaksiyonu
indukleyebilecek proteinlerin kan damarlarina ulagsmasini engellemektedir [1,
4]. Setoli hidcreleri arasinda arallk baglantilarda (gap jucntions)
bulunmaktadir. Bu baglantilar, hiicreler arasinda gesitli kiigiik molekdllerinin
gecisini saglamaktadir [8].

Sertoli huicrelerinin gorevleri 6zet olarak: a) Spermatogenik hiicrelerin
beslenmesi, desteklenmesi ve korunmasi: Spermatogenik hicrelerine besin
maddelerini iletimi ve kullanilan metabolitlerin uzaklastiriimasinda Sertoli
hicreleri kritik bir dneme sahiptir. b) Belirli faktérlerin salgilanmasi (fetal
donemde antimulleriyan hormon, ergin donemde aktivin, inhibin, androjen
baglayici protein ve transferin gibi): Testosteron ve FSH kontrolinde
salgilanan androjen baglayici protein, seminifer tubuldeki testosteronun
yogunlastiriilmasinda gorev almaktadir. Bu hicrelerin testosteronu dstradiole
cevirebilme yetenegi oldugu da belirtiimektedir. c) Spermiyogenez sirecinde
atilan sitoplazmik atiklarin fagosite edilmesi: Fagosite edilen artik cisimler,
lizozomlar tarafindan sindirilmektedir. d) Kan-testis bariyerinin kurulmasi: Bu
bariyer, buyidk molekullerin kan damarindan spermatogenik hcrelerin
arasina girisini engellenmektedir. €) Spermatogenik hicrelerin limene dogru
hareketlerine yardimci olunmasidir. Spermiyasyon olarak bilinen bu iglem,
aktin aracili kontraksiyon ile gerceklestiriimektedir [1, 4, 12].

2.3.3. Spermatogenezin Hormonal Kontrolu

Spermatogenez, hipofizin 6n lobundan (adenohipofiz) salgilanan
FSH ve LH hormonlari ile kontrol edilmektedir. FSH ve LH salinimi,
hipotalamustan salgilanan GnRH (Gonadotropin salgilatici  hormon)
tarafindan uyariimaktadir (Sekil 2.9).

FSH, Sertoli hicrelerini uyararak androjen-baglayici protein, inhibin
ve aktivin Uretmelerine neden olur. Androjen-baglayici protein (ABP),
testosteron ile dihidrotestosterona baglanmaktadir. Bu kompleksler
(ABP/testosteron ve  ABP/dihidrotestosteron), androjenlerin  gelisen
spermatogenik htcrelerin etrafinda olduk¢a yogun dizeyde bulunmasini
saglamaktadir. Sertoli hucreleri tarafindan salgilanan inhibin ise
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hipotalamustan salinan gonadotropin salgilatici faktoriin salinimini azaltarak;
Oon hipofizden FSH dretimini dustrmektedir. Ayrica, Ostradiolin de GnRH
salinimini azaltici etki yaptigi bilinmektedir (Sekil 2.9). Aktivin molekilu ise
inhibine zit etki gostererek, 6n hipofizden FSH uretimini arttirmaktadir. Bu
molekillere ek olarak, fotal dénemde Sertoli hiicreleri tarafindan salgilanan
Mullerian inhibe edici hormon (AMH) disi genital organ geligimini
baskilayarak; erkek genital organ gelisimini uyarmaktadir [12].

. Ostradiol
U Hipotalamus € (9
’ GnRH B
' R Hipofiz i InhibinB 4
= 2ot W, O%
. ! LH/I (+) (+)\|IFSH ' o
\‘ : : ‘/
o Seminifer
PQ tiibuller

Sperm

Sekil 2.9. Erkek gonadal aksin sematik gosterimi. Hipotalamus ve hipofiz aksinda
salgilanan faktor ve hormonlar testisin fizyolojik aktivitelerini kontrol etmektedir.
TE: Testosteron.

LH hormonu ise Leydig hicreleri tarafindan testosteron ve
dihidrotestosteron hormonlarinin uretilmesini uyarmaktadir. Testosteron,
spermatogenezin devamlihginda kritik bir 6neme sahip olup, sperm uretimini
saglamaktadir. Ayrica, bu hormon geri bildirim yoluyla hipofizi etkileyerek LH
salinimini dizenlemektedir (Sekil 2.9). Leydig hicreleri, intertibuler alanda
topluluklar halinde kan ile lenf damarlarina yakin yerlesmistir. Bu hucreler,
steroid hormon dretimine uygun olarak lipid damlaciklari, tibuler kristali
mitokondriyonlar ve iyi gelismis diz endoplazmik retikulum organellerine
sahiptirler. LH uyarimina bagl olarak, Leydig hicreleri sahip olduklari 5a-
reduktaz enzimi etkinliginde testosteron ve dihidrotestosteron hormonlarini
sentezler. Testosteronun yaklasik %95’'i Leydig hicreleri tarafindan
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uretilirken, kalan %5’lik kisim ise bobrekustl bezi tarafindan uretiimektedir.
Testosteron, Sertoli hdcrelerini ve seminal bezi kontrol ederken;
dihidrotestosteron ise prostat bezini etkileyerek, bu bezin salgilama
Ozelliklerini dizenlemektedir. Testosteron dizeyinin normal seviyenin dstiine
ctkmasi durumunda, negatif geri bildirim ile adenohipofizden LH salinimi
azaltiimaktadir [2, 12].

2.4. Okaryotik Hiicrelerde Transkripsiyon

Okaryotik huicrelerde 20.000-25.000 kadar gen oldugu bilinmektedir.
Bu genlerin bazilari, tim hicrelerde surekli eksprese edilirken; bazilar ise
hiicrenin farklilagma stirecine girmesi ya da mikrogevredeki degisimlere tepki
olarak transkribe edilmektedir. Transkripsiyon sirecinde, U¢ farkli RNA
polimeraz enzimi gorev yapmaktadir. Nukleoplazmada yerlesik olan RNA
polimeraz 1l mRNA’lar, kiicik nikleolar RNA’lar, kiicik niklear RNA'lar ve
mikro RNA’larn sentezlemektedir. NUkeolusta bulunan RNA polimeraz |
enzimi ise bluyuk ribozomal RNA o6ncillerinin sentezini gerceklestirmektedir.
Sentezlenen ribozomal RNA onctlleri, kiiclk parcalara ayrilarak ribozomal alt
Unitelerin  olusumuna katilmaktadir. NUkeoplazmada yerlesik olan RNA
polimeraz 11l enzimi, tRNA’larin, 5S ribozomal RNA’larini ve kug¢uk nuklear
RNA’larin transkripsiyonlarini yapmaktadirlar. Transkripsiyon sirecinde, bu
uc tip RNA polimeraz enzimi diginda sekans-6zgi DNA'ya baglanan
transkripsiyon faktérleri (trans-akting faktorler), yardimci duizenleyiciler
(DNA'ya baglanan faktorleri transkripsiyonel komplekse baglayan
molekillerdir.) ve kromatini yeniden dizenleyen faktérler de aktif rol
oynamaktadir. RNA polimeraz enzimi ve transkripsiyon-iligkili faktorlerin,
genin promotor bélgesine baglanmasi ile transkripsiyon gerceklesmektedir.

Bir genden transkribe edilen mRNA’larin ¢cogunlugu, 3’-ucuna poli(A)
kuyrugunun takilmasi, intronlarin ¢ikariimasi ve transkripsiyon sonrasinda 5’-
bagslik takilmasi gibi 6nemli degisimlere ugramaktadir. mRNA’lara 5’-ucuna
baslik takilma iglemi, guanin nukleotidinin 7. karbon atomuna metil grubunun
takilmasiyla (m’G) gerceklestirilir. Poliadenilasyon olarak bilinen, 3'-ucuna
200-250 adenin nikleotidinden olusan poli(A) kuyrugunun takilmasi iglemi
nikleusta bulunan poli(A) polimeraz enzimi tarafindan gerceklestiriimektedir.
Bu degisimler mRNA’larin nlkleazlardan korunmalari, sitoplazmaya
tasinmalari ve metabolizmalari (translasyonlari ve degradasyonlari) gibi
islemlerin normal bir sekilde gerceklesebilmesi icin gereklidir. mRNA’larin
transkripsiyon sonrasi, kesim (splayzing) ile intronlar cikarilarak ekzonlar
birlestiriimektedir. Boylece, protein sentezi i¢in kullanilacak gendeki kodlama
bdlgeleri mRNA'da bir araya gelmektedir [14-16].

Bazi mRNA’larin ekspresyon kontrolu ise translasyonel asamada
yapilmaktadir. Translasyonel kontrol, translasyon baslatici faktérlerin fosforile
edilmesi ve ribozom alt Unite kompleksinin olusumunun dizenlenmesi ile
yapiimaktadir. Bazi mRNA’larin 3’ ve 5’ uclarinda bulunan transle olmayan
bdlgelere (UTRs) baglanan belirli faktorler translasyonun basglamasi, devami
ve sonlanmasinda rol oynamaktadir. Posttranslasyonel kontrol ise
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sentezlenen proteinlerin  modifikasyonu ve degredasyon islemleri ile
gerceklestiriimektedir. Boylece, hicrenin ihtiyacina bagli olarak proteinler
yikilabilmekte ya da fosforilasyon iglemi ile proteinlerin aktivitesi
baskilanmakta ya da arttirilabilmektedir [17].

Translasyonel olarak Poli(A) kuyrugunun Translasyonun
inaktif MRNA uzamasl baslamasi/aktivasyonu

Sekil 2.10. Memeli disi germ hicrelerinde translasyonel aktivasyon. Translasyonel olarak
inaktif olan mRNA’lar, kisa bir poli(A) kuyruguna sahiptir. Bu mRNA’lardan
protein sentezlenecegdi zaman poli(A) kuyruklari uzatiimaktadir. Uzamis poli(A)
kuyruguna baglanan PABP proteinleri, 5-baslik kismina baglanan diger
faktorlerde etkileserek translasyonu baslatmaktadir. Bu sekil, [18] nolu
kaynaktan alinmistir.

Erkek ve disi germ htcreleri, somatik hicreler ile karsilastirildiginda
posttranskripsiyonel kontrol asamasinda farkhliklar gostermektedirler. Germ
hiicrelerinde, sitoplazmaya tasinan bazi mRNA’lar, daha sonraki donemde
kullaniimak Uzere translasyonel olarak baskilanmis ribonikleoprotein
partiktller (RNP) olarak depolanir. RNP olarak mRNA’larin depolanma
isleminin en iyi 6érnekleri, erken spermatogonez ve oositin mayotik uyarimdan
onceki donemlerinde go6rilmektedir. Bu mRNA’larin translasyonlarinin
baglamasi icin ¢ok sayida faktérin gorev yaptigi bir kompleks olusmaktadir.
mRNA’larin 5-baslik yapisini olusturan m’G (7-metil guanozin), elF4E
(6karyotik baglatma faktorii 4E) ile etkilesmektedir. Poli(A) kuyruguna ise
poli(A) baglanma proteinleri (PABP’lar) baglanmaktadir. Translasyonun
baglatilabilmesi icin PABP’In 80 ile 250 poli(A) rezidisine baglanmasinin
gerekli oldugu belirtiimektedir [18-20].

iskelet proteini olarak gérev yapan elF4G proteini de, elFAE ve
PABP proteinleri ile iligki kurmaktadir. Bu ¢ protein, mRNA yapisini stabilize
etmekte ve olusan kapall sirkiler yapinin devamliigini saglamaktadir (Sekil
2.10). Komplekse baglanan elF3 molekulinin elF4G ile etkilesmesi
sonucunda ribozom alt Uniteleri (40S ve 60S) bu bdlgeye toplanarak,
translasyon gerceklestirilir. Hucrenin gereksinim duydugu miktarda protein
sentezlendikten sonra, PARN enzimi tarafindan transle edilen mRNA'nin
poli(A) kuyrugu parcalanarak; mRNA'nin degradasyonu gerceklestirilir. Bu
mekanizma, belirli proteinlerin ihtiya¢ duyulan gelisim déneminde ve istenilen
miktarda sentezlenmesine imkan vermektedir [21-23].
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2.4.1. Spermatogenik Hicrelerde Transkripsiyon ve Translasyon

Spermatogenez, oldukca kompleks bir iglem olmasi nedeniyle bu
surecte cok sayida protein ve transkripte ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu proteinler
ve transkriptleri eksprese eden genler, (i¢ ana grupta toplanabilmektedir. ilk
grubu sadece spermatogenik hicreler tarafindan eksprese edilenler
olusturur. Bu genlerin homologlari da, somatik htcrelerde de bulunmaktadir.
Bu grupta gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenez, fosfogliserat kinaz-1, i1si sok
protein 70 gibi genler yer almaktadir. ikinci grupta yer alan genler ise somatik
hicrelerde transkribe edilmeyip, sadece germ hicrelerinde eksprese
edilmektedir. Bu grup genlere 6rnek olarak protamin ve gecis proteinleri
verilebilir. Uclincli grup genler ise alternatif kesim, alternatif promotorlar ve
farkh transkripsiyon baslama boélgelerinin bulunmasina bagli olarak farkh
uzunluk ve farkh amino asit iceriginde proteinler ve transkriptler
uretiimektedir. Bu genlerin Uriinleri germ hucrelerinde oldugu gibi somatik
hicrelerde de bulunmaktadir. Bu tip transkriptlere 6rnek olarak tip 1
hekzokinaz (Hk1) verilebilir. Bu genin germ hticre 6zgul olan Hk1-sa, Hk1-sb,
Hk1-sc gibi farkh transkriptlerinin oldugu ortaya konulmustur [11].

Erkek germ hucrelerinde, somatik hicrelerde oldugu gibi yukarida
tanimlanan 0¢ gen tipinin ekspresyonel kontrolleri transkripsiyonel,
translasyonel (posttranskripsiyonel) ve posttranslasyonel asamalarda
gerceklesmektedir. Transkripsiyonel kontrol, genin promotor bdlgesine
transkripsiyon faktorlerinin - baglanmasi, poli(A) kuyrugunun 3’ ucuna
takilmasi, 5’-ucuna baslk takilmasi (7-metil guanozin) ve alternatif kesilme ile
intronlarin aradan ¢ikarilmasi gibi islem basamaklarinda olabilmektedir [11].

Translasyonel kontrol ise mRNA’larin 3’- ve 5’- uclarina elF4E,
elF4G, PABP proteinleri ile diger molekillerin baglanmasiyla olusan
translasyon kompleksinin olusumu ve ribozomal alt Gnitelerin baglanmasi gibi
asamalarda gerceklestiriimektedir. Protein sentezi sonrasinda endoplazmik
retikulum ve golgi organellerinde proteinlerin bazi aminoasitlerine belirli
gruplarin takilmasi, fazladan sentezlenen ya da yanlis sentezlenen
proteinlerin proteazomlarda yikilmasi gibi iglemler ise translasyonel kontrol
amach yapilmaktadir [11].

Transkripsiyonel aktivite, spermatogenezin alt asamalarindan olan
spermiyogenezin ortasinda durmaktadir. Bu nedenle postmayotik hticreler
olan yuvarlak spermatidler, uzamis spermatidler ve sperm hiucrelerinde
transkripsiyon gerceklesmemektedir (Sekil 2.11). Bu nedenle, spermatogenik
germ hucreleri posttranskripsiyonel kontrole gereksinim duymaktadir. Bilindigi
gibi, erken spermatogenez sirecinde spermatogonyalar ve spermatositler
tarafindan transkribe edilen mRNA’larin bir kismi gerekli proteinlerin
sentezinde kullanilirken; bir kismi ise depolanmaktadir. Depolanan
mRNA’lar, ribonlUkleoprotein partikiller halinde hicre sitoplazmasinda
translasyonel olarak baskilanmis durumda kalmaktadir [24-26].
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Sekil 2.11. Memeli spermatogenik hicrelerin transkripsiyonel aktiviteleri. Spermatogenez,
mitotik  boélinmeler, mayoz bdélinme ve spermiyogenez fazlarindan
olusmaktadir. Spermatogonya, pakiten spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde
transkripsiyon gerceklestirilirken; spermiyogenez sirecinde ise transkripsiyonel
aktivite durmaktadir. Transkripsiyonel aktivitenin pakiten spermatositlerde en
yuksek duzeye ulastigi gorulmektedir. Bu sekil, [27] nolu kaynaktan alinmistir.

Ge¢ spermiyogenez sirecinde goérilen morfolojik ve fizyolojik
degisimler icin gerekli proteinler, depo mRNA’larin translasyonu ile
saglanmaktadir. Uzayan ve uzamis spermatidler sahip olduklar ribozomlar
ile bu sessiz mRNA’larin translasyonlarini gergeklestirebilmektedirler. Bu
hiicreler tarafindan depo mRNA’lardan Uretilen proteinler arasinda akrosomal
protein SP-10 [28], gecis proteinleri [29], protaminler [30] ve diger surekli
Uretilen proteinler yer almaktadir.

2.4.2. Spermatogenik Hucrelerde Posttranskripsiyo  nel Kontrol

Memeli disi germ hucreleri ve erken embriyonik gelisim donemlerinde
transkripsiyonel aktivite ile ilgili cok sayida calisma yapilmistir. Bu ¢alismalar
sonucunda, oogenez slUrecinde mayotik  matirasyonla  birlikte
transkripsiyonun durdugu ve embriyonik genom aktivasyonuna kadar depo
mRNA’lardan gerekli proteinlerin Uretildigi belirlenmistir. Embriyonik genom
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aktivasyonu, farede 2-hiicreli asamada olurken [31]; insanda ise 4-8 hicreli
embriyo asamasinda meydana gelmektedir [32]. Transkripsiyonun durdugu
mayotik matirasyon donemine kadar transkribe edilip, depolan mRNA’larin
poli(A) kuyruklari kisaltiimaktadir. Oogenez ve erken embriyo geligsim
doneminde, bu mRNA’lardan belirli proteinlerin sentezi icin poli(A) kuyruklari
uzatiimaktadir. Boylece, RNA-baglanma proteinleri poli(A) kuyruguna
baglanarak translasyonel aktiviteyi indtklemektedirler [33, 34].

Memeli spermatogenez asamalarinda spermatogonya, mayoz ve
erken spermiyogenez sireclerinde transkripsiyon devam etmektedir. Fakat,
oogeneze benzer olarak, spermiyogenez surecinin ortasinda transkripsiyon
durmaktadir. Transkripsiyonun uzayan spermatidlerde (9-10. asamalarda)
durmasinin, transkripsiyonel iglemlerde meydana gelen degisimlerden
kaynaklandigi dusuntlmektedir. Uzayan spermatid asamalari 12-13'de
transkripsiyonel baskilanmanin  devamlihgr ise kromatin yapisindaki
dizenlenmelere ve kromozomal kondensasyondan kaynaklandigi tahmin
edilmektedir [24, 35].

Mid-spermiyogenezde transkripsiyon durduktan sonra, geg¢
spermiyogenez fazinda nuklear kondensasyon, sperm kuyruk olusumu,
organellerin  yeniden duzenlenmesi  gibi morfolojik  degisimler
gerceklestirimektedir. Bu morfolojik ve fizyolojik degisimler igin belirli
proteinlere ihtiya¢c duyulmaktadir. Bu amacgla, erken spermatogenez
surecinde sentezlenen mRNA’lar translasyonel olarak baskilanmis olarak,
ribonUkleoprotein partikilleri (RNP) seklinde depolanir. Bu depolanmig
mRNA’larin, uzayan ve uzamis spermatidlerde translasyonlari yapilarak
gerekli proteinler sentezlenmektedir [26]. Gerekli proteinlerin, belirli
donemlerde depolanan mRNA’lardan sentezlenmesi islemi olduk¢a kompleks
ve sikl dizenlenme gerektirmektedir. Bu dizenlenmede, translasyonel ya da
postranskripsiyonel kontrol mekanizmalari gérev almaktadir [36].

Postranskripsiyonel kontrol ~mekanizmalarindan en 6nemlisi,
mRNA’larin 3’ ucunda bulunan poli(A) kuyrugunun uzatilip kisaltilmasidir. Bu
mekanizma ile kontrol edilen genlerden olan protamin 1 ve 2 (Prml, 2) ve
gecis proteinleri (Tp) yuvarlak spermatid (agsama 7) tarafindan transkribe
edilmekte ve RNP olarak depolanmaktadir. Bu mRNA’lar uzamis spermatid
(US) doneminde (asama 13) translasyonel olarak aktive edilerek protamin ve
gecis proteinleri sentezlenir. Yuvarlak spermatidlerde transkripsiyon sonrasi
translasyonal olarak inaktif durumda bulunan Prm ve Tp mRNA’lari yaklagik
180 nukleotidlik poli(A) kuyruguna sahiptir. Bu uzun poli(A) kuyruguna sahip
olan mRNA’larin translasyonel baskilanmasinda, MSY2 ve MSY4 RNA-
baglanan proteinlerin rol oynadigi ortaya konulmustur [37, 38]. MSY2 (Y
kromozomu erkek-spesifik bolgesi 2) ve MSY4 (Y kromozomu erkek-spesifik
bdlgesi 4) disinda diger RNA-baglanan proteinlerin de katilmasiyla, haberci
ribontkleoprotein  partiktller (mRNP’ler) olugsmaktadir. MRNP’ler
translasyonel olarak sessiz olmasi yani sira, mRNA yikimina kargi da
direnclidirler. Protamin ve gecis proteinlerini kodlayan mRNA’lar ilk
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sentezlendiklerinde yaklasik 160 nukleotidlik poli(A) kuyruguna sahip olarak
MRNP’de depolanmaktadir [39, 40].

Spermiyogenez ortasina dogru transkribe edilip, depolan mRNA’lar
oldugu gibi spermatogenezin mayoz ve erken spermiyogenez dénemlerinde
de transkribe edilip mRNP’lerde depolanan mRNA’larda bulunmaktadir. Bu
tip bir posttranskripsiyonel kontrole 6rnek olabilecek mRNA’lar arasinda
PGK-2 [41], TENR [42] ve SPNR [43] yer almaktadir. SPNR proteini,
mikrotubul-baglanan bir protein olup; uzayan ve uzamis spermatidlerdeki
manget ile iligki icindedir. Bu protein, depo mRNA’larin translasyon
islemlerinde goérev alabilmektedir [43]. PGK-2, TENR ve SPNR genlerinden
uretilen mRNA’lar, pakiten spermatositler tarafindan transkribe edilmekte ve
spermiyogenez surecine kadar translasyonel olarak baskilanmig halde
depolanmaktadirlar [44].

mRNA 5'm'G

L JelF4E od
elF4 = >
\3 3

. PP}
A
Translasyonel alarak Kisalan poli(A) kuyrugdu Translasyonun
inaktif mMRNA baslamasi/aktivasyonu

Sekil 2.12. Memeli spermatogenik hiicrelerde translasyonel aktivasyon. Spermatogenezin
erken doénemlerinde transkribe edilen uzun poli(A) kuyruguna sahip olan
mRNA'lar depolanmaktadirlar. Depolanan bu inaktif mRNA'lar,
spermatogenezin ge¢ doénemlerinde poli(A) kuyruklar kisaltilarak translasyonel
olarak aktive edilmektedirler. Bu sekil, [18] nolu kaynaktan alinmistir.

mRNA’larin 3’ ve 5’ uclarinda bulunan UTR (transle olmayan bolge)
olarak bilinen ve proteine donusmeyen sekanslar, depo mRNA’larin
translasyonel kontrollerinde rol oynamaktadir. 5-UTR’de bulunan kontrol
elementleri, translasyon kompleksinin olugsumunun baskilanmasi ve 43S
ribozomal Gnitenin  yer degistirmesinin engellenmesi ile translasyonu
baskilamaktadir. 3'-UTR bolgesinde yerlesik olan kontrol elementleri ise
translasyonun baskilanmasini mRNP bilesenlerin toplanmasina olanak
saglayarak gerceklestirmektedir. Boylece, mRNP hucre iginde p-cisimcikler
olarak tanimlanan boélgelerde beklemektedir. Bu 3’ ve 5 uclarda bulunan
UTR bolgeleri, posttranskripsiyonel kontrolde etkin bir rol oynadiklari gibi
translasyonel slrecte de gorev yapmaktadirlar. Ayrica, bu bdlgeler disinda
MRNA’larin posttranskripsiyonel kontroliinde goérev alan diger sekanslarin
olabilecegi de belirtiimektedir [45, 46].

Depo mRNA'lar, protein sentezi icin kullanilacaklari zaman
translasyonel olarak aktif polizomal bolgeye yonlendiriimektedir.
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Uzayan/uzamis spermatidlerde, bu mRNA’lar aktive olduklarinda poli(A)
kuyruklari 30 nikleotide dusmektedir (Sekil 2.12) [47]. Bu mRNA’larin
translasyonal aktivasyon sdreci ve poli(A) kuyrugunun Kkisaltiimasi
mekanizmasini kontrol eden faktorler tam olarak bilinmemektedir. Poli(A)
kuyrugunun kisaltiimasinin translasyonel aktivite icin énemli bir gereksinim
mi? yoksa translasyon sonucu ortaya ¢ikan bir durum mu oldugu heniiz net
olarak aciklanamamistir. Bu islemler icin mRNP partiktlinde yer alan bazi
proteinleri modifiye eden protein kinaz ve fosfataz enzimlerinin de bu sirecte
onemli oldugu belirtiimektedir [44]. Gec¢ spermiyogenez sirecinde depo
MmRNA’larinin translasyonlari kritik bir 6neme sahiptir. Herhangi bir hataya
bagll olarak posttranskripsiyonel kontrol mekanizmalarinda meydana
gelebilecek olasi bozukluklar, spermatid farklilasmasinda duraklama ve erkek
infertilitesine neden olabilmektedir [44].

Okaryotik hiicre icin yukarida anlatilan mekanizmaya benzer olarak
spermatogenik hicrelerdeki translasyonel aktivite icin olusan komplekste
elF4A, elF4G, elF3, 40S ve PABP proteinleri yer almaktadir (Sekil 2.13).
Depo mRNA'larin translasyonel aktivitelerinin baslamasi, devamliligi ve
azaltiimasi asamalarinda en dnemli gorevi bir RNA-baglanma proteini olan
PABP [poli(A) baglanma proteini] proteinleri Ustlenmektedir.

2.5. Poly(A) Ba glanma Proteinlerinin (PABP’lar) Genel Ozellikleri

Poli(A) baglanma proteinleri (PABP’lar), ©karyotik hicrelerde
bulunurken; prokaryotik hiicrelerde bulunmamaktadir. PABP’larin fonksiyonel
Ozellikleri ilk olarak mayalarda belirlenmigtir. Bu proteinlerin mayalarin
yasamlarinin devamliligi icin 6nemli oldugu go6zlenmistir [48]. Drosophila’da
ise sadece bir tip PABP geni oldugu ortaya konulmustur. pAbp olarak
sembolize edilen bu PABP geninin delesyonu embriyonik lethaliteye neden
olmaktadir [49]. Yuvarlak solucanlarda (Caenorhabditis elegans), iki adet
PABP proteini tanimlanmistir. PABP proteinlerinden birisi olan Pab-1'in
interfarans RNA ile baskilanmasi %50-80 oraninda embriyonik lethalite, steril
yavru olusumu ve buytume geriligi gibi bozukluklara neden olmaktadir [50].

Cok sayida PABP proteini iceren omurgalilarda, hticre ici yerlesimleri
ve evrimsel iligkilerine gére PABP proteinleri iki gruba ayriimaktadir. ilk
grubun  prototipi PABP1 (PABP, PAB1, PAB gibi isimlerlerde
kullaniimaktadir.) olup, insan ve farelerde PABPCL1 olarak isimlendirilirken;
kurbagada ise PABC olarak bilinir [51]. insan PABPC1 geninin klonlanmasi
ve proteinin yapisal 6zellikleri ilk defa Grange ve arkadaslari tarafindan 1987
yilinda gergeklestirilmistir. Bu calismada, PABPC1 geninin cDNA dizisi
belirlenmis ve bu dizinin transle ettigi proteinin molekuler agirhginin 70.244
kDa oldugu rapor edilmistir. insan PABPC1 proteini, maya poli(A) baglanma
proteini ile yiksek homoloji gostermekte ve poli(A) kuyruguna baglanabilme
Ozelligine sahiptir. PABPC1 mRNA'sI (2.9 kb’lik buyuklikte), sican karaciger
kanser hucreleri (hepatoma), insan melanoma hicre hatti ve 0ordek
eritroblastlarinda Northern blot yontemi ilk kez ortaya konulmustur [52].
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Sekil 2.13. Translasyona hazir mRNA yapisi. mRNA'nin 3’ poli(A) kuyruguna PABP
proteinleri baglanmaktadir. 5’ ucunda ise 7-metil guanozin yer almaktadir. 7-
metil guanozin, baslatici faktér 4E (IF-4E) baslatici faktor 4G (IF-4G) ile iliski
icindedir. IF-4G ise PABP proteini ile etkilesmektedir. Bu kapall ilmik yapisi,
translasyon icin hazir olan mRNA'nin stabilitesini korumaktadir. Bu sekil, [53]
nolu kaynaktan alinmistir.

PABPCL1 proteini, N-terminal bélgesinde 4 adet RNA tanima domaini
(RRM) ve C-terminal bdlgesinde ise bir adet PABP (PABC) domaini
icermektedir (Sekil 2.14) [54]. RRM domaini, 12 adenozine baglanarak; 25-27
adet adenozin rezidusunu koruyabilmektedir. Bdylece, yaklasik 250 adet
adenozinden olusan poli(A) kuyruk boélgesine ardigik olarak cok sayida PABP
proteininin baglanmasi gerekmektedir. ilk iki RRM domaini (RRM1 ve
RRM2), poli(A) kuyruguna yuksek istekle baglanmakta ve baglandiktan sonra
globdtiler bir yapi halini almaktadir. Bu globuler yapi birbirine paralel olmayan
4 adet beta tabakall yapi ve 2 adet alfa heliks alt tnitesinden olugsmaktadir.
RRM domaininin bir yuzi, poli(A) kuyruguna baglanirken; diger yuziu ise
protein-protein iligskilerinde goérev aldigi belirtimektedir. RRM3 ve RRM4
motifleri ise daha dusuk istekle poli(A) kuyruguna baglanmaktadir. Ayrica
RRM3 ve RRM4, RNA’larin AU zengin bdlgeleri gibi farkli mRNA sekanslari
ile de iligski kurabilmektedir [55, 56]. PABPCL1 proteinin, C-terminal bdlgesinde
prolin aminoasiti agisinda zengin olan baglayici bir domain ve karboksi
terminalde ise PABC domaini bulunmaktadir. Prolin-zengin domainin,
PABPCL1 proteinlerinin homodimerizasyonunda rol oynadidi disunilmektedir.
Boylece, PABP proteinleri birbirlerine baglanarak dimerler
olusturabilmektedir. PABC domaini, 5 adet alfa heliks alt Gnitesinden
olusmaktadir. Bu domainin, PABP proteinlerinin kendileri ve diger proteinlerle
etkilesim kurmasinda gorev yaptigi belirtiimektedir [57, 58].

Birinci grup PABP’larin arasinda PABPCL1 diginda iPABP, PABPC2,
PABP5 ve ePABP gibi poli(A) baglanma proteinleri de yer almaktadir (Sekil
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2.14). iPABP (induklenebilir poly(A) baglanma proteini, APP-1 ve PABC4
olarakta bilinir.), ilk olarak T-hicrelerinde tanimlanmistir.  T-htcrelerinin
aktive edilmesi durumunda iPABP mRNA dizeyinin belirgin miktarda arttigi
belirlenmistir. Ayrica, IPABP timus, dalak, prostat, testis, ovaryum, ince
bagirsak gibi somatik dokular tarafindan da eksprese edilmektedir [59].
IPABP protein yapisi, PABPC1 proteini ile bulyuk o6lcide benzerlik
gostermekle birlikte, RRM motifinde bazi fakli amino asitler bulunmaktadir. iki
proteinde prolin-zengin ara domaini aminoasit igerigi agisindan buyuk
farkhliklar gbze carpmaktadir. PAPC1’e benzer olarak, iPABP sitoplazmada
yerlesik olup; mRNA’larin poli(A) kuyruguna baglanmaktadir. Ayrica, iPABP
Okaryotik salgilatici faktér 3 (eRF3) ile iliski kurabilmektedir [60]. iPABP’in bu
Ozellikleri belirlenmesine ragmen mRNA’larin translasyonel kontrolleri ve
stabiliteleri Gzerinde bir etkisi olup olmadigi ile ilgili bir bilgi ortaya
konulamamisgtir.

Kurbaga ve memelilerde tanimlanan PABP genleri intron icermesine
ragmen sadece PABPC2 (PABP2 olarak da bilinmektedir.) geni intron
icermemektedir. PABPC2 geni, muhtemelen PABPC1 mRNA’sinin geri
transkriptaz enzimi tarafindan DNA'ya cevrildikten sonra, genoma giren bir
retrotranspozan olarak kabul edilmektedir. Maya ve memelilerde, bu gen
tarafindan uretilen PABPC2 proteini, RNA baglanma o6zellikleri ve boyutu
PABPC1 ile c¢ok buyuk benzerlik godstermektedir. PABPC2 genin
ekspresyonel kontrolinde gérev yapan farkli bir promotor bdélgesi olmasi
nedeniyle, PABPC1l'den farkli transkripsiyonel kontrol mekanizmasina
sahiptir [61].

Testis 6zgu PABP (tPABP) (farede PABPC2, insanda PABPC3
olarak bilinmektedir.) ekspresyonu, insan ve fare dokularinin sadece testis
orneklerinde gosterilmistir. tPABP ile PABPC1 proteinleri arasinda yuksek
benzerlik vardir. Fakat, tPABPin RRM domainindeki amino asit
sekanslarindaki degisime baglh olarak poli(A) kuyruguna baglanma afinitesi
PABPCl'e go6re daha dusuktir. Bu genin en ilgi cekici o6zelligi ise
memelilerde sadece testis dokusunda yogun olarak eksprese edilmesidir [61,
62].

PABPC5 olarak da bilinen PABP5, insan ve farelerde X-
kromozomunda yerlesik bir gen tarafindan transkribe edilmektedir. Bu genin
MRNA dizeyinde ekspresyonel varligi, RT-PCR ile amigdala, kaudat
nikleus, beyincik, korpus kallozum, hipokampus, fetal beyin, kalp, bdbrek,
testis ve ovaryum gibi dokularda gdsterilmistir. ilging olarak, bu genin
ovaryumdaki ekspresyon duzeyi diger dokulara gére daha ylksek
bulunmustur [63]. PABP5 genel yapisina bakildiginda PABPC1, PABPC2 ve
IPABP proteinlerinden farkh olarak prolin-zengin bélge ve PABC domaini
icermemektedir. GUnumuze kadar, PABP5 ile ilgili cok az arastirma
yapiimistir. Bu nedenle, PABP5’in poli(A) kuyruguna baglanma durumu,
hiicre ici yerlesimi ve mRNA’larin translasyon ve stabilizasyon sureclerindeki
gorevleri hentiz belirlenememistir.
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ilk grupta yer alan PABP proteinlerinden olan ePABP, ilk olarak
kurbagada AU-zengin bolgelere baglanan bir RNA-baglanan protein olarak
tanimlanmistir [64]. Ayrica, ePABP proteini eRF3 faktdriine de baglanma
Ozelligine sahiptir. PABPC1 proteinine benzer olarak ePABP proteini de
poli(A) kuyruguna baglanarak, mRNA’larin translasyonel aktivitelerinin
dizenlenmesi ve deadenilasyondan korunmasinda gérev almaktadir [60, 64].
ePABP ve PABPC1 proteinleri amino asit sekanslari bakimindan buiyuk
Olcide benzemelerine ragmen RRM3 ve prolin-zengin domainlerin de
aminoasit sekansi agisindan farkliklar géze carpmaktadir. insan, fare ve
kurbagalarda, ePABP gen ekspresyonunun oogenez ve erken embriyonik
gelisim doénemlerinde yogun oldugu belirlenmistir. Oosit gelisimi ve
embriyonik genom aktivasyonuna kadar yuksek dizeyde ePABP
ekspresyonu izlenirken; genom aktivasyonu sonrasinda ise PABPC1 diuzeyi
artmaktadir [64-66]. Bu durum, ePABP ve PABPCl'in farkh gelisim
donemlerinde benzer gorevleri yaptiklarini distndtrmektedir.

ikinci grup PABP’In en iyi bilinen prototipi PABPN1 (OPMD, PABP2,
PAB2, PABPII olarak da bilinmektedir.) olup, 1 adet RRM domaini icermekte
ve 49 kDa molekul agirigindadir (Sekil 2.14) [67]. PANPN1 proteini, prolin
zengin bir ara domain ve C-terminal bodlgesinde PABC domainine sahip
degildir. Bu protein N-terminalinde asidik aminoasitler agisindan zengin bir
bdlge bulundurmaktadir. C-terminalinde ise arjinin aminoasiti acisinda zengin
bir zincir icermektedir. PABPN1, oosit ve embriyolarda dahil olmak Uzere
batin okaryotik hiicreler tarafindan eksprese edilmektedir [68, 69].

PABPNL1 proteini, ¢cekirdege yerlesik olup; yeni transkribe edilen
MmRNA’larin poli(A) kuyruk uzamasinin kontroliinde goérev yapmaktadir. Bu
gorevini CPSF (kesim ve poliadenilasyon 6zgu faktor) ve PAPOLA (poli(A)
polimeraz) proteinleri ile iligkiye girerek gerceklestirmektedir [53, 70, 71].

ikinci grup PABP’In embriyonik formu olan ePABP2'in, kurbaga ve
farede erken donem embriyolarda varligi belirlenmistir. ePABP2’in yapisal
Ozellikleri PABPNL1 ile buyik o6lcide benzemektedir. Sitoplazmada yerlesik
olan ePABP2, mRNA'larin poli(A) kuyruklarina baglanabilmektedir. Fakat
ePABP2’in bu gorevini, EGA’dan bagimsiz olarak yaptigi gorilmustur [68,
72]. ePABP2'nin mRNA’larin translasyonal aktiviteleri ve poli(A) kuyruk
uzunlugunun didzenlenmesindeki muhtemel rollerinin belirlenmesi icin yeni
calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Genel olarak bakildiginda farkli poli(A) baglanma proteinleri farkli
dokularda farkh dizeylerde eksprese edilmektedir. Bu durumun olasi
nedenleri: a) PABP proteinlerinin goérevleri arasinda farkhliklar olabilir. Belirli
gorevleri yerine getirmesi igin, evrimsel olarak farkh PABP proteinlerinin
olusmasina ihtiya¢c duyulmus olabilir. b) Her bir PABP proteini belirli
mRNA’larin translasyonel aktivitesini kontrol ediyor olabilirler. Bu farkli tipte
PABP proteinlerinin olusmasina neden olmus olabilir. ¢) Bilindigi gibi bazi
PABP proteinleri bazi somatik ya da gonadal dokularda belirli hticre tiplerinde
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daha yiksek dizeyde Uretilmektedir. Bu yiuksek ekspresyonun, dokudaki
hiicre tipine gore farklh hicresel aktivite gereksinimden kaynaklandigi
dusunidlmektedir [69].

N
PABP1 RRM1 RRM2 RRM3 RRM4 P-zengin PABC
_____J
S
tPABP RRM1 | RRM2 | RRM3 | RRM4 [Fzengn] PABC
—
) T
IPABP RRM1 | RRM2 | RRM3 | RRM4 [F=zengn] PABC
—
PABP5 RRM1 | RRM2 | RRM3 | RRM4

PABPN1 RRM

ePABP2 RRM

Sekil 2.14. Poli(A) baglanma protein (PABP) ailesi tiyelerinin yapisi. PABPC1 olarak bilinen
PABP1, dort farkli RNA tanima motifine (RRM) sahipti. RRM motifleri, C-
terminal bodlgede bulunan PABC domainine prolince zengin bir ara bolge ile
baglanmaktadir. Testis 6zglil PABP proteini olan tPABP ve iPABP, PABP1
(PABPC1) ile benzer yapisal 6zelliklere sahiptir. PABP5 (PABPCS5) proteini,
prolince zengin baglayici bélge ve PABC domainine sahip degildir. PABPN1 ve
ePABP2 ise sadece bir adet RRM motifi, uzun asidik N-terminal ve kisa bir
arjinin zengin C-terminal domainlerine sahiptir. Bu sekil, [69] nolu kaynaktan
alinmistir.

2.5.1. PABP Proteinlerinin Gérevleri

Cekirdekte transkribe edilen mRNA'lar sitoplazmaya gectiklerinde, 3’
ve 5 uclar Dbirbirlerine yaklastirilarak kapal bir ilmik olugsmasi
saglanmaktadir. Kapali ilmik olusumu, 3’ ucgta bulunan poli(A) kuyruguna
baglanan PABP proteinleri ile 5 ucuna baglanan faktérlerin etkilesimi ile
meydana gelmektedir. Poli(A) kuyruguna baglanan PABP proteininin RRM 1-
2 domaini ile elF4G (6karyotik baglatici faktér 4G) arasinda iliski
kurulmaktadir. elF4F kompleksinin bir bileseni olan elF4G ise elG4E
araciligiyla 5’ uctaki baglkla (7 metil guanozin) etkilesmektedir. elF4G, elF4E
ve PABP proteinleri arasindaki iliski mRNA uclarinin birlegip, kapal bir ilmik
olusumunu ve kararhgini saglamaktadir. elF4G ile PABP etkilesimi, hem
PABP proteinlerinin poli(A) kuyruguna baglanma istegini hem de elF4E’nin
baslik kismina baglanma afinitesini arttirmaktadir. Boylece, mRNA’nin
translasyonel aktivitesi ribozomal alt Unitelerin baglanmasi ile birlikte
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baglatiimaktadir. Bu mekanizmada PABP proteinleri oldukc¢a kritik bir rol
oynamaktadir [23, 73, 74].

Genel translasyonel mekanizmalarin kontroliinde goérev yapan PABP
proteinlerinin, 6zgun olarak belirli mRNA’larin dizenlenmesinde de iglevsel
olduklari belirlenmigtir. Bu genlerden birisi siklin B1 olup, matirasyon
indukleyici faktorin (MPF) bir bilesenidir. MPFye kurbagalarda oosit
matlrasyonu icin gereksinim duyulmaktadir. Siklin B1, translasyonel olarak
baskilanmis durumdayken kisa bir poli(A) kuyruguna sahiptir. Bu baskilama,
MRNA'nin 3’-UTR boélgesindeki CPE elementine CPEB proteinin baglanmasi
ile gerceklestiriimektedir. ilging olarak, bu element ve CPEB proteini bu
MRNA’'nin poliadenilasyonu iginde gereklidir [75, 76]. mMRNA’'nin 3’-ucundaki
CPE elementine baglanan CPEB, elF4E ve maskin proteinler bir kompleks
olusturmaktadir. Bu kompleks, elF4E ile elF4G arasinda iliski kurulmasini
engelleyerek, translasyonel aktiviteyi baskilamaktadir (Sekil 2.15) [77].
Kurbagada progesteron ile uyarimina bagh olarak, CPEB fosforile edilmekte
ve siklin B1 mRNA'sI poliadenilasyona ugramaktadir. CPEB'in fosforilasyonu,
maskinin baskilayici etkisini ortadan kaldirmakta ve elF4G ile PABP
proteinleri etkilesim icine girebilmektedirler. Boylece, siklin B1 mRNA’sindan
protein sentezi gerceklestiriimektedir (Sekil 2.15). PABP proteinleri, siklin gibi
hiicre siklus proteinleri ve erken embriyo geligsiminin belirli donemlerinde
ihtiyac duyulan diger proteinleri kodlayan mRNA’lar1 kontrol etmektedirler [78,
79]

PABP proteini ile elF4G etkilesimi mRNA'nin ilmik olusturmasina
katki saglamasina ragmen; bu etkilesimin translasyon icin dnemli bir kriter
olmadigi belirlenmistir. elF4G geni mutasyona ugratilmig mayalarin biyime
ve canlilik 0©zelliklerinde degisim go6zlenmemistir. Olusturulan mutasyon,
Pablp proteini ile elF4G arasindaki iliskiyi engellemektedir. Bu durum, elF4G
disinda translasyon faktorlerinin de translasyonel aktivitede rol oynadigini
dusundirmektedir [80]. Translasyonun sonlandiriimasi ve mRNA’larin yikimi,
siraslyla eRF1 ve eRF3 faktorlerinin etkinliginde olmaktadir. Memeli ve
mayalarda yapilan ¢aligmalarda PABPC1 proteini PABC domaini ile eRF3
faktoriayle iliski kurdugu g6zlenmistir. eRF3 proteini, GTPaz aktivitesine sahip
olup; eRFY'in aktivitesini arttirmaktadir. Bilindigi gibi eRF1, translasyonu
sonlandirmaktadir. eRF3 ise PABP proteinlerinin poli(A) kuyruguna
baglanmasini  engelleyerek, deadenilasyona neden olabilmektedir.
Deadenilasyon ise mRNA’larin yikimi ile sonuglanmaktadir [81, 82].

PABP proteinlerinin mRNA’larin translasyonel aktivitelerinin kontrolt
disinda, mMRNA’larin stabilitesinin devamliiginda da gorev yaptigi
belirtimektedir. Bu proteinlerin  mRNA kararlihginin devamliligini nasil
gerceklestirdiklerinin mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Fakat, bu
gorevlerini  mRNA’larin  deadenilasyonu takiben baglik  kisminin
uzaklastirimasi ve 3-5° eksozom aracih degradasyondan koruyarak
yaptiklari 6ne surtlmektedir. Ayrica, PABP proteinleri mRNA’larin korunmasi
surecinde poli(A) kuyrugunu kisaltan poli(A) ribontkleaz (PARN) gibi
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deadenilaz enzimlerinin aktivitesini de baskilamasidir [84, 85]. elF4E-elF4G-
PABPCL1 proteinlerinin olusturdugu kompleks, mRNA’nin iki ucunu iyi bir
sekilde kapatmaktadir. Boylece, hem deadenilazlarin hem de baslik kismini
parcalayan enzimlerin bu kapall ilmik bdlgesine girigsini engellenmektedir. In
vitro calismalarda, translasyon durdurduktan sonra PABPL’in elF4E’den
bagimsiz olarak direkt 5 bashk kismina baglanarak degredasyonun
bagslamasini engelleme potansiyeline sahip olduklari da ortaya konulmustur.
Fakat bu bulgular in vivo uygulamalarla henliz degerlendiriimemistir [86, 87].
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Sekil 2.15. Oogenez ve embriyonik gelisimde translasyonel diuzenlenim. Oosit gelisimi ve
erken doénem preimplantif embriyolarda depo mRNA’larin ihtiyaca goére
translasyonel baskimla ve aktivasyonlari gerceklestiriimektedir. Bu sekil [83]
nolu kaynaklan alinmistir.

PABP proteinlerinin aktivitesini ve gorevlerini etkileyen diger
proteinlerde bulunmaktadir. Bu proteinlerden birisi olan rotavirtis yapisal
olmayan protein (NSP3) PABP aktivitesini, elF4G’ye baglanarak
duzenlemektedir. Ayrica, mMRNA’nIn stabilitesini bozan faktorlerde PABP’larin
MRNA Uzerindeki ARE bdlgesine baglanmasini engellemektedir. NSP3,
elF4G’e baglanarak; PABPCL1'in elF4G’ye baglanmasini baskilamaktadir. Bu
durumda mRNA’nin translasyonunun durdurulmasina neden olmaktadir [88].
mRNA’lardan yeterli protein sentezi yapildiktan sonra yikilmak istendiginde
ise mMRNA'nin kararhligini bozan faktérler AU-zengin bdlgeye baglanmaktadir
[89]. Bilindigi gibi ARE olarakta bilinen AU-zengin bolgeye PABP proteinleri
baglandiginda mRNA'nin  kararhliginin  devamhligi  saglanmaktadir.
MRNA’nin kararlligini bozan faktorlerin konsantrasyonunun artmasi ile ARE
bolgesine PABP’lar arttk baglanamamakta, boylece yikim sireci
bagslamaktadir. mRNA’larin yikimi, eksozom kompleks ve PARN enzimlerinin
etkinliginde olmaktadir [90]. PABP proteinleri, diger proteinler gibi apoptoz ve
viral enfeksiyona baglh olarak proteolitik yikima ugramaktadir. Proteolitik
yikimda, PABC domaini RRM domainlerinden ayriimaktadir. Béylece, poli(A)
bagimli translasyonda baskilanmaktadir [91].
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PABP proteinler, metilasyon ve fosforilasyon gibi modifikasyonlara da
ugramaktadir. Maya, bitkiler, deniz kestanesi gibi canlilarda yapilan
arastirmalar PABP proteinlerinin  coklu fosforilasyona ugradiklarini
gostermistir [92]. Kurbaga bobrek hicreleri ile in vitro ortamda yapilan bir
calismada, serum ile uyarimi kinazlari aktive ettigi belirlenmistir. Bu
aktivasyon, PABP protein fosforilasyonuna bagl olarak PABPC1l-elF4G
iliskisini arttirmaktadir [93]. insan PABPCL'in, p38-mitojen-aktive edilmis
protein kinaz yolu in vitro ortamda fosforile edildigi de ortaya konulmustur
[94]. Ayrica, PABPC1 proteinin prolin zengin boélgesindeki arjinin
aminoasitleri, arjinin metiltransferaz enzimi tarafindan metile edilmektedir. Bu
bulgu, in vitro ortamda HeLa hucreleri ile yapilan ¢alismada da belirlenmigtir
[95].

PABPC1 proteinin en o6nemli gorevi mRNA’larin  yapisal
batinligunidn  korunmasi ve translasyonel aktivitelerinin - dizenlenmesi
oldugu bilinmesine ragmen [96], bu protein c¢ekirdege de gecmektedir. Bu
durum, PABPCYin nukleusta farkli gorevlerinin olabilecegini de
dusundiurmektedir [97]. PABPC1 geni, germ hiucreleri ve erken dénem
embriyolarda dahil batin okaryotik hicrelerde farkh dizeylerde transkribe
edilmektedir [53]. PABPC1 mRNA’lar1 da farkh dokular tarafindan, farkli
diizeylerde transkribe edilmektedir. Bunu saglamak icin de siki bir kontrol
mekanizmasina gereksinim duyulmaktadir. Ornegin PABPC1 mRNA'sInin
translasyonel kontroll iki farkli mekanizma tarafindan kontrol edilmektedir. 5’
terminal oligoprimidin (5-TOP), buyimeye bagh olarak PABPC1 protein
sentezini duzenlemektedir [98]. Ayrica, PABPC1l proteinleri kendi
mRNA’larinin  5-UTR  bdlgesindeki  A-zengin  bdlgeye baglanarak
otoregulasyon yapmaktadir. Bu baglanma ile PABPC1 dizeyi yikseldiginde,
PABPCZX’in protein sentezi azaltiilmaktadir [99, 100]. iPABP’te otoregilasyon
ile kontrol saglanirken; PABPC2'de ise boéyle bir dizenleme mekanizmasi
olmadigi belirlenmistir [62].

2.5.1.1. Memeli Testisinde PABPC1 ve PABPC2 Ekspres yonu

PABPC1 ve PABPC2 genlerinin memeli testis dokusu ve somatik
dokularinda zamansal ekspresyon durumlari belirlenmigtir. Ayrica, bu
genlerin, mRNA’larin translasyonel kontrol surecindeki olasi rolleri de
tartisilmistir [61, 62, 101].

Erken dbnem (puberta ©Oncesi) ve ergin fare testis dokularinda,
PABPC1 cDNA probu kullanilarak bu genin mRNA diizeyi Gu ve arkadaslari
tarafindan 1995 yilinda belirlenmistir. Alti gunlik fare testisinde, oldukca
disuk duzeyde PABPC1 mRNA’sI oldugu ortaya konulmustur. Bu dénemde
testiste ¢cok sayida mitotik bolinmeler gecgiren germ hicreleri ve somatik
hicreler bulunmaktadir. On iki gunlik testiste ise 3.9 kb buyuklukte, disik
yogunlukta fakat alti gunlik testisten daha yiksek PABPC1 mRNA varhgi
gozlenmistir. Oniki gunluk testiste spermatogenez ilerlemis ve germ hticreler
mayoza girmeye yaklagsmistir. PABPC1 mRNA dizeyinin 17 gunlik fare
testis ekstraktinda ise oldukcga arttiyi belirlenmigtir. Bu donemde artik ¢cok
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saylda germ hicre mayoz sirecindedir. PABPC1 mRNA’'sin en yuksek
duzeyi ise seksiel olarak olgun ergin fare testis dokusunda gozlenmigtir.
Ayrica, 17. gun ve ergin fare testis dokularinda 3.9 kb’lik mMRNA'nin disinda
3.7 kb’lik PABPCL1 izoformuda bulunmustur. Ayrica, ergin fareden elde edilen
karaciger ve beyin doku o6rneklerinde de 3.9 kb’lik PABPC1 transkripti de
belirlenmistir. Fakat, ergin fare testis dokusundaki PABPC1 mRNA duzeyi,
karaciger ve beyin gibi somatik dokularda belirlenenden daha yiksek
dizeydedir [102].

Ayni calismada, izole edilen pakiten spermatosit, yuvarlak spermatid
ve uzayan spermatidlerdeki PABPC1 mRNA diizeyi Northern blot yontemi ile
degerlendirilmigtir. Pakiten spermatosit (mayotik) ve yuvarlak spermatidlerin
(erken postmayotik) olduk¢a yogun PABPC1 mRNA dizeyine sahip olduklari
belirlenmistir. Gec¢ postmayotik yuvarlak spermatid olarak da bilinen uzayan
spermatidlerde ise PABPC1 mRNA dizeyinde belirgin miktarda azalma
gorulmustdr. Testis ekstraktlarinda oldugu gibi pakiten spermatosit ve
yuvarlak spermatidlerde de iki PABPC1 transkript izoformu da goérulmasgtir.
Ayrica, calisma kapsaminda fare testis PABPC1 mRNA’larinin translasyonel
durumlan da analiz edilmigtir. Ergin fare testikiler htcreleri parcalandiktan
sonra, sukroz gradiyent santrifigasyonu ile mitokondriyal 6zt fraksiyonu
elde edilmigtir. Fraksiye edilmis RNA 6rnekleri fare PABPC1 cDNA probu ile
hibridize edildiginde, PABPC1 mRNA’larinin ¢ogunun polizom icermeyen
fraksiyonda oldugu ortaya konulmustur. Polizomlarda ise oldukca dusuk
dizeyde oldugu gozlenmistir. Bu durum, PABPC1 mRNA’larinin
translasyonel aktivitesinin diigik dizeyde oldugunu digtindirmektedir [102].
Calisma kapsaminda gerceklestirilen, Western blot ve immunositokimya
uygulamalari ile PABPCY'in memeli testisinde yogun dizeyde eksprese
edildigi gozlenmistir. Ozelliklede yuvarlak spermatidlerde yodun ekspresyon
dikkat cekmistir. Uzayan spermatidlerde mRNA’sI neredeyse hi¢ olmamasina
ragmen, PABPC1 proteinin bulunmasi bu proteinin spermatogenezin gec¢
doénemlerinde stabilitesini korudugunu gostermektedir [102]. izole edilen
spermatogenik hucrelerde gerceklestirien Western blot uygulamasi
sonucunda ise PABPCL1 protein diizeyi mayotik pakiten spermatositler ve gec
postmayotik uzayan spermatidlerde benzer diizeyde bulunmustur. Fakat,
erken postmayotik germ hucreler olan yuvarlak spermatidler ve ergin testiste
oldukca yiiksek miktarda PABPCL1 proteini bulundugu goérulmustir. Beyin ve
karaciger orneklerindeki PABPC1 protein dizeyinin, ergin testise gore
oldukca dugik oldugu da belirlenmistir [102].

Sican  testis  kesitleri  Uzerinde  gerceklestiriien PABPC1
immunohistokimyasal uygulama sonucunda, genel olarak yuvarlak spermatid
(asama 7-8'den 14-15e kadar) ve erken donem uzamis spermatidlerin
sitoplazmalarinda yuksek PABPC1 ekspresyonu belirlenmistir.
Spermatositlerde disiuk dizeyde, spermatogonyalar da ise eser diizeyde
sitoplazmik PABPC1 ekspresyonu go6zlenmigtir. Seminifer tibdl asamasina
bagli olarak spermatogenik hicre tiplerindeki PABPC1 ekspresyon
siddetlerinde farkliliklarda tespit edilmistir [102].
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Kleene ve arkadaslar, fareler Gzerinde PABPC1 ve PABPC2 gen
ekspresyonlari ile ilgili 1994 wyilinda vyaptiklari calismada, PABPC1
MRNA’sinin karaciger, kas, bobrek, dalak ve testis dokularindaki varlig
Northern blot teknigi ile go6stermiglerdir. PABPC2'nin sadece testis
dokusunda oldugu, RT-PCR ile ortaya konulmustur. Ayrica, izole edilmis
spermatogenik hucre fraksiyonlarinda (pakiten spermatosit, yuvarlak
spermatid ve uzamis spermatid) PABPC1 ve PABPC2 mRNA’larinin
ekspresyon duzeyleri Northern blot yontemiyle degerlendirilmistir. Pakiten
spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde yogun diizeyde eksprese edildikleri
gozlenen bu genlerin, uzamis spermatidlerdeki ekspresyonlarinin ise oldukca
zayif dizeyde oldugu gézlenmigtir. PABPC1 ve PABPC2'nin, spermatogenik
hiicrelerde goérulmesi; bu izoformlarin spermatogenez surecinde mRNA’larin
translasyonel kontroltinde birlikte gorev aldiklari seklinde yorumlanmigtir [61].

Kimura ve arkadaslar tarafindan, 2009 yilinda yapilan ¢alismada da
PABP genlerinin fare testis dokusundaki ekspresyon durumlari
degerlendirilmigtir. Bu calismada, arastirmacilar farede karaciger, akciger,
ovaryum ve testis gibi dokularda PABPC1 ve PABPC2 genlerinin
ekspresyonlarini aragtirmiglardir. Immunblotlama yontemiyle, Kleene ve
arkadaslarinin calismasiyla uyumlu olarak PABPC2'nin sadece testiste,
PABPCL'in ise testis, beyin, akciger, kalp, karaciger, dalak, ovaryum, bobrek
ve uterus dokularinda dretildikleri belirlenmigtir. Ayrica, PABPC2 proteini
spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde eksprese edilirken; PABPC1 ise
spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzayan spermatidlerde eksprese
edilmektedir. Bu calismada, PABPC2’'in yogun olarak germ hucrelerinde
RNP’lerde bulunurken; PABPCL1'in ise aktif olarak translasyon gerceklestiren
poliribozomlarda yer aldigi da ortaya konulmustur. Ayrica, PABPC2
PABPC1'den farkli olarak yuvarlak spermatidlerin kromatoid cisimciklerinde
yerlesiktir. Bu sonuclar, PABPC2'nin PABPCL1 ile birlikte haploid germ
hiicrelerinde translasyonel kontrolde gorev aldigi seklinde yorumlanmistir
[101].

Ferdl ve arkadaglar tarafindan 2001 vyilinda gerceklestirilen
arastirmada, insan testis 6zgul poli(A) baglanma proteini olan PABP3
(PABPC3, farede PABPC2 olarak bilinmektedir.) ilk kez tanimlanmistir.
PABPC3, 70.1 kDa molekuler agirhkta, 631 aminoasitten olusmakta ve
PABPCL1 ile %92.5 oraninda yapisal benzerlik gostermektedir. Oligonukleotid
problar kullanilarak gerceklestirilen Northern blot uygulamasinda, insan
testisinde iki PABPC3 izoformu (2.1 ve 2.5 kb) oldugu gdsterilmistir.
insandan alinan dalak, timus, prostat, testis, ovaryum, incebagirsak ve kolon
gibi somatik dokularin hepsinde PABPC1 ekspresyonu gorulurken;
PABPC3'Un ise sadece testis dokusunda oldugu Western blot yontemi ile
belirlenmistir. RNA in situ uygulamasi ile insan testis doku kesitlerinde
PABPC3 ve PABPC1l mRNAlarinin hicresel yerlesimleri de ortaya
konulmustur. PABPC1 mRNA'si yuvarlak spermatidlerde yogun dizeyde
eksprese olurken; pakiten spermatositlerde ise ¢ok disik dizeyde oldugu
belirlenmistir. PABPC3 mRNA'sI ise sadece yuvarlak spermatidlerde
gorulmus olup, PABPC1’e gore daha disuk dizeyde bulunmustur. PABPC3
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proteini, PABPCl'e gore poli(A) kuyruguna daha zayif istekle
baglanmaktadir. Ayrica, insan PABPC3 geni de PABPC1'den fakl olarak
intron icermemekte ve transkripsiyon baslangi¢c bélgesinin nikleotid dizisi de
farkhliklar gostermektedir [62].

Feral ve arkadaslar ayni calismada, insan testis doku ekstraktinda
PABPC3 disinda PABP4 olarak adlandirilan farkli bir poli(A) baglanma
protein izoformu daha tanimlamiglardir. PABPC1 ile yiksek oranda benzerlik
gosteren PABP4, sekans analizi yapildiginda agik okuma bélgesinin sadece
56 amino asitten olusan guduk bir protein sentezledigi gorulmustir. Bu
proteinin RNA tanima domaininin, ancak yarisini icermektedir. Bu yapidaki
RNA tanima domaini normal RRM domainin yaptigi gibi RNA'nin poli(A)
kuyruguna baglanamamaktadir. Sonug¢ olarak: PABP4 geni, fonksiyonel
olmayan bir protein kodlamasi nedeniyle, psédogen olarak kabul edilmektedir
[62].

PABPC1 genin insan ve fare oositleri ile erken dbénem
embriyolarindaki ekspresyonlari, Seli ve arkadaglarn tarafindan mMmRNA
dizeyinde gosterilmistir [65, 66]. Bu calismalarda, bu genin ePABP geni ile
olan ekspresyonel iligkisi de incelenmigtir. PABPCL1, fare oositleri (profaz | ve
metafaz Il) ile erken dénem embriyolarda (1-hlcre, 2-hiicre ve 4-hlcre) zayif
duzeyde transkribe edilirken; 8-hticre ve blastosist donemi embriyolarda ise
yiksek duzeyde eksprese edilmektedir. Farelerde embriyonik genom
aktivasyonun (EGA) 2-hicreli embriyo doneminde olmasi nedeniyle,
PABPC1 ekspresyonunun fare erken donem embriyolarinda EGA bagimh
oldugu seklinde degerlendirilmistir [65]. Faredeki ekspresyona benzer bir
durum insan oosit [germinal vezikil (GV) ve metafaz Il (MIl) oositleri] ve
erken dbnem embriyolarindaki (8-hiicre ve blastosist) analizlerde
gozlenmistir [66]. PABPC1, GV ve MII oositlerinde dusuk diuzeyde eksprese
edilirken; 8-hicreli embriyo ve blastosist dénemindeki erken dénem
embriyolarda ise yilksek diizeyde eksprese edildigi belirlenmistir. insanda
EGA’nin 4-8 hicreli embriyo agsamasinda olmasi nedeniyle; erken donem
embriyolardaki PABPC1 gen ekspresyonu, embriyonik genom aktivasyonuna
bagimli olarak degismektedir [66].

Cesitli  dokular tarafindan dretlen PABPC1 ve diger PABP
proteinlerinin aktivitesi, PABP ile iligkili genler (Paipl ve Paip2) tarafindan
dizenlenmektedir. Memelilerde Paip2’'nin (PABP-iligkili protein 2), Paip2a ve
Paip2b olmak Gzere iki izoformu bulunmaktadir. Paipl, PABP etkinliginde
gerceklestirilen translasyonel aktiviteyi elF3 (6karyotik baslatici faktor 3) ile
iliski kurarak arttirmaktadir [103]. Paip2 ise translasyonel baskilayici olup,
elFA4G ile PABP’a baglanmak icin yarismaya girer. Boylece, PABP proteininin
poli(A)’ya baglanma istegi dusurilmektedir [104, 105]. Paip2, oldukca asidik
bir protein olup; iki farkli PABP-baglanma motifi (PAM) icerir [106]. Paip2’nin
iki izoformununda (Paip2a ve 2b) PABP’a baglanabilmesine ragmen
pankreas, beyin ve testiste dokularinda farkl dizeyde eksprese edilirler.
Paip2a, Paip2b’ye gbre pankreas, beyin ve testis dokularina goére daha
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yuksek miktarda Uretilmektedir. Bu durum iki izoformun doku 6zgu 6zellik
gosterdigini ve farkl uyaranlara cevap verdigini dusundirmektedir [107].

2.5.1.2.Germ Hicre ve Erken Do6nem Embriyolarda ePA BP Gen

Ekspresyonu

Birinci grup PABP ailesinin embriyonik formu olan ePABP, ilk olarak
Voeltz ve arkadaslar tarafindan 2001 yilinda kurbaga (Xenopus laevis) oosit
ve erken donem embriyo 6zltlerinde belirlenmistir [64]. Kurbaga ePABP
proteini, 629 amino asitten olusmakta ve kurbaga PABC proteini ile %72
oraninda benzerlik gostermektedir. Sitoplazmada vyerlesik olan ePABP
proteini, kurbagada embriyonik genom aktivasyonun goruldigu mid-blastula
donemine kadar yuksek dizeyde eksprese edilirken; bu donemde sonra
gorulmemektedir. Kurbaga oosit ve erken embriyonik gelisim déneminde
belirlenen ePABP’in temel gorevi, depolanmigs mRNA’lari deadenilasyondan
korumak ve translasyonlarini kontrol etmektedir [64].

Kurbagalarda (Xenopus laevis) yakin zamanda yapilan diger bir
calismada, ePABP proteininin dort rezidistunden fosforile edilmesinin oosit
matlrasyonu icin gerekli oldugu ortaya konulmustur [108]. Bu fosforilasyon,
depo mRNA’larin sitoplazmik poliadenilasyonu igin kritik bir 6neme sahiptir.
Fakat, ePABP fosforilasyon iglemininin  mRNA’larin  translasyonel
aktivitelerinin indiiklenmesi igin gerekli olmadigi da belirlenmistir. Bu ¢alisma
ile ePABP protein aktivitesi icin, posttranslasyonel modifikasyonun gerekli
oldugu ilk kez ortaya konulmustur [108].

Kurbagada tanimlanan ePABP, farede 2005 yilinda Seli ve
arkadaslan tarafindan karakterize edilmigtir [65]. Bu c¢alismada karaciger,
dalak, kalp, akciger, ovaryum ve testis gibi bircok dokuda RT-PCR ile
yaptiklari analizler sonucunca ePABP’in sadece ovaryum ve testiste
eksprese oldugunu gostermiglerdir [65].

ePABP mRNA'sinin ovaryum dokusundaki hicresel yerlesimi ise
RNA in situ hibridizasyon teknigi ile ortaya konulmustur. Bu uygulama ile
ePABP mRNA'sinin ovaryumda sadece gelisim asamasindaki folikllerin
oositlerinde gorulmustir. Gelisen folikil oositlerinde, ePABP mRNA'sI
sitoplazmik yerlesim gostermektedir. Ayrica, ¢alisma kapsaminda, profaz | ve
metafaz Il oositlerinde, 1-, 2-, 4-, 8-hlcreli ve blastosist donemi erken donem
embriyolarda RT-PCR ile ePABP ve PABPC1 gen ekspresyon durumlari da
arastiriimistir. Bu uygulama ile ePABP mRNA'sinin Pl ve MII oositleri ile 1-
hiicreli ve 2-hiicreli embriyolarda oldugu ve daha sonraki embriyonik gelisim
asamalarinda (4-hicre, 8-hiicre ve blastosist) ise olmadigi gorulmustar.
PABPC1 mRNA duzeyi ise 4-hiicreli asamaya kadar diusik diizeydeyken, 8-
hiicreli ve blastosist donemlerinde ise yiksek duzeyde bulunmustur. ePABP
ve PABPC1 genlerinin oosit gelisimi ve erken dénem embriyolarindaki
ekspresyon durumu, bu genlerin embriyonik genom aktivasyonuna bagimli
oldugu seklinde yorumlanmigtir. Bilindigi gibi, farelerde embriyonik genom
aktivasyonu 2-hicreli embriyo asamasinda olmaktadir. ePABP, embriyonik
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genom aktivasyon oncesi donemde mRNA’larin translasyonel kontrollerini
gerceklestirirken; embriyonik genom aktivasyon sonrasinda ise bu gorevi
PABPCL1’in yaptigl dusunulmektedir [65].

Seli ve arkadaslari, insan oosit ve erken donem embriyolarinda da
ePABP ve PABPCL1 genlerinin ekspresyon durumlarini degerlendirmiglerdir
[66]. Bu calismada, fareden farkl olarak insan somatik dokularinda (kalp,
beyin, plasenta, akciger, karaciger, bdbrek, pankreas, dalak, timus, prostat,
incebagirsak, kolon, testis, ovaryum ve dalak) ePABP ekspresyonu oldugu
RT-PCR ile belirlenmistir. Ayrica, insan oosit (GV ve MIl oosit) ve erken
donem embriyolarinda (8-hiicre ve blastosist) ePABP ve PABPC1
mRNA’larinin goreli miktarlari da gercek zamanli PCR ile arastiriimistir. Bu
uygulama sonucunda GV ve MII oositlerinde, 8-hlicre ve blastosistlere goére
anlamh dizeyde daha fazla ePABP mRNA’sI oldugu belirlenmigtir. PABPC1
ise tam tersi olarak, 8-hticreli ve blastosist donemi embriyolarda GV ve Ml
oositlerden oldukc¢a fazla bulunmustur [66].

ePABP geni ekzon 2 boélgesi ¢ikariimig (ePABP™) fare modeli ile ilgili
yeni bir calisma yayminlanmistir [109]. Gilzeloglu-Kayisli ve arkadaslar
tarafindan gercgeklestirilen bu arastirmada disi fareler infertil olarak
bulunurken; erkek farelerin ise fertil olduklar goérilmuagstir. ePABP geni
ctkarilmig olan disi farelerden elde edilen oositler, Siklin B1 ve Dazl gibi depo
mRNA’larin  stimtlasyona bagli olarak translasyonel aktivitelerini
gerceklestirememislerdir. Germinal vezikul asamasindaki ePABP™ oositlere,
ePABP mRNA’si mikroenjekte edildiginde oosit matlrasyonu geriye
dondurdlememigtir. Bu durum, ePABP’e oogenezin erken dodneminde
gereksinim duyuldugu seklinde yorumlanmistir. Ayrica, ePABP” fare
ovaryumundaki ge¢ donem antral folikillerde kumulus genislemesinde
bozulma ve ovulasyonda 8-katlik azalma belirlenmistir. Bu bozukluklarin,
EGF-benzeri biyume faktorl, Areg, Ereg ve Btc ile bu genlerin kontrollerinde
gorevli olan Ptgs2, Has2 ve Tnfaip6 mRNA’larinin belirgin dizeyde
azalmasiyla iligkili olabilecegi dugtuntlmustar [109].

Sonug¢ olarak; ePABP ve PABPCL1 genleri kurbaga, fare ve insan
oosit ve erken doénem embriyolarinda EGA 0©ncesinde ePABP; EGA
sonrasinda ise PABPC1 mRNAlarin  translasyonel kontrollerini
gerceklestirmektedir.

2.6. Hipotez

Postnatal fare testislerinde ve spermatogenik hicrelerdeki ePABP
gen ekspresyonu ve bu genin PABPC1l ile ekspresyonal iligkisini
degerlendiren herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Ayrica, postnatal fare
testislerinde ePABP mRNA'sinin  hicresel vyerlesimi de heniz
belirlenmemistir. Bu projedeki hipotezimiz: Postnatal fare testisinde ve izole
edilen spermatogenik hiicrelerde ePABP 06zgul bir ekspresyon gosterir ve
spermatogenez surecinde PABPCL1 ile ekspresyonel bir iligki icindedir. Bu
calismada amacimiz, fare postnatal testisinde ve izole edilen spermatogenik
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hiicrelerde ePABP ve PABPC1 genlerinin ekspresyonel durumlarini ve
hicresel yerlesimlerini belirlemektir.
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GEREC VE YONTEM

3.1 Postnatal Farelerden Testis Orneklerinin To  planmasi

Postnatal farkl yaslardaki C57BL/6 erkek fareler (immatur: 6., 8., 16.,
20., 29., 32. ve matur: 88. gun), CO, inhalasyonu ve servikal dislokasyon ile
eks edildi. Farelerin karin 6n duvari, steril kosullarda acilarak testisleri alindi.
Alinan testisler, total RNA izolasyonu (n=2), spermatogenik hiicre izolasyonu
(n=3) ve RNA in situ hibridizasyon uygulamalarinda (n=2) kullanildi.

3.1.1. Postnatal Testislerden Total RNA izolasyonu

Postnatal farelerden alinan (iki adet fareden alinan toplam 4 adet
testis alindi) testislerden total RNA izolasyonu asagida belirtilen
basamaklarda gerceklestirildi.

1. Testisler (her fareden alinan iki testisin RNA izolasyonu ayni anda
yapildi.), steril 1.5 ml’lik tiplere alindi ve Uzerine 1 ml Trizol reagenti
(Invitrogen, katalog no: 15596-018) konulup, RNA izolasyon iglemine
kadar -80 °C’de saklandi. RNA izolasyonu icin testis dokulari ile Trizol
reagenti, icinde 1 mm c¢apinda boncuklar (Biospec products, katalog no:
11079110z) bulunan polipropilen bir tiipe (Biospec products, katalog no:
10831) alindi. Bu tup, Mini-Beadbeater (Biospec products, Bartlesville,
OK, ABD) aleti ile iki defa 2 dakika, hizi 3 olacak sekilde tutulup; dokunun
lyice parcalanmasi saglandi.

2. Parcalanmis testis doku homojenati, 1.5 ml steril bir tipe mikropipet
yardimiyla alindi. Boncuklarin alinmamasina dikkat edildi.

3. Tup, oda isisinda bes dakika inkibe edildikten sonra tzerine 200 pl
kloroform eklenip, iyice karistirildi ve 3 dakika oda i1sisinda bekletildi.

4. Sire sonunda tiipler, 15 dakika, +4 °C’de, 13200 rpm’de santriflij edildi.

5. Santrifij igleminden sonra tupin Ustinde RNA'nin bulundugu seffaf
kisim, mikropipetle ile steril 1.5 ml'lik yeni bir tipe alindi.

6. Tupe 500 pl izopropanol eklenip yavasca calkalandi ve oda isisinda 10
dakika inkiibe edildi.

7. Sire sonunda, tip 10 dakika, +4 °C’de, 13200 rpm’de santrifiij edildi.
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8. Santriflj sonrasi supernatant atilp, geriye kalan pelet Gzerine %70’lik
etanolden 1 ml konuldu.

9. Tup, 10 dakika, +4 °C’de, 13200 rpm’'de santrifiij edildi ve slpernant
mikropipet yardimiyla atild1.

10. Tapler, oda 1sisinda 20 dakika bekletildikten sonra; yaklasik 50 ul steril
distile su ile ¢ozuldi. Cozulecek su miktari pelet blayuklugine goére
ayarlandi.

11. Cozulen RNA'y1 iceren tlp, -80 T’de saklandi.

Her bir gruba ait testislerden izole edilen RNA’lar, spektrofotometre
ile 6lculerek saflik ve konsantrasyonlari belirlendi. izole edilen RNA miktari =
(Absorbans degeri) x (Sulandirma faktorti) x (RNA sabiti (40)) formalu ile
hesaplandi.

Cizelge 3.1. DNaz uygulmasinda kullanilan icerikler. Bu uygulama ile genomik DNA'lar
ortamdan uzaklastirilmaktadir.

icerik Miktar (ul)
izole edilen RNA 10 ng'hk hacim
DNaz | enzimi 1
10X DNaz | tamponu (2 iinite/pl) RNA hacminin %10'u
Niikleaz icermeyen su 12 pl'ye tamamlandi.
Toplam 12

3.1.2. izole Edilen Total RNA’'ya DNaz Uygulamasi

izole edilen total RNA orneklerinden genomik DNAnin
uzaklastirlmasi icin  DNaz uygulamasi asagidaki basamaklarda
gerceklestirildi. DNaz uygulamasinda, Ambion kiti (Ambion, katalog no: 1906)
kullanildi.

1. Asagida reaksiyon icerikleri 0.2 ml'lik steril tiplere konuldu (Cizelge 3.1).
0.2 ml'lik PCR tuptine konulan icerikler 37 °C'de, 45 dakika inkiibe edildi.
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2. Sire sonunda tuplere 1.2 pul (total hacmin %10'u kadar) DNaz |
inaktivasyon solisyonundan konulup, ttpler iyice karistirilip; oda i1sisinda
2 dakika inkibe edildi.
3. Son olarak tipler, 13200 rpm’de, +4 °C’de, 3 dakika santrifiij edildi.
4. Santriftj sonrasi RNA'yI iceren supernatantlar yeni steril tiplere alindi.
Cizelge 3.2. cDNA eldesinde kullanilan icerikler. Verilen miktar ve son konsantrasyonlar,
toplam reaksiyon hacmi olan 20 pl icin hesaplandi. Elde edilen cDNA'lar
gen ekspresyonlarinin belirlenmesinde kullanildi.
icerik Miktar (ul) Son konsantrasyon
izole edilmis RNA 2 g hacimde 100 ng/ul
Random dekamer (50 pM) 2 5uM
10X RT tamponu 2 11X
dNTP (2.5 mM) 4 0.5mM
ﬁ';au.znii':;iﬂ)tar“ 1 0.5 tnite
:\:yDL\.L;;g:te;‘iJIr)anskriptaz y 5 Gnite
Niikleaz icermeyen su 20 pl'ye tamamland..
Toplam 20
3.1.3. cDNA (Komplementer DNA) Eldesi

cDNA eldesinde Ambion kiti (Ambion, katalog no: AM1710) kullanildr.
Her bir tipe, homojen ve esit miktarda reaksiyon karigimi ekleyebilmek
amacilyla bir ana karigim hazirlandi.

Hazirlanan ana karisimdan her bir tipe 8 pl konuldu. Temel karigim
(10X RT tamponu, dNTP, RNaz inhibitéri ve MMVL-geri transkriptaz
olusmaktadir.) ve cDNA eldesinde kullanilan diger icerikler Cizelge 3.2'de
verildi.
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4.

0.2 pl'lik reaksiyon tuplerine izole edilmis olan RNA'dan 2 ug’'lik hacimde
konularak, tzerlerine 2 ul random dekamer (son konsantrasyon 5 puM
olacak sekilde) eklendi. RNA ve random dekamer karigimi 85 °C’de, 3
dakika inktibe edilerek; sekonder RNA kivrimlarinnin agilmasi saglandi.

Daha sonra, her bir tipe 8 pl ana karisimdan eklenerek, 44 °C’de, 60
dakika inkiibe edildi.

Son olarak, tupler 92 °C’de 10 dakika bekletildi.

Bu asamalardan sonra elde edilen cDNA'lar -20 °C’de sakland!.

Cizelge 3.3. RT-PCR ve qRT-PCR tekniklerinde kullanilan primerler. Bu primerler ePABP,

PABPC1, beta aktin, Scp3 ve Prm2 genlerinin belirli bdlgelerinin
cogaltilmasini saglamistir.

. PCR iiriin
Genin adi lleri primer (F) Geri primer (R) biiylkItigt
(be)

ePABP (8F/9R)

5-ACGAAACCGCTCTATGTGGCCC-3

5-CCTGGGGTCAGGTTGCATTGG-3

246

PABPC1 (1F/2R)

5-CCCAGCGCCCCCAGCTAC-3

5-/CACGTTCCGCGTCCGCC-3

234

Aktin (3F/4R)

5-TGCGTGACATCAAAGAGAAG-3

5- CGGATGTCAACGTCACACTT-3'

244

Scp3 (1F3R)

5-TCAAAGCCAGTAACCAGA-3

Scp3 3R: 5-TCGAACATTTGCCATCTC-3

386

Prm2 (1F/2R)

5-CGCTACCGAATGAGGAGCCCCAGTG'-3

TTAGTGATGGTGCCTCCTACATTTCC-3

318

3.1.3.1. RT-PCR Reaksiyonunun Kurulmasi

Elde edilen cDNA ve primerlerin kaliteleri ile PCR reaksiyon

kosullarinin belirlenmesi igin ilk olarak geri transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) kuruldu.

1.

RT-PCR ve gRT-PCR tekniklerinde kullanilan primer dizileri Cizelge
3.3’de verildi.

Her U¢ gen icin, asagida belirtilen miktarlari iceren ana karigimlar
hazirlandi (Cizelge 3.4). ePABP, PABPCL1 ve beta aktin (aktin) genleri
icin tapler olusturuldu.

cDNA icermeyen negatif kontrol tipil olusturularak, kullanilan reaksiyon
iceriginde DNA kontaminasyonu olup olmadigi da gozlend..
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Cizelge 3.4. RT-PCR reaksiyonu icin kullanilan icerikler. Toplam reaksiyon hacmi olan 25

4.

ul'deki son konsantrasyonlarda verildi. RT-PCR ile ePABP, PABPCL1 ve aktin
genlerinin semi-kantitatif ekspresyonlari belirlendi.

icerik Miktar (pl) Son konsantrasyon
10X Renkli tampon 25 1%
(Qiagen, katalog no:201203) ’
5X Q soliisyonu 5 1%
(Qiagen, katalog no:201203)
dNTP (5 mM)
(Roche, katalog no:11969064001) 1 HeZmb
PrimerF (10 uM) 0.75 0.3 uM
PrimerR (10 pM) 0.75 0.3 uM
Taqg DNA polimeraz o
(Qiagen, katalog no:201203) 02 2 tnite/ul
cDNA 1 ~10 ng/pl
Niikleaz icermeyen su 13.8
(American Bioanalytical, cas no: 7732-18-3) '
Toplam 25

ePABP, PABPC1 ve beta aktin genleri icin amplifikasyon, 35 donglude
gerceklestirildi. PCR cihazinda (Bio-Rad, iCycler version 4.006, Hercules,
CA, ABD) asagida belirtilen program kullanildi (Cizelge 3.5). PCR
protokoli (PCR programi tasarlanirken touch-down sisteminden
yararlanildi.)

PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen PCR drtnleri, hazirlanan
%1,5’luk agaroz (American Bioanalytical, katalog no: AB00972-00500;)
jelde ydratalda. Tam PCR drdnleri 100 voltta (3.00, 300 W), 45 dakika
gu¢c saglayict (BioRad, PawerPac HCTM, Firmware, version 1.07,
Hercules, CA, ABD) ile yurutilmesi jel elektroforezi gerceklestirildi.

Her PCR reaksiyon urunleri agaroz jele yuklenmesi sirecinde DNA
belirteci de (Invitrogen, katalog no: 10787-018) yuklendi. Boylece, elde
edilen PCR Urlnlerinin boyutlari kontrol edildi.
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Cizelge 3.5. RT-PCR i¢in kullanilan PCR protokoli. Bu protokolede toch-down sistemi

kullanildi.
Basamaklar Derece (°C) Siire (saniye)
1. Basamak
{Denatiirasyon) oa 128
94 30
2. Basamak (10x)
(-0.5 °Clddngii) 65 30
72 30
94 30
3. Basamak (25x) 55 30
72 30
4. Basamak 79 420
(Son uzama)
5. Basamak 4 @

3.1.3.2. Postnatal Testisler icin Kantitatif Gergek Zamanli PCR
Uygulamasi
Goreli ve kesin mRNA miktarini belirlemek icin siklikla tercih edilen
bir yontem olan kantitatif gercek zamanli PCR, gen ekspresyonu
calismalarinda yogun olarak kullanilan gavenilir bir tekniktir.

Calismada, her hiicrede sabit miktarda eksprese oldugu bilinen beta
aktin gen ekspresyonu temel alinarak; immattr ve matir testislerdeki ePABP
ve PABPC1 genlerinin goreli kantitatif ekspresyon duzeyleri belirlendi.
Ayrica, PCR verimliligi ile goreli ePABP ve PABPC1 miktarlarini belirlemek
icin standard olusturuldu. Standard olusturulmasinda, 1:4 oraninda seri
dilisyonlar yapilan erkek fare ovaryum cDNA’sI kullanildi. Her bir gen igin
bu standartlar olugturuldu.

1. immatiir ve matiir erkek fare testislerinden elde edilen cDNA’lar bu
asamada da kullanildi. Asagidaki cizelgede belirtilen igerikler konularak
reaksiyon ana karigimi olusturuldu (Cizelge 3.6).
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2.

ePABP, PABPC1l ve beta aktin genleri icin gercek zamanl PCR
uygulamasi u¢ kuyucuklu (triplicate) olarak gerceklestirildi. Gergek
zamanl PCR asamasinda kullanilan primerler, Cizelge 3.3'de verildi.

ePABP, PABPCL1 ve beta aktin genleri i¢in hazirlanmis 6rnekler kantitatif
gercek zamanh PCR aletinde (Bio-Rad, iCycler Q Detection System,
Hercules, CA, ABD) analiz edildi. Amplifikasyon, ilk 10 dongide touch-
down (-1 °C/ddgu) ile kalan 30 dongi ise normal PCR uygulamasi olacak
sekilde toplam 40 dongu olarak kantitatif gercek zamanli PCR
gerceklestirildi (Cizelge 3.7). Ayrica, melting curve analizi ile Grtnlerin
beklenen ve gozlenen Tm degerleri karsilastirilarak, PCR Grlnlerinin
dogrulugu degerlendirildi.

Cizelge 3.6. gRT-PCR uygulamasinda kullanilan icerikler. Toplam reaksiyon hacmi olan 25

pl’'deki son konsantrasyonlarda verildi. qRT-PCR uygulamasi ile ePABP ve
PABPCL1 gen ekspresyonlarinin kantitatif diizeyleri belirlendi.

icerik Miktar (ul) Son konsantrasyon
2X_ SybrGreen siiper karisim 125 1%
(Bio-Rad, katalog no: 1708880)
Primer F (10 pM) 0.5 0.2 M
Primer R (10 pM) 0.5 0.2uM
cDNA 1 ~10 ng/pl
Niikle_az igermeyen_su 14
(American Bioanalytical, cas no: 7732-18-5)
Toplam 25

Gergek zamanh PCR aletinin standarda gore vermis oldugu goreli
miktarlar kullanilarak, genlerin goreli ekpresyon duzeyleri belirlendi.
Bdylece, immatir ve mattr erkek fare testis dokularindaki goreli ePABP
ve PABPC1 gen ekspresyonlari kantitatif dizeyde belirlendi.

Postnatal fare testis dokulari igcin ePABP ve PABPC1 genlerinin

kantitatif gen ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi: fare ovaryum cDNA’sInIn
ana stok konsantrasyonu 200 ng/ul olarak kabul edilmistir. Bu durumda, seri
dilisyon 1 (S1): 200 ng, S2: 50 ng, S3: 12.5 ng, S4: 3.13 ng S5: 0.782 ng S6:
0.195 ng S7: 0.0488 ng olarak hesaplandi. Béylece, her bir grup icin ePABP,
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PABPC1 ve beta aktin icin goéreli miktarlar software program tarafindan
otomatik olarak hesaplanmistir.

Normalize deger (ePABP icin)= ePABP goreli miktar/beta aktin gorel
miktar

Normalize deger (PABPCL1 icin) = PABPC1 goreli miktar/beta aktin
goreli miktar

Cizelge 3.7. gRT-PCR ve melting curve analizinde kullanilan PCR programi. Her
basamakta kullanilan sicaklik ve sureler verilmistir. Melting curve analizi,
elde edilen PCR drinlerinin beklenen PCR drinleri oldugu konusunda bilgi
verici bir uygulamadir.

Basamaklar Derece (°C) Siire (saniye)
1. Basamak
(Denatiirasyon) 98 L
92 20
2. Basamak (10x)
(-1 °Clddngii) 6 20
72 30
92 20
3. Basamak (30x) 55 20
T2 30

Melting Curve

95 60
1. Basamak
(Denatiirasyon/
Yapisma) 55 60
2. Basamak (80x)
(+0.5 °C/ddngii) oA L
3. Basamak 4 w0

ePABP icin hesaplanan tim normalize degerler en kicuk degere
oranlanarak ekspresyon dizeyindeki kat degisimler belirlendi. PABPC1 goreli
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ekspresyon dizeyi de, ayni sekilde butin goreli miktarlarin en kiigiik degere
bolinmesi ile elde edilmistir. Boylece, qRT-PCR ile analiz edilen postnatal
testis dokularindaki ePABP ve PABPC1l gen ekspresyon degisimleri
belirlenmistir.

3.2. Postnatal Testis Dokularina RNA in Situ Hibridizasyon
Tekni ginin Uygulanmasi
RNA in situ hibridizasyon (RNA ISH) ile ePABP mRNA’sInin
postnatal testis dokularindaki hiicresel yerlesimleri belirlendi. Ergin erkek fare
testis dokusunda ise hem ePABP ve hem de PABPC1 mRNA’larinin hiicresel
yerlesimleri gézlendi.

Kullanilan soltisyonlar:

Bouin fiksatifi: ~ Asagidaki solusyonlari iceren hazir solisyon (Sigma |,
katalog no: HT10132) olarak alinmistir.

Suda doyurulmus pikrik asit (Sigma, katalog no: 197378): 75 ml
%10 formalin (J.T. Baker, cas no: 50-000-0): 25 ml
Glasiyel asetik asit (Merck, katalog no: 1000632500): 5 ml

ePABP, PABPC1l ve beta aktin primerlerin hazirlanmas 1 (10 pM):
Liyofilize halde Yale Universitesi, Tip Fakiltesi, Keck Biyoteknoloji
Laboratuvar tarafindan sentezlenen 40 nmol’luk primerler 800 ul'lik nikleaz
icermeyen distile suda ¢6zildu. Boylece, 50 uM konsantrasyonda stok primer
solusyonlari olusturuldu. Bu stok primler soltisyonlari, 1/5 oraninda niikleaz
icermeyen distile suda diliye ederek calisma soltusyonlari olusturuldu.
Primerlerin, stok ve galigma soliisyonlari -20 °C’de saklanmaktadir.

%1.5'lik agaroz jelin hazirlanmasi: 1.5 gram agaroz (American
Bioanalytical, katalog no: 9012-36-6) hassas terazide olculerek 100 ml'lik
TBE (American Bioanalytical, katalog no: AB14024-01000) sollisyonuna
konuldu. Agaroz solliisyonu, 665 watt’'lik mikrodalgada 2x5 dakika kaynatildi.
Kaynatma sonucunda sollisyonda agaroz parcalarinin kalmayip, berrak bir
soltsyon halini almasina dikkat edildi.

0.5 M EDTA: 18.6 gr EDTA 80 ml distile suda ¢ozuldi. Solusyon pH1 1 N
NaOH eklenerek 8.0’a ayarlandi. Soliisyon hacmi 100 ml'ye tamamlandi.

10XTBE tamponunun hazirlanmasi: 108 gr Tris baz (American
Bioanalytical, katalog no: AB02000-01000), 55 gr Borik asit (American
Bioanalytical, katalog no: AB00250-00500) ve 0.5 M EDTA'nin (pH=8.0)
(American Bioanalytical, katalog no: AB00502) 40 ml'si, 1 litre distile suda
cozilerek pH'1 8.3'e ayarlandi. Bu sekilde hazirlanan 10X stok TBE
solisyonu, 1/10 oraninda distile su ile diliye edilerek 1X'lik calhsma
soltisyonu olusturularak kullanildi.
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Markirin  hazirlanmasi:  asagida belirtilen miktardaki sollisyonlarinin
karistirilmasi ile hazirlandi. Hazirlanan markir soltisyonu 50 pl'lik hacimlerde
tiplere bolunip -20 °C’de saklandi.

DNA markir (Invitrogen, katalog no: 10787-018): 96 ul
1XTBE (American Bioanalytical, katalog no: AB14022-01000): 704 pl
6X yukleme boyamasi (Invitrogen, katalog no: 10482055): 160 pl

1XPBS’in hazirlanmasi:

NaHPO, (Merck, katalog no: M106580.1000): 7.29r
KH>PO4 (Merck, katalog no: M104873.1000): 0.8 gr
NaCl (Merck, katalog no: M106404.1000): 16 gr

Miktardaki kimyasallar 2 litre distile suda ¢6zultp, pH degeri 7.3’e ayarlandi.

Proteinaz K solusyonu (5 pg/ml): 100 mg proteinaz (Roche, katalog no:
03115879001) 10 ml distile suda ¢ozulerek, 10 mg/ml konsantrasyonda ana
stok hazirlandi. Bu ana stok, 1/2000 oraninda distile su ile diliye edilip; 5
ng/ml konsantrasyonda proteinaz hazirlandi. Calisma soliisyonu da -20 °C'de
saklandi.

Permeabilizasyon  solusyonu: asagidaki  solusyonlari belirtilen
konsantrasyonlarda icerecek sekilde 10 ml 1XPBS iginde hazirlandi.

Proteinaz K (10 mg/ml): 5 pl
Tween-20 (Sigma, katalog no: P7949) : 10 ul

DEPC’li suyun hazirlanmasi: 5 ml'lik DEPC (Sigma, katalog no: D575), 5
litre distile suda ¢dzulup otoklavliandi. Boylece, RNaz iceremeyen distile su
elde edilmistir.

%4 paraformaldehit: 8 gram paraformaldehit (Sigma, Cas no: 30525-89-4)
150 ml distile suda ¢6zildi. Paraformaldehitin suda kolay ¢6zinebilmesi igin
4 damla 2 N NaOH konuldu ve manyetik karigtirici kullanildi. Solisyon berrak
bir gérinim aldiktan sonra, 0.22 mikron ¢apindaki filtre ile stizuldl. Suzilen
solisyonun pH degeri 7.3’e ayarlandi. Son olarak, 50 ml 4XPBS konularak,
son hacim 200 ml'ye tamamlandi. Bu sekilde, %4’lik paraformaldehit 1XPBS
icinde hazirlanmis oldu.

Prehibridizasyon soliisyonu: Asagidaki solisyon ve kimyasallardan
belirtilen hacim ve miktarda konularak prehibridizasyon soliisyonu hazirlandi.
Bu solliisyon karanlik ortamda saklandi.

Formamid (American Bioanalytical, katalog no: ABO0600): 5ml
EDTA (American Bionalytical, katalog no: AB00502) (0.5 M): 1 mi
20XSSC (American Bioanalytical, katalog no: AB13156): 2ml
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Tween-20 (Sigma, katalog no: P7949): 10 pl

Bloklama reagenti (Roche, katalog no: 11585762001): 100 mg
Salmon sperm DNA (Stratagene, katalog no: 201190-81): 10 pl
CHAPS (Sigma, katalog no: C5070): 50 mg

1XMABT tamponunun hazirlanmasi:

Maleik asit (Sigma, katalog no: M0375): 11.6 gr
NaCl (American Bioanalytical, katalog no: ABO1915): 8.76 gr
Tween-20 (Sigma, katalog no: P7949): 1l

miktardaki kimyasallar 1 litre’lik distile suda ¢ozilerek, pH= 7.5’e ayarlandi.

NTMT tamponu:
NaCl (American Bioanalytical, katalog no: AB01915): 5.8 gr
Tris HCI (American Bioanalytical, katalog no: AB14043-01000): 15.7 gr
MgCl, (J.T. Baker, katalog no: 7791-18-6): 4.76 gr
Levamizol (Sigma, katalog no: L9756): 0.48 gr

miktardaki kimyasallar 1 litre distile suda ¢ozulip, pH=9.5’e ayarlandi.

RNA ISH uygulamasi, asagida anlatilan basamaklarda gercgeklestirildi.

Postnatal C57BL/6 erkek farelerden servikal dislokasyon isleminden
sonra, steril kosullar altinda testis organlari alindi.

1. Testisler, Bouin fiksatifinde gece boyu (yaklasik 12 saat) +4 °C’de fikse
edildi.

2. Fiksasyon isleminden sonra testisler, ¢cesme suyu ile yikanmadan
dehidratasyon icin artan alkol serilerinden (%70, %80, %90 ve %100’luk
etanolden) gecirildi. Alkol serilerindeki bekletme sureleri, %70’de 2 gln,
%80 ve %90’'lik etanollerde birer gun; %100’luk (absolut) etanolde ise 3
saat olarak gerceklestirildi.

3. Dehidratasyon igleminden sonra, ksilol (Sigma, katalog no: 16446)
uygulamasi ile organlarin seffaflagtiriimalari ksilol I'de 3 dakika, ksilol
II'de 3 dakika ve ksilol llI'de ise 3 dakika bekletilerek yapildi.

4. Seffaflastirmadan sonra organlarin parafinizasyon islemi gerceklestirildi.
Parafin |, parafin Il ve parafin Il agsamalarinda, birer saat 60 °C'lik etiivde
tutulan testisler temiz parafin igine uygun oryantasyonda gomauldaler.

5. Temiz parafin icine gomilen testis oOrnekleri, bir gin oda Isisinda
bekletildikten sonra; mikrotomda (Nikon Diaphot 300, Melville, NY, ABD)
kesit alinabilmesi icin tahtalar Gzerine yapistirildi. Bloklardan, RNA ISH
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uygulamasinda kullaniimak tzere pozitif yukli lamlara 5 um kalinhdinda
kesitler alindi. Kesitlerin alinmasinda, rotari mikrotom (Leica, Wetzlar,
Almanya) kullanildi.

Cizelge 3.8. RNA in situ hibridizasyon tekniginde kullanilan primerler. ePABP ve
PABPC1 problarinin tretimi igin, bu primerler kullanilarak PCR reaksiyonlari
kurulmustur.

PCR iiriin
Genin adi ileri primer (F) Geri primer (R) bilyiikliig
(b¢)
ePABP (1F/5R) 5-CTCTATGTGGGCGATCTGCAC-3 5-TCTGGGCTTCCTCATGCTTCTCAA-S 700
ePABP (1-2FI2R) 5-CTGACGCGGAACGGGCACTA-3 5-CGCGATCCATGTTCATTGTA-3 226
PABPC1 (1FI2R) 5'-CCCAGCGCCCCCAGCTAC-3 5-CACGTTCCGCGTCCGCC-3 234
3.2.1. DIG isaretli ePABP ve PABPC1 DNA Problarinin Uretimi

RNA ISH uygulamasinda kullanilan ePABP ve PABPC1 DNA
problarinin eldesi, iki asamali PCR uygulamasi ile gergeklestirildi.

I. PCR asamasi: Birinci PCR, ePABP ve PABPC1 genlerine 6zgu
primerler kullanilarak yapildi. ePABP geni icin birinci PCR asamasinda ergin
disi fareden alinmig ovaryum cDNA’si kullanilirken; PABPC1 i¢in ise ergin
erkek fareden alinmis testis cDNA’sI kullanildi.

Sekil 3.1.

NK

ePABP ePABP NK PABPC1

ePABP ve PABPCL1 genlerinin birinci PCR sonuglari. a) ePABP igin birinci PCR
uygulamasinda iki farkli ovaryum cDNA’si kullanildi. Ayrica, birinci PCR
asamasinda 1F/5R primerleri ile 700 bg¢’lik bir PCR riini olusmustur. b)
PABPCL1 geni icin birinci PCR asamasinda ise fare testis cDNA’si kullanildi.
PABPCL1 icin kullanilan 1F/2R primerleri, 196 bg¢’lik bir PCR Urini vermistir.
Markir (Invitrogen, katalog no: 10787-018), 100 b¢-12 kb araliginda olup; PCR
Urtnlerinin boyutlarinin degerlendiriimesinde kullanildi. RT-PCR ve gRT-PCR
teknikleri ile elde edilen PCR Uriin boyutlarinin tahmin edilmesinde markirlar
kullanilmaktadir. Boéylece, elde edilen PCR drinlerinin dogrulugu
degerlendirilebilmektedir.
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ePABP ve PABPCL1 genleri icin kullanilan primerler Cizelge 3.8'de
verildi. ePABP ve PABPCL1 genleri igin birinci PCR reaksiyonu Cizelge 3.4'de
belirtilen icerikler kullanilarak kuruldu.

Elde edilen PCR drunlerinin 10 pl'si %1.5’lik agaroz jelde (American
Bioanalytical, katalog no: 9012-36-6) vyurutilerek, ePABP ve PABPC1 PCR
artnleri kontrol edildi (Sekil 3.1). Kalan PCR urunleri ile de ikinci PCR
reaksiyonu kuruldu.

Cizelge 3.9. Prob sentezinde kullanilan icerikler ve miktarlari. ePABP ve PABPC1 DNA
problari, DIG isaretli ve DIG isaretiz olarak sentezlendi.

. Miktar (ul) | Miktar (ul)

Igerik (isaretii) (isaretsiz) Son konsantrasyon
10X Renkli tampon 5 5 1%
(Qiagen, katalog no:201203)
5X Q soliisyonu
(Qiagen, katalog no:201203) 10 10 X
dNTP (5 mM)
(Roche, katalog no:11969064001) 2 0.ZirM
Primer F (10 pM) 25 25 0.5uM
Primer R (10 uM) 25 25 0.5uM
Taq DNA polimeraz o
(Qiagen, katalog no:201203) 0.5 0.5 2.5 Gnite/ul
2 mM dACG/1.3 uM dTTP 5 i 0.2 mM dACG/
(Roche, katalog no: 11969064001) 0.13pM dTTP
DIG-UTP (10 mM)
(Roche, katalog ho: 11573179910) ! ) 0.2mM
I. PCR iirinii 2 2
Niikleaz igermeyen su
(American Bioanalytical, 21.5 255
cas ho: 7732-18-5)
Toplam 50 50

. PCR asamasi: DIG igaretlemesi bu PCR asamasinda
gerceklestirildi. Reaksiyon icerikleri ve konulan miktarlar Cizelge 3.9'da
verildi. ikinci PCR asamasinda ePABP geni icin kullanilan primerler asagida
belirtildi. PABPCL1 geni icin ise birinci PCR agsamasinda kullanilan ayni primer
kullanildi (Cizelge 3.8).
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l. ve Il. PCR asamalarinda, PCR cihazinda (Bio-Rad, iCycler version
4.006, Hercules, CA, ABD) asagida belirtilen “touch-down” PCR programi
kullanildi (Cizelge 3.5).

ikinci PCR uygulamasindan elde edilen PCR riinlerinin tamami,
%1.5'lik agaroz jelde (American Bioanalytical, katolog no: AB00972-00500)
yurutulerek DIG isaretleme durumu ve PCR drtnleri kontrol edildi (Sekil 3.2).

DIG igaretli PCR dUrlnleri, isaretsiz olanlara gore daha yavas
yurumektedir. Agaroz jelden PCR drdnlerinin eldesi, asagida belirtildigi
sekilde gerceklestirildi.

Sekil 3.2.  ePABP ve PABPC1 genlerinin ikinci PCR sonugclari. PCR Urinleri, %1.5’luk
agaroz jelde yuratuldi. DIG ile isaretli olan ePABP ve PABPC1 PCR drlnleri,
DIG isaretsiz olanlara gére daha yavas yurimislerdir. 1. Negatif kontrol; 2, 3:
PABPCl-isaretsiz; 4, 5: PABPCl-igaretli, 6, 7: ePABP-isaretsiz, 8, 9: ePABP-
isaretli, M: Markir. Markir (Invitrogen, katalog no: 10787-018) 100 bg¢-12 kb
araliginda olup, PCR drunlerinin boyutlarinin degerlendirilmesinde kullanildi.

3.2.2. Agaroz Jelden PCR Urinlerinin Eldesi
Agaroz jelden DIG-isaretli ve DIG-isaretsiz PCR Urlnlerinin eldesin
de “QIAEX 11, jel gen ekstraksiyon kiti"(Qiagen, katalog no: 20021) kullanildi.

1. Steril 1.5 ml tiplerin Gzerine gerekli bilgiler yazildiktan sonra, hassas
terazide daralar alindi.

2. UV altinda agaroz jeldeki PCR drnleri, bistirt yardimiyla kesilip; steril
1.5 ml'lik tuplere konuldu.

3. Tupler tekrar olculerek, icerisine konulan PCR Urinunu iceren jel
parcasinin agirligi belirlendi.

4. QX-1 tamponundan, her tipe yaklasik 900 ul konuldu (QX-1 tampon
miktari, 300 mg jel parcasi icin 300 ul olarak ayarlanmistir.). Tuplere
QIAEX Il tamponundan da 10 ul konularak, ttpler iyice karigtirildi.

5. Tupler 50 °C'lik su banyosunda 10 dakika inkiibe edildi. (inkiibasyon
suresinde tupler her iki dakikada bir karigtirildi.)
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10.

11.

12.

13.

Sure sonunda tupler 13200 rpm’de, 30 saniye santriftj edildi. Peletin
Uzerindeki sivi kisim pipetle dikkatlice alinip, atildr.

Pelet tizerine yikama amacli (kalan agaroz parcalarini uzaklastirmak icin)
500 pl QX1 tamponundan konulup, kanstirildi.

13200 rpm’de, 30 saniye santriflij isleminden sonra stpernatant dokuldu.
Tlplere, yikama amacli olarak tampon PE’den 500 ul konuldu.

Siure sonunda tupler 13200 rpm’de, 30 saniye santrifij edildi. Tekrar
tampon PE ile yikama iglemi gerceklestirildi.

Santrifij sonrasi sUpernatant dokuldi ve tupler oda isisinda 15 dakika
kurumaya birakildi.

Sure sonunda tiplere 25 pl tampon EB soliisyonundan konulup, 50 °C’lik
su banyosunda 10 dakika inkibe edildi. Her iki dakikada bir tupler
karistirildi.

Sure sonunda tupler 13200 rpm’de, 30 saniye santriflj edildi ve DNA'yI
iceren sivi kisim temiz bir tipe alindi.

isaretli ve isaretsiz DNA prob eldesini arttirmak icin 12. ve 13,
basamaklar tekrarlandi.

3.2.3. DIG isaretli Prob Miktarinin Belirlenmesi

isaretli, isaretsiz ve negatif kontrol icin elde edilen Uriinlerin prob

miktarlari ve kalitelerinin belirlenmesi icin asagida belirtilen basamaklar
uygulandi. Isaretiz prob ve negatif kontrollerde reaksiyon olmamasi
beklenmektedir.

1.

3.

DIG-igaretli kontrol DNA'dan (5 ng/ul) (Roche, katalog no:
11585738910), 2.5 ng/pl ve 1 ng/ul'lik dilisyonlar tampon EB iginde
hazirlandi.

Naylon membran U(zerine DIG-isaretli kontrol DNA'dan ve seri
dilisyonlarin her birinden birer pl (5 ng/ul, 2.5 ng/pl ve 1 ng/ul)
damlatildi.

Ayni membranin alt sirasina elde edilen ePABP ve PABPC1 PCR

drinlerinden (DIG-isaretli, DIG-isaretsiz ve negatif kontrol) birer pl
damlatildi.
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4. Membranin kurumasi i¢in oda isisinda 15 dakika bekletildi.

5. DNA’larin membrana iyice tutunmasini saglamak igin, membran 2 dakika
UV-isigdina maruz birakildi.

6. Sure sonunda membran 1X yikama solusyonunda (Roche, katalog no:
11585762001) 5 dakika, calkalayicida yikandi.

7. Yikama solisyonu sure sonunda dokilup, membran Gzerine 1X maleik
asitte (Roche, katalog no: 11585762001) hazirlanmis olan %2’lik
bloklama solusyonu (Roche, katalog no: 11585762001) konularak 30
dakika, calkalayicida inkibe edildi. (Kit ile 10X konsantrasyonda gelen
stok solusyonlar, steril distile su ile istenilen konsantrasyona diliye
edildi.)

5 ng/ul 2.5 ng/ul 1 ng/ul

isaretli isaretli isaretsiz

isaretli isaretli isaretsiz

Sekil 3.3. ePABP ve PABPCL1 problarinin miktar analizi. Sekilde Ustte, kontrol
DNA’nin diluye edildigi konsantrasyonlar verildi. ePABP ve PABPC1
prob eldesinde isaretsiz noktalarda sadece ¢ok diusUk dizeyde artalan
reaksiyonu gorulmektedir. ePABP ve PABPC1 problarinin miktarlari,
kontrol DNA'daki reaksiyon siddeti temel alinarak 3 ng/ul (soldan ilk
nokta) ve 4 ng/pl (soldan ikinci nokta) olarak kabul edildi.

8. Sure sonunda, bloklama soliisyonu dokultp tzerine anti-DIG ve alkalin
fosfataz enzimi ile isaretli antikorda (1/5000, %1 bloklama solisyonu
iceren 1X maleik asitte hazirlandi) ¢calkalayicida, 30 dakika inktbe edildi.

9. Membran, ayni kosullarda 1X yikama solisyonunda (Roche, katalog no:
11585762001) 2x15 dakika yikandi.
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10. Sure sonunda membran 1X deteksiyon solisyonunda (Roche, katalog
no: 11585762001) calkalayicida, 2 dakika inkibe edildi.

11. Membran Uzerine, alkalin fosfataz enzimi ile reaksiyona giren substrat
soltiisyonu (45 pl NBT ve 35 pl BCIP, 10 ml deteksiyon tamponunda
hazirlandi.) konuldu.

12. Hazirlanan substrat solisyonu membran Uzerine konulduktan 3 dakika
sonra sadece, isaretli PCR Uriinlerinde reaksiyon gozlendi. Diliye edilen
kontrol DNA'nin verdigi reaksiyon siddetine goére uretilen ePABP ve
PABPC1 prob miktarlari belirlendi (Sekil 3.3).

3.2.4. RNA In Situ Hibridizasyon Uygulama Basamaklari

RNA in situ hibridizasyon uygulamasinda kullanilan soltsyonlar
DEPC ile muamele edilmis distile suda hazirlandi. DEPC, RNaz enzimine
baglanarak inhibe etmektedir. BOylece, hedef dokudaki RNA’lar
degradasyondan korunmaktadir.

RNA ISH teknigi, asagida belirtilen basamaklarda gerceklestirildi.

1. Postnatal fare testislerinden alinmig olan kesitleri iceren preparatlar, 60
°C'lik etiivde 1 saat bekletilerek; dokularin lam yiizeyine iyi bir sekilde
yapismasi saglandi.

2. Dabha sonra, preparatlar iki kez 10 dakika (2x10 dakika) ksilol I ve ksilol II
asamalarindan gegirildi.

3. Preparatlarin rehidratasyonu gercgeklestirildi. Rehidratasyon, azalan
etanol serilerinde (%100, %90, %80 ve %70’lik etanol) preparatlarin
beser dakika tutulmasi ile yapildi.

4. Preparatlar, %0.1 dietilpirokarbonat (DEPC) (Sigma, katalog no: D5758)
iceren distile suda 2x10 dakika yikandi. Kesitlerin etrafi hidrofobik
kalemle cizilerek, kesitler Uzerine konulan damlalarinda dagiimasi
onlenmisgtir.

5. Preparatlardaki  kesitler  (Gzerine  permeabilizasyon  sollisyonu
damlatilarak, 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

6. Sire sonunda preparatlar, %4’'luk paraformaldehit (J.T. Baker, 30525-89-
4) icinde 5 dakika tutularak; postfiksasyonlari gergeklestirildi.

7. Postfiksasyondan sonra preparatlar, %0.1 tween-20 iceren 1XPBS
(PBST) icinde 2x10 dakika yikandi.

55



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

3.3.

Yikama isleminden sonra preparatlar, prehibridizasyon solisyonunda 37
°C’de 1 saat inkiibe edildi.

Kullanima kadar -20 °C'de saklanan problar, kaynayan suda 5 dakika
bekletilerek, denatire edildi. Prehibridizasyon soliisyonunda 300 ng/ml
konsantrasyonda hazirlanan digoxigenin isaretli ePABP ve PABPC1
DNA problari, kesitlerin tizerine damlatildi. Preparatlar, 42 °C’lik ettivde
gece boyu inkube edildi.

Hibridizasyon sonrasinda, preparatlar 3x15 dakika 2XSSC’'de ve 3x15
dakika 0.1XSSC'de 62 °C'lik etiivde yikandi.

Preparatlar 2x10 dakika MABT de yikandi.

Preparatlar, NTMT tamponunda 30 dakika bekletilerek, dengelenmesi
gerceklestirildi.

Daha sonra preparatlar, bloklama solisyonunda 30 dakika bekletildi.
Bloklama soltusyonu: %1 bloklama reagenti 1XMAB iginde hazirlandi.

Preparatlar, 1/800 dilisyonda hazirlanan alkalen fosfataz ile konjuge
edilmis anti-digoxigenin antikorunda (Roche, katalog no: 11093274910),
oda isisinda 1 saat inkibe edildi. Alkalen fosfataz antikoru, %1 bloklama
soltsyonu iceren 1XMAB icinde hazirlandi.

Sure sonunda, preparatlar MABT ile 6x10 dakika calkalayicida yikandi.

Renk solisyonu (1 mPlik NTMT tamponu iginde: 4.5 plt/ml 5-bromo, 4-
klora, 3-indolil fosfat (Roche, katalog no: 11383221001) ve 3.5 plt/ml
nitroblue tetrazolium (Roche, katalog no: 11383213001) olacak sekilde
hazirlandi.) ve kesitlerin Gizerine damlatilarak geceboyu (12-16 saat) oda
Isisinda inkibe edildi. Kesitlerdeki renk olusum durumu g1k
mikroskobunda araliklarla incelendi.

Renk olusumu gerceklestikten sonra, preparatlar PBST ile birka¢ kez
yikanarak reaksiyon durduruldu.

Preparatlar, dehidratasyon (artan alkol serilerinden gecirilerek) ve ksilol
uygulamalarinin ardindan Entallan (Thermo Scientific, katalog no: 8310)
ile kapatilip 151k mikroskobunda ePABP ve PABPC1 mRNA’larin hiicresel
yerlesimleri analiz edildi.

Postnatal Testis Dokularinda Hematoksilen-E  ozin Boyamasi
Postnatal testis dokularindaki germ hicre oranlarinin belirlenmesi

icin postnatal testislere hematoksilen-eozin (HE) boyamasi yapildi. Her bir
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yas grubundan (6., 8., 16., 20., 29., 32. ve 88. ginler), iki fareden alinan
toplam dort adet testis dokusunda sayim gerceklestirildi. Her bir testis
kesitinde rastgele secilmis on adet, toplamda 40 adet seminifer tibudlde
germinal epitel hiicreleri sayild1.

Hematoksilen-eozin boyama asagida belirtlen basamaklarda
gerceklestirildi.

1. Preparatlar, 60 °C'lik etiivde 1 saat bekletilerek kesitlerin lam ytizeyine iyi
bir sekilde yapismasi saglandi.

2. Daha sonra, preparatlar ksilol I ve ksilol II'de 10’ar dakika bekletildi.

3. Preparatlarin rehidratasyonu azalan etanol serilerinde (%100, %90, %80
ve %70’'lik etanol) preparatlarin beser dakika tutulmasi ile gerceklestirildi.

4. Preparatlar, cesme suyunda 2x10 dakika yikandi.

5. Preparatlar stzilmis hematoksilen boyasinda 2 dakika bekletildikten
sonra c¢esme suyunda yikandi. Sire sonunda preparatlar eozin
boyasinda 15 saniye tutulduktan sonra ¢cesme suyunda yikandi.

6. Preparatlar, %70, %80, %90 ve %100’lik etanol serilerinde birer dakika
tutularak, dehidratasyonlari yapildi.

7. Son olarak ksilol I ve II'de 10’ar dakika tutulan preparatlar, Entallanla
kapatildi.

8. HE boyanmis testis preparatlari, 1s1k mikroskobunda analiz edilerek
spermatogenik hicrelerin oranlari belirlendi.

3.4. Postnatal Testislerden Spermatogenik Hiicre  izolasyonu

immatiir (6., 8., 16., 20., 29., ve 32. giinler) ve matiir erkek fare (88.
gun) testislerinden spermatogenik hucreler (spermatogonya, spermatosit,
yuvarlak spermatid ve uzamis spermatid) “yercekimine bagl ¢cékme hizina”
gore %2-4 BSA sureksiz gradiyent yontemi ile izole edildi. Bu yontem, farkli
calismalarda spermatogenik hucrelerin izolasyonu islemlerinde siklikla
kullaniimaktadir [110-112].

Ergin erkek fare (88. guin) kauda epididimisinden sperm eldesi de
yapildi. Izole edilen spermatogenik hticre tiplerindeki ePABP ve PABPCL1 gen
ekspresyon diizeyleri gergcek zamanli PCR ile belirlendi.
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Kullanilan soltisyonlar:

%0.5 BSA: 0.5 gram BSA (American Bioanalytical, katalog no: AB01088-
00100) 100 ml DMEM:F12 medyumunda ¢ozulerek hazirlandi.

0.5 mg/ml kollajenaz: 100 mg kollajenaz, 10 ml sterile distile suda ¢6zllerek
10 mg/ml konsantrasyonda stok soliisyon hazirlandi. Calisma solisyonu,
stok solisyonunun 1/20 oraninda distile su ile diliye edilmesi ile hazirlandi.
Stok ve calisma sollisyonlari -20 °C’de saklandi.

0.25 mg/ml tripsin:  %0.05’lik tripsin (Life Technologies, katalog no:
25300096), medyum ile Y oraninda diliye edilerek 0.25 mg/ml
konsantrasyonda tripsin solisyonu hazirlandi. %0.05’lik tripsin: 100 ml
medya icinde 0.05 gram tripsin oldugu anlamina gelmektedir.

1 pg/ml DNaz: 100 mg DNaz (Roche, katalog no: 10104159001) 10 ml steril
distile suda ¢ozullerek, stok soliisyon hazirlandi. Stok soliisyon 1/10 oraninda
diliye edilerek, calisma solisyonu (1 mg/ml) hazirlandi. Bu calisma
solisyonundan 5 pl alinarak, 5 ml medyaya konuldu ve 1 pg/ml DNaz son
konsantrasyonu uygulandi. Stok ve calisma soliisyonlari, -20 °C’de saklandi.

Otuz iki gunluk farelerin kauda epididimislerinde sperm olmadigi
incelendi. Bu amacla, deneyde kullanilan 32 gunluk farelerin kauda
epididimisler alinip; DMEM:F12 medyasi iginde pargalandi. Pargalanan
kauda epididimis ornekleri 37 °C’de 30 dakika inkibe edildikten sonra
inverted mikroskopta kontrol edildi. incelenen medyum iceriginde sperm
hiicresi gorilmemesi nedeniyle, bu yas grubundaki erkek fareler immatur
gruba alindi.

Spermatogenik hicreler, postnatal yaslara bagl olarak elde edildi.
Spermatogonya eldesi, 6., 8., 16., ve 32. gunlerden vyapilirken;
spermatositler, 16., 29., 32., ve 88. gunlerden; yuvarlak spermatidler 32. ve
88. gunlerden, uzamis spermatidler ise 88. ginden izole edildi. Sperm eldesi
ise sadece 88 gunluk erkek fareden alinan kauda epididimislerde
gerceklestirildi. Spermatogonyalarin ergin erkek fare testisinde az sayida
olmasi nedeniyle, %2-4 BSA slreksiz gradiyent yontemiyle yiksek saflikta
eldesi yapilamamistir. immatir ve matiir erkek fare seminifer tibdillerden
spermatogenik  hicrelerin  izolasyonu asagida  belirtildigi  sekilde
gerceklestirildi.

1. immatur ve matir erkek farelerden, servikal dislokasyon isleminden
sonra steril kosullarda diseke edilen testisler DEMEM:F12 medyumu
bulunan petri kaplarina (Beckman Dickson, katalog no: 351008) alind1.

2. Testislerin kapsulleri soyulduktan sonra, seminifer tubtller 0.5 mg/ml
kollajenaz enzimi iceren 5 ml medyuma konuldu.

58



10.

11.

12.

Petri kabindaki seminifer tubdller, diseksiyon mikroskobu altinda pens
yardimiyla birbirlerinden ayrildiktan sonra; 20 dakika 34 °C inkiibe edildi.
inkiibasyon surresince seminifer tubiller diseksiyon mikroskobu altinda
kontrol edildi ve yavas bir sekilde elle sirekli calkalandi.

Siure sonunda petri kabinin yizeyinde yer alan interttibiler hicreleri
iceren sivi kisim mikropipetle cekilip, atildi. Seminifer tubullerin Uzerine
tekrar 0.5 mg/ml konsantrasyonda kollajenaz iceren 5 ml medyum
konularak, 20 dakika/ 34 °C’de inkiibe edildi. inkiibasyon suresince,
seminifer ttbuller diseksiyon mikroskobu altinda kontrol edildi ve elle
surekli calkaland.

Siure sonunda Ustteki sivi kisim mikropipetle alinip, atildi. Seminifer
tubdller iki defa 5 ml DMEM:F12 medyumu ile yikandi. Boylece, petri
kabinda sadece seminifer tubuller kalirken tubuller arasindaki hicreler
uzaklastirildi.

Yikama isleminden sonra seminifer tibdllerin Gzerine 0.25 mg/ml tripsin
(Life Technologies, katalog no: 25300096) ve 1 pg/ml DNase iceren 5 ml
DMEM:F12 medyasi konularak 20 dakika, 34 °C’de inklbe edildi.
inkiibasyon siiresinde seminifer tibdller diseksiyon mikroskobu altinda
kontrol edildi ve cam Pasteur pipeti ile pipetaj yapildi. Béylece, seminifer
tubullerdeki spermatogenik hiicrelerin ayrilmasi saglandi.

Pipetaj sonrasi petri kabinin Gzerindeki sivi kisim 15 ml'lik tuplere
(Beckman Dickson, katalog no: 352097) alindi. Altinci basamak
tekrarlanarak, petri kabindaki sivi kisim ayni tiipe konuldu.

Tupler, 1600 rpm’de 5 dakika, +4 °C’de santrifijj edildi. Santrifiij sonrasi
supernatant dokulip, pelet Gzerine %0.5’lik BSA (American Bioanalytical,
katalog no: AB01088-00100) iceren medya konulup, pelet sispanse
edildi.

Tupler, 1600 rpm’de 5 dakika, +4 °C’de tekrar santriftij edildi. Santrifij
sonrasi, supernatant dokulip; tzerine 1 pg/ml DNaz iceren %0.5’lik BSA
iceren medya konuldu ve tipler 3 dakika oda i1sisinda inkibe edildi.

Sure sonunda tupler, 1600 rpm'de, 5 dakika, +4 °C’de santrifiij edildi.
Santrifij sonrasi sipernatant atildi ve pelet tzerine %0.5 BSA iceren 3
ml medya ile stispanse edildi.

Hucre stspansiyonu, sirasiyla 70 ve 40 pum’lik filtrelerden gegirildi.

Filtrattaki hlcre sayisi, Maklerin ¢cemberi (Sefi-Medical Instruments,
Israil) ile belirlendi. Hiicre sayimi, yaklasik 2 ml medyum ile olugturulan
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suspansasyondan 5 pl alinan Makler’'in cemberinde on kare sayilmasi ile
gerceklestirildi. On karede sayilan toplam hiicre sayisi stispansiyonun
mililitresindeki milyon hiicre sayini vermektedir.

Hucre sayimindan sonra, 15 mllik tlplere %2-4 BSA gradiyenti
hazirlandi. Gradiyent hazirlanmasinda, ttipe oldukca yavas bir sekilde
once %10’luk BSA’dan 1 ml konuldu. Sonra sirasiyla %4’ten %2'ye kadar
0.2 birimlik azaltmalar (%4, %3.8, %3.6, %3.4, %3.2,%3.0, %2.8,%2.6,
%2.4, %2.2 ve %2’lik BSA'lar medyum icinde hazirlandi) ile olusturulan
% BSA’lardan birer ml yavas bir sekilde konuldu.

Sureksiz %2-4 BSA gradiyentini iceren 15 ml'lik tipe, 350 000 hicre/ml
olacak sekilde %0.5 BSA iceren DMEM:F12 medyada hazirlanan 1 ml
spermatogenik hiicre karsimi konuldu.

Hucre suspansiyonu konulan ttpe, %0.2 BSA'da 1 ml yavas bir sekilde
eklendikten sonra; +4 °C'de 4 saat, calkalayicida (10 saniye/ddngi)
(VWR, Houston, TX, ABD) inkube edildi.

Sure sonunda tupin en Ust bolgesinden birer mI'lik hacimlerde alinarak,
1.5 mllik tUplere konuldu. Tupler 2000 rpm’'de, 5 dakika, +4 °C'de
santrifdj edildi.

Supernant dokuldu ve pelet stspanse edilip, 5 ul alinarak lam Uzerine
konuldu. Her kucik damla mikromantplatorde incelenerek, zenginlesmis
spermatogenik hicre fraksiyon bdolgeleri belirlendi. Spermatogenik
hicrelerin morfolojik géruntuleri temel alinarak ayirt edildi.

Spermatogonya, spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzamig spermatid
olan bolgeler ayni tuplerde toplanip santriflij edildi. Santrifij sonrasi
suspanse edilen cokeltiden 10 ul alip lam Gzerine yayma yapilarak
hematoksilen-eozinle boyandi. Ayrica, %0.4’lik tripan mavisi (Sigma,
katalog no: T8154) ile boyama yapilarak hucrelerin canhlik oranlar
belirlendi.

HE ile boyanmasi: a) Spermatogenik hicre fraksiyonlarinin yayildigi
preparatlar oda isisinda 45 dakika bekletilerek kurumasi saglandi. b)
Sire sonunda preparatlar 2x5 dakika ksilol | ve 1l agamalarindan gegcirildi.
c) Azalan alkol serilerinde (%100, %90,%80 ve %70’lik) ikiser dakika
tutuldu. d) Distile suda bes dakika tutulan preparatlar 4 dakika
hematoksilen de (Sigma, katalog no: HHS128) boyandi. e) Suire sonunda
yikanan preparatlar eozinde (Sigma, katalog no: HT110132) 10 saniye
boyanip, distile su ile yikandi. f) Artan alkol serilerinden (%70, %80, %90
ve %100) birer dakika bekletilen preparatlar; ksilol | ve ksilol 1I'de beser
dakika tutulduktan sonra Entellan ile lamel kullanilarak kapatildi.
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%0.4’luk tripan mavisi ile hicrelerin canhlik oranlarinin belirlenmesi: a)
izole edile her bir hiicre fraksiyonundan 1.5 mllik steril tiiplere 5 pl alinip,
Uzerine 5 pl tripan mavisi konulup karistirildi. Tupler, karanlikta ve oda
Isisinda 10 dakika inkiibe edildi. b) inkiibasyon suresi sonrasinda tiipler
2000 rpm’de 5 dakika, +4 °C’de santrifiij edildi. ¢) Santrifllj sonrasinda
peletin Gzerinde 5 pl'lik sivi kisim kalacak sekilde stipernatant atildi. d)
Pelet sispanse edildikten sonra, 2 pl alinip lam Uzerine konulup; Uzerine
lamel kapatilip 1sik mikroskobunda analiz edildi. Her spermatogenik
hicre fraksiyonundaki canlilik oranini belirlemek icin 100 hiicre sayildi.
icerisine tripan mavisi girmis olan hiicreler, 6lii olarak kabul edildi.

HE ile boyanmis olan hicreler 1sik mikroskobunda incelenerek
spermatogonya, spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzamis
spermatidlerin izole edildigi fraksiyonlardaki saflik oranlari belirlendi.
Spermatositler, en buylk htcreler olmasi (yaklagik 11 pm) ve kiguk
noktali kromatin yapilari temel alinarak ayirt edildi. Yuvarlak spermatidler
ise 6-7 um capinda olmalari, yuvarlak ntkleusu, belirgin nikleolusu ve
nikleusun 6n kisminda akrozom yapisinin gortlmesi ile tanimlandi.
Uzayan spermatidler, cekirdegin uzamaya baslamasi ve kamcinin
gorilmeye baglamasi ile ayirt edildi. Uzamisg spermatidler ise kanca
sekilli bas, uzun kamc¢i ve cok az sitoplazma icermesi ile tanimlandi.
Uzayan ve uzamig spermatidler uzamis spermatid grubunda toplandi.
Her hicre fraksiyonundaki spermatogenik hicrelerin saflik oranlari, i1sik
mikroskobu ile 100 adet sayilarak bulundu. Saflik orani %77'den fazla
oldugu belirlenen spermatogenik hiicre fraksiyonlari, RNA izolasyonunda
kullanildi.

izole edilen spermatogenik hiicrelerden total RNA izolasyonu, cDNA
eldesi ve gercek zamanli PCR uygulamalari ile ePABP ve PABPC1 gen
ekspresyon diizeyleri kantitatif dizeyde belirlenip, karsilastirildi.

3.4.1. Spermatogenik Hiicrelerden Total RNA izolasyonu

izole edilen spermatogenik hiicrelerden total RNA izolasyonu kit

(Ambion, katalog no: AM1931) ile yapildi.

1.

izole edilen spermatogenik hiicreyi iceren 1.5 ml'lik tipe, 100 pl lizis
soliisyonu konulup, +4 °C, 10 dakika tutuldu.

Uzerine 50 pl %100’lik etanol eklenip, vorteks ile iyice karistirildi.

Lizat ile etanol karigimi belirli bir por ¢apina sahip filtre iceren tipe
mikropipetle konuldu, boylece karisimdaki RNA'lar filtreye tutundu.

Mikropipetle yikama solisyonu-1'den 180 pl cekilip, filtrenin Uzerine
konuldu ve tipler 13200 rpm’de 1 dakika santriftij edildi.
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5. Yikama solisyonu-2'den c¢ekilen 180 pl ile filtre tekrar yikandi. Yikama
sollsyonu-2 ile tekrar yikama islemi gerceklestirildi.

6. Filtre ilk tpten alinip, ayirma ttptne yerlestirildi. Dort derecede saklanan
ve kullanim éncesi 75 °C’ye isitilan ayirma soliisyonundan 6 pl alinip,
filtrenin tam merkezine gelecek sekilde konuldu. Tuplerin kapagi
kapatilip, oda 1sisinda 1 dakika bekletildikten sonra; 13200 rpm hizda 1
dakika santriftij edildi.

7. Ayni iglem 75 °C isisindaki 6 pl'lik ayirma soliisyonu ile bir kez daha
yapildi; bu igslem RNA’larin mikro ayirma tipunin dibine toplanmasi
saglandi.

8. Ayirma tupunun dibinde toplanan ve RNA'yi iceren yaklagik 10 pl'lik
kisim steril 0.2 ml'lik tiplere alindi.

9. Elde edilen total RNA'ya DNaz uygulamasi, cDNA eldesi ve qRT-PCR
uygulamalari asagida basamaklarda belirtildigi gibi gerceklestirildi.

3.4.2. Spermatogenik Hucrelerden Elde Edilen Total RNA'ya DNaz
Uygulamasi
izole edilen total RNA &rneklerinden genomik DNA’nIn
uzaklastirlmasi icin  DNaz uygulamasi asagidaki basamaklarda
gerceklestirildi. izole edilden spermatogenik hiicrelerden elde edilen RNA’nIn
az olmasi nedeniyle elde edilen total RNA'nin tamami kullanildi.

1. Cizelge 3.1'de verilen reaksiyon igerikleri 0.2 ml'lik steril tiplere konulup,
37 °C'de 45 dakika inklbe edildi.

2. Sure sonunda tuplere 1.2 pul DNaz | inaktivasyon solisyonundan
konulup, tupler iyice karistirilip; oda isisinda 2 dakika inktibe edildi.

3. Son olarak tipler, 13200 rpm’de, +4 °C’de, 3 dakika santrifiij edildi.

4. Santriftj sonrasi RNA'yi1 iceren stpernatantlar, yeni steril 0.2 pl'lik ttplere
alindr.

3.4.3. Spermatogenik Hucrelerden cDNA Eldesi

izole edilen spermatogenik hiicre fraksiyonlarindan elde edilen total
RNA’nin tamami cDNA elde edilmesinde de kullanildi. cDNA eldesinde kit
(Ambion, AM1710) kullanildi.

1. Yaklasik 10 pl'lik hacimdeki total RNA Uzerine 2 pl random dekamer (son
konsantrasyon 5 puM olacak sekilde) eklendi (Cizelge 3.2). RNA ve
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random dekamer karisimi, 85 °C’de 3 dakika inkiibe edilerek, sekonder
RNA kivrimlarinin agiimasi saglandi.

2. Her bir tipe, homojen ve esit miktarda reaksiyon karisimi ekleyebilmek
amacilyla bir ana karisim hazirlandi. Elde edilen karigimdan her bir tipe 8
ul konuldu (Cizelge 3.2).

3. Daha sonra, her bir tipe 8 pl ana karisimdan eklenerek, 44 °C'de, 60
dakika inktbe edildi.

4. Son olarak, tipler 92 °C’de 10 dakika bekletildi.

5. Bu asamalardan sonra elde edilen cDNA’lar, qRT-PCR’de kullanilincaya
kadar -20 °C’de sakland!.

3.4.4. Spermatosit ve Yuvarlak Spermatid Fraksiyonl arinda Scp3 ve

Prm2 Ekspresyonu

Spermatosit ve yuvarlak spermatid fraksiyonlarinda sinaptonemal
kompleks 3 (Scp3) ve Protamin 2 (Prm2) ekspresyon durumlari RT-PCR
uygulamasi ile kontrol edildi. Scp3, spermatosit belirteci olmasi nedeniyle
spermatosit fraksiyonunda yiksek, yuvarlak spermatid fraksiyonunda ise
dusik duzeyde eskprese olmasi beklenmektedir. Prm2 ise spermatid belirteci
olup, yuvarlak spermatid fraksiyonunda yluksek, spermatosit fraksiyonunda
ise dusuk duzeyde eksprese olmasi beklenmektedir.

Scp3, Prm2 ve beta aktin genleri icin kullanilan primer dizileri Cizelge 3.3'de
verildi.

Spermatosit ve yuvarlak spermatid fraksiyonlarindan yukarida
anlatildigi sekilde elde edilen cDNA’lar, PCR reaksiyonunun kurulmasinda
kullanildr.

RT-PCR uygulamasinin  PCR asamasl asagida belirtilen
basamaklarda gerceklestirildi.

1. Scp3, Prm2 ve beta aktin genleri igin asagida belirtilen miktarlari iceren
temel karisim hazirlandi (Cizelge 3.4). Ayrica, cDNA icermeyen negatif
kontrol tlipU de olusturularak herhangi bir DNA kontaminasyonu olmadigi
da gosterildi.

2. Prm2, Scp3 ve beta aktin icin amplifikasyon, 35 déngu olarak asagida
belirtlen PCR protokoli kullanilarak gerceklestirildi. PCR protokoli
olarak touch-down sistemi kullanildi (Cizelge 3.5).
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3. Kurulan reaksiyon sonucunda elde edilen PCR drunleri markir
(Invitrogen, katalog no: 10787-018) ile birlikte, hazirlanan %1.5’lik agaroz
(American Bioanalytical, katalog no: AB00972-00500) jelde yurutuldd.
TUm Urdnler, jelde 100 voltta (3.0 Amper, 300 W) 45 dakika yadrataldd.
Boylece, spermatogenik hiicre fraksiyonlarinda, Prm2 ve Scp3 genlerinin
kalitatif ekspresyon duzeyleri, beta aktin ekspresyonu temel alinarak
degerlendirildi.

3.4.5. Spermatogenik Hiucrelere Kantitatif Gercek Za manli PCR

Uygulamasi

Her hiicrede sabit miktarda eksprese oldugu bilinen beta aktin gen
ekspresyonu temel alinarak spermatogenik hicrelerde ve kauda
epididimisten elde edilen spermde, ePABP ve PABPC1 genlerinin goreli
kantitatif duzeyleri belirlendi. Ayrica, ergin erkek fare testisinden elde edilen
cDNA'nin ¥71uk seri dilisyonlar (S1'den S7'ye kadar) olusturularak ePABP,
PABPC1 ve beta aktin mRNA’larinin géreli miktarlari ve PCR verimlilikleri
standarda bagli olarak belirlendi.

1. izole edilen spermatogenik hiicre ve spermden elde edilen cDNA’lar bu
asamada kullanildi.

2. Cizelge 3.6'de Dbelirtilen icerikler konularak reaksiyon karigimi
olusturuldu. Gergek zamanli PCR asamasinda kullanilan primerler de
Cizelge 3.3'de verildi.

3. Standard igin kullanilan fare ovaryum cDNA'sinin seri dilisyonlari: Her
tipte (S1-S7), cDNA/steril distile su orani % olacak sekilde hazirlandi.

4. ePABP, PABPC1, beta aktin ve standardlar i¢cin gergcek zamanh PCR
uygulamasi Ucli kuyucuklu (triplicate) olarak gerceklestirildi. Negatif
kontrol tuipleri de her bir gen igin Uglu olarak hazirlandi.

5. Bdutun tuplerdeki 6rnekler 25 pl hacimde 96’lik kuyucuklari (Applied
Biosystem, katalog no: N8010560) konuldu.

6. ePABP, PABPC1, beta aktin ve standard igin hazirlanmis Ornekler
kantitatif gercek zamanli PCR aletinde okutuldu ve software programi
yardimiyla goreli ekspresyon dizeyleri hesaplandi. Amplifikasyon, 40
siklusta gerceklestirildi. Ayrica, Melting curve analizi ile drdnlerin
beklenen ve gotzlenen Tm degerleri karsilastirilarak PCR Grlnlerinin
dogrulugu degerlendirildi. Gerekli goruldugu taktirde, gercek zamanli
PCR durunleri %1.5’luk agaroz jelde yudratilerek drtnlerin kalitesi ve
negatif tipler kontrol edildi. Gergcek zamanh PCR programinda, Touch-
down sistemi kullanildi (Cizelge 3.7).
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Gergcek zamanli PCR aletinin standardina goére miktarlarini temel
alarak vermis oldugu konsantrasyon degerlerine gore genlerin kat olarak
ekspresyon degisimleri su sekilde hesaplandi: Beta aktin igin t¢lu tiplerden
elde edilen Uc¢ degerin ortalamasi alindi. ePABP ve PABPCl’in goreli
miktarlarini normalize etmek icin biutin gruplarda elde edilen ePABP ve
PABPC1 degerleri tek tek ortalama aktin degerinden c¢ikarildi. Son olarak,
ePABP ve PABPC1 normalize degerlerinin her biri kendi iginde en kicuk
degere oranlanarak goreli kat degisimleri hesaplandi. Boylece, immattr ve
matlr erkek farelerden izole edilen spermatogenik hicrelerdeki ePABP ve
PABPCL1 genlerinin kantitatif ekspresyon duzeyleri belirlendi.
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Bu calismada, C57BL/6

BULGULAR

immatir ve matir erkek fare testis

dokularinda ePABP ve PABPC1l gen ekspresyonlarinin belirlenmesi
amaclanmistir. Bu amag dogrultusunda ilk olarak immatur (6., 8., 16., 20.,
29., ve 32. glnler) ve matur erkek (88. gun) fare testis dokularinda ePABP ve
PABPC1 gen ekspresyonlari kantitatif bir yontem olan gRT-PCR ile g6sterildi.
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Sekil 4.1.

spermatosit,

Aktin icin olusturulan standard ve qRT-PCR egrileri. a. Aktin primerleri ile fare
ovaryum cDNA’lari ile olusturulan standard egrinin egimi -3.49, PCR verimliligi
ise %93.4 olarak bulunmustur. Kuguk mavi yuvarlaklar, standardin verilerini

goOster

Postnatal

irken; kirmizi kicuk kareler ise drneklerin degerlerini gostermektedir. b.
testis dokularinda goreli (goreceli) aktin  mRNA dizeylerinin

belirlendigi sigmoid egriler gérilmektedir.

Ayrica,

yuvarlak spermatid ve uzamis spermatid

postnatal fare testis dokularinda spermatogonya,

izolasyonlari

gerceklestirildi. Matur erkek fare kauda epididimisinden ise sperm elde edildi.
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Elde edilen bu spermatogenik hicrelerde ePABP ve PABPC1 genlerinin
ekspresyon durumlari da gRT-PCR yontemi ile degerlendirildi.

ePABP mRNA'sinin postnatal fare testislerindeki hiicresel yerlesimi
RNA ISH teknigi ile belirlendi. Matir erkek fare testis dokusunda PABPC1

MRNA’sInin hicresel yerlesimi gosterildi ve ePABP ile karsilastirildi.
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Sekil 4.2.  ePABP icin olusturulan standard ve qRT-PCR egrileri. a. ePABP primerleri ile

fare ovaryum cDNA'lari kullanilarak olusturulan standard egrinin egimi -3.503,
PCR verimliligi ise %92.9 olarak bulunmustur. b. Postnatal testis dokularinda
goreli ePABP mRNA duizeylerinin belirlendigi sigmoid egriler gorilmektedir.

4.1. Postnatal Testislerde ePABP ve PABPC1 Ekspre syonu

Calgmada ilk olarak, immatir ve matir erkek fare testis dokularinda
ePABP ve PABPCL1 gen ekspresyon dizeyleri kalitatif bir yéntem olan RT-
PCR ile analiz edildi. Ayni genlerin ekspresyonlari, kantitatif bir yontem olan
gRT-PCR ile de belirlendi. Bu amag¢ icin beta aktin, ePABP ve PABPC1

genleri i¢in seri dilisyonlar ile standardlar olugturuldu.

Aktin geni icin egim degeri -3.49 bulunurken; PCR verimliligi ise %93.4
olarak bulunmus (Sekil 4.1a). Aktin geni igin postnatal testis dokularinda
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belirlenen gercek zamanh PCR egrileri Sekil 4.1b’de verilmistir. ePABP ve
PABPC1 primerleri kullanilarak olusturulan standard ve postnatal testis
dokularindaki gercek zamanli PCR sigmoid egrileri sirasiyla Sekil 4.2 ve
Sekil 4.3'de verildi. ePABP geni igin olusturulan standard egrinin egimi -
3.503, PCR verimliligi ise %92.9 olarak bulundu. PABPC1 geni icin
olusturulan standardin egimi -3.349, PCR verimliligi ise %98.9 olarak
hesaplandi.
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Sekil 4.3. PABPC1 icin olusturulan standard ve gRT-PCR egrileri. a. PABPC1
primerleri ile fare ovaryum cDNA'lari kullanilarak olusturulan standard
egrinin egimi -3.349, PCR verimliligi ise %98.9 olarak bulundu. b.
Postnatal testis dokularinda goreli ePABP mRNA duzeylerinin
belirlendigi sigmoid egriler gorulmektedir.

ePABP gen ekspresyonu erken postnatal gelisim donemleri olan 6.,
8., 16. ve 20. gln immatur testislerde oldukca dusik dizeyde bulundu.

Postnatal gelisimin ilerleyen ginlerinde (29., 32., ve 88. gunlerde) ise
ePABP gen ekspresyonu istatistiksel olarak anlamh dizeyde yikselmigtir.
ePABP mRNA duzeyi ilk olarak 29. giinde belirgin bir atis gosterdi ve bu artig
32. gun testiste de devam etmistir (Sekil 4.4a ve b).

ePABP ekspresyon diuzeyi matir testiste (88. guin) ise 32. giine gore
biraz azaldigi goraldi. Matur testisteki ePABP mRNA dizeyinin, 29. gin
testise gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde daha yiksek oldugu da
belirlenmistir (Sekil 4.4a ve b).
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Postnatal giinler
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Sekil 4.4. ePABP ve PABPC1 genlerinin RT-PCR ve gqRT-PCR sonuclari. a) Kalitatif
ePABP ve PABPC1 genlerinin ekspresyonlari 6-88 gunlik postnatal testislerde
analiz edildi. Beta aktin, yukleme kontroli olarak kullanildi. NK: negatif kontrol,
M: DNA markirini belirtmektedir. b) Postnatal testislerdeki (6-88. giin) ePABP
gen ekspresyonu gRT-PCR teknigi ile ortaya konuldu. c¢) PABPC1 gen
ekspresyon diizeyi de qRT-PCR ile belirlendi. Yildiz(lar), istatistiksel olarak
anlamhligi géstermektedir. istatistiksel anlamlilik icin P degeri < 0.05 olarak
kabul edilmistir.

PABPCL1 gen ekspresyon diizeyi ise 6. ve 8. gun testislerde oldukca
disuk dizeydeyken, 16. gunde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
artmigtir. Bu artis 20., 29. ve 32. gun testislerde de devam etmistir. Matlr
erkek fare testisinde (88. giinde) PABPC1 ekspresyonu, 32. giine gore digsuk
miktarda bir azalma gOstermistir. PABPC1 gen ekspresyonu da
ePABP’ninkine benzer olarak 32. gin testiste en yiksek dizeyine ulagsmistir
(Sekil 4.4b ve c).

4.2. Postnatal Testislerde Germinal Epitel Hicre lerinin Orani

Postnatal testis gelisim donemlerine baglh olarak spermatogonya,
spermatosit, yuvarlak spermatid, uzamis spermatid ve Sertoli hicrelerinin
oranlar belirlenmigtir. Bu amag i¢in her bir yas grubundaki (6., 8., 16., 20.,
29., 32. ve 88. gunler) iki fareden alinan toplam dort adet testis dokusundan
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alinan ve HE ile boyanmis kesitlerde rastgele toplamda 40 adet seminifer
tubuldeki germinal epitel hicreleri sayildi (Sekil 4.5). Bu sayimlar ile
spermatogenik hucrelerin postnatal doneme baglh oranlari 6l¢usindeki
ePABP ve PABPCl gen ekspresyon duzeylerine Kkatki duzeyleri
degerlendirildi.
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Sekil 4.5. Postnatal testislerde germinal epitel hicre vyizdeleri. Germinal epitel
hicrelerinin postnatal testis gelisim ginlerindeki (6., 8., 16., 20., 29., 32. ve 88.
glnlerde) ylzde oranlar degisimler gdstermektedir. SG: spermatogonya, SS:
spermatosit, YS: yuvarlak spermatid, US: uzamis spermatid.

ilk olarak 6 giinlik postnatal testiste germinal epitel hiicre sayimi
gerceklestirildi. Bu donemde seminiferdz tubullerde sadece spermatogonya
ve Sertoli hiicreleri bulunmaktadir. Sertoli hiicre orani 6. ginde yaklagik %88
olup, oldukga yuksektir. Sertoli hiicre orani 8. ginde de yiksek oranda
(yaklasik %76) olmasina ragmen 16., 20., 29., 32. ve 88. gunlerde diger
spermatogenik hicrelerin seriye katilmasiyla birlikte orani digmektedir. Ergin
farede ise YS ve US hucrelerinin sayilarinin artmasi, Sertoli hiicre oraninin
~%5’lere digsmesine neden olmustur.

Spermatogonyalarin orani ise 6. giinden 16. giine dogru yukselmis,
fakat 20., 29. ve 88. glnlerde ise yavas yavas dustugu gozlenmigtir. Otuz iki
gunliik testiste, 6., 29. ve 88. ginlere gére SG’lerdeki hafif dizeydeki
yukselmede dikkati cekmektedir. Spermatositlerin oranlari incelendiginde bu
hicrelerin 16., 20., 29. ve 32. ginlerde ytiksek oranda (%40-%48) olmasina
ragmen ilging bir sekilde ergin farede oraninin dustugu (%24) gériulmektedir.
Postnatal gelisimin 29. gununden itibaren sayimini gerceklestirdigimiz
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yuvarlak spermatidlerin oraninin ergin farede arttig1 gézlendi. YS’lere benzer
olarak US’lerin 29. (%2) ve 32. gunlerde (%3) oldukca dusuk duzeydeyken,
88. guinde belirgin oranda arttigi (%22) ortaya konuldu.

Sekil 4.6.  Ergin fare testisinden izole edilen spermatogenik hiicreler. Spermatogenik
hiicreler seminifer tubullerden kollajenaz ve tripsin uygulamalari ile karigik
spermatogenik hicreler olarak (KS) izole edildi. Spermatogenik hiicrelerin %2-4
BSA gradiyenti ile fraksiyonlara ayrilarak spermatosit, yuvarlak spermatid ve
uzamis spermatid fraksiyonlari elde edildi. Her spermatogenik htcre tipinin
izolasyon sonrasi 1sik mikroskobik incelemeleri gerceklestirildi. KS: karigik
spermatogenik hiucreler, SS: spermatosit, YS: yuvarlak spermatid, US: uzamis
spermatid.

4.3. Postnatal Testislerde Spermatogenik Hiicre  izolasyonu

RT-PCR ve qRT-PCR yontemleri ile ePABP ve PABPCL1 genlerinin
postnatal hayatin belirli gunlerinde farkli ekspresyonlar sergiledikleri
belirlendi. Postnatal testislerde ePABP ve PABPC1 gen ekspresyonlarindaki
bu farkhhdin kaynagini belirlemek igin spermatogenik hicrelerin izolasyonu
gerceklestirildi. Spermatogenik hicre izolasyonu, gunlere bagl olarak belirli
gunlerdeki immatir ve matir erkek fare testislerinden yapildi.
Spermatogonyalar 6., 8., 16., ve 32. glnlerdeki testislerden izole edildi. Ergin
erkek fare testisinde (88. glin) az sayida spermatogonya bulunmasi
nedeniyle %2-4 BSA sureksiz gradiyent uygulamasi ile bu hiicrelerin yiksek
saflikta izolasyonu yapilamamigstir. Spermatosit izolasyonu ise 29., 32. ve 88.
gun testislerden gerceklestirildi. Yuvarlak spermatid eldesi ise 32. ve 88.
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gunlerden; uzamis spermatid ise sadece 88. ginden izole edildi. Sperm
izolasyonu, 88. gun erkek farelerin kauda epididimislerinden gercgeklestirildi.
izole edilen spermatogenik hiicreler, ilk olarak 1sik mikroskobik olarak
degerlendirildiler. Ergin erkek fare testisinden izole edilen germ hucrelerine
ait boyanmamis, 151k mikroskobik 6érnek resimler sekil 4.6’da verildi.

S6 . _ : .'ss . .

YS - .o ’ US : >

Sekil 4.7. izole edilen spermatogenik hiicrelerin HE boyanmis resimleri. izole edilen
spermatogenik hiucre fraksiyonlarindan, yayma ile hazirlanan preparatlar HE ile
boyandi. Matir ve immatur erkek fare testislerinden her izolasyon iglemi sonrasi
elde edilen farkh fraksiyonlardan 100 hicre, 1sik mikroskobunda incelendi.
Bdylece, her fraksiyondaki izole edilen spermatogenik hiicrelerin yiizde saflik
oranlari belirlendi. SG: spermatogonya, SS: spermatosit, YS: yuvarlak
spermatid, US: uzamis spermatidi gostermektedir. Bliylk resimler 100X orijinal
blylitmede, buytk resimlerin sad alt koésesindeki kicik resimler ise 1000X
orijinal bayltme ile elde edildi.

immatir ve matiir testislerden izole edilen spermatogenik hiicre
fraksiyonlarinin yayma preparatlari hazirlanip, HE ile boyandi. HE ile
boyanmis preparatlar, 1sik mikroskobunda analiz edilerek her bir
spermatogenik hicre fraksiyonundaki saflik orani belirlendi. Her bir izolasyon
isleminden elde edilen hicre fraksiyonundan 100 hicre analiz edilip,
ortalamalari alindi. izole edilen spermatogenik hiicrelerin saflik oranlari %77
olarak bulundu.
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Sekil 4.7’de izole edilen spermatogenik hicrelerin HE ile boyanmis
ornek resimleri gorulmektedir. Sekil 4.8’de ise her fraksiyondan elde edilen
spermatogenik htcrelerin saflik oranlari verilmistir. Spermatogenik hicrelerin
ayriminda HE ile boyama sonucu elde edilen morfolojik Ozellikleri temel
alindi. Spermatogonyalar, 5 pum’lik ¢capa sahip olmasi ve noktali kromatin
goruntisu ile ayirt edildi. Spermatositler, en buytk hicreler olmalari (~12 pm)
ve kucguk noktali kromatin yapilarn temel alinarak tanimlandi. Yuvarlak
spermatidler ise 6-7 um capinda olmalari, yuvarlak niukleuslar, belirgin
nikleolusu ve nukleusun 6n kisminda akrozom yapisinin gorilmesi ile diger
spermatogenik hicrelerden ayrildi. Uzamis spermatidler ise kanca sekilli bas,
kamcli ve ¢ok az sitoplazma icermeleri ile tanimlandi.
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Sekil 4.8. izole edilen spermatogenik hiicrelerin saflik oranlari. immatir ve matiir erkek
fare testislerinden spermatogenik hicrenin izolasyonu, %2-4 BSA gradiyent
yontemi  kullanilarak  gerceklestirildi.  Grafikte, her sldtunun altinda
spermatogenik hiicre izolasyonu icin kullanilan farenin yasi verildi. SG:
spermatogonya, YS: vyuvarlak spermatid, US: uzamis spermatid, SA:
Sitoplazmik atilim, DH: diger hicreler.

4.3.1. Spermatosit ve Yuvarlak Spermatid Fraksiyonl arinda Scp3 ve
Prm2 Ekspresyonu
Ergin erkek fare testislerinden izole edilen spermatogenik
hicrelerden olan spermatosit (SS) ve vyuvarlak spermatid (YS)
fraksiyonlarinda Scp3 ve Prm2 belirteclerinin ekspresyonlari analiz edildi.
Bilindigi gibi, Scp3 (Sinaptonemal kompleks 3) spermatosit belirteci olarak
kullanilirken; Prm2 (Protamin 2) ise yuvarlak spermatid belirteci olarak
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kullaniimaktadir. Beklenildigi gibi, Scp3 belirteci sadece spermatosit
fraksiyonunda bulunurken; yuvarlak spermatidlerde gortlmedi. Ayni sekilde
Prm2 ekspresyonu da sadece yuvarlak spermatid fraksiyonunda
belirlenirken; spermatosit fraksiyonunda reaksiyon godzlenmedi. Bu sonug,
spermatosit ve yuvarlak spermatid fraksiyonlarinin saflik oranlarinin oldukca
yuksek oldugunu gostermektedir (Sekil 4.9).

SS YS NK

+—S5Cp3

<+ Prm?2

< Aktin

ekil 4.9. cp3 ve Prm2'nin ve raksiyonlarindaki ekspresyonlari. Beta aktin,

Sekil4.9. Scp3 Prm2'nin SS YS fraksiyonlarindaki ek I B kti
yukleme kontroli olarak kullanildi. NK: negatif kontrol. SS: spermatosit, YS:
yuvarlak spermatid.

4.3.2. izole Edilen Spermatogenik Hiicrelerin Canlilik Orani

Calisma kapsaminda, izole edilen spermatogenik hicrelerin canhlk
oranlari da belirlendi. Canliik orani analizi, izolasyonda kullanilan %2-4
sureksiz BSA gradiyent yonteminin hicrelerin canliik oranina etkisinin
degerlendiriimesine imkan saglamigtir.

izole edilen spermatogenik hiicrelerin  canlilik  oranlarinin
degerlendiriimesinde tripan mavisi ve MTT analizi gibi cesitli yontemler ile
farkli firmalarin Urettigi kitler kullaniimaktadir. Calismamizda canhlik analizi,
etkin bir yontem olan tripan mavisi ile gerceklestirildi.

Tripan mavisi boyamasi sonucunda, spermatogenik htcrelerin
canhlik oranlari 2%91.5 olarak bulundu. En dusuk canlilik orani, ergin erkek
fare testisinden izole edilen uzamis spermatidlerde (%91.5) gozlendi (Sekil
4.10).

US eldesinde, yakin hicresel yogunluktaki diger hicreler tarafindan
kontamine edilebilmesi nedeniyle ikinci bir gradiyent olusturulmustur. Bu
durumun US fraksiyondaki canliik oraninda azalmaya neden olmus
olabilecegini dusundirmektedir. Ayrica, US’lerde transkripsiyonel aktivitenin
durmasinin da bu slrecte etkili olabilecegi kanisindayiz. Bilindigi gibi,
transkripsiyonel aktivitenin durmasi protein sentezini etkilemektedir.
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Sekil 4.10. izole edilen spermatogenik hiicrelerin % canhlik oranlari. Siireksiz %2-4 BSA
gradiyent yontemi ile izole edilen spermatogenik hicrelerin (spermatogonya,
spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzamis spermatid) canlilik oranlari tripan
mavisi ile boyanarak belirlendi. Her hiicre izolasyonu sonrasinda, yiiz hlcre
degerlendirilip ortalama canhlik oranlari hesaplandi.

4.3.3. izole Edilen Spermatogenik Hiicrelerde ePABP  Gen
Ekspresyonu
immatiir ve matiir erkek fare testislerinden izole edile spermatogenik
hiicrelerde ePABP ve PABPC1 genlerinin kantitatif ekspresyon duzeyleri
gRT-PCR ile belirlendi.

Aktin, ePABP ve PABPC1 primerleri icin fare ovaryum cDNA'sI ile
seri dilisyonlar olusturuldu. Ayrica, ePABP, PABPC1 ve aktin genlerinin
goreli ekspresyon duzeylerinin belirlendigi standard ve sigmoid egriler
sirasiyla Sekil 4.11, 4.12 ve 4.13'de verildi.

Her Uc¢ gen icin olusturulan standartlar bu genlerin goéreli ekspresyon
dizeylerinin  belirlenmesinde  kullanildi.  Goreli  ekspresyon  dizeyi
hesaplamalari “Gerec ve Yontem” bagligi altinda anlatildigi gibi genler icin
elde edilen goreli miktarlarin, aktin goreli miktarina normalize edilmesiyle
gerceklestirildi.

gRT-PCR calismalarinda reaksiyon sonucunda sigmoidal edriler
gOzlenmesi reaksiyonun dogru bir sekilde gerceklestigini gostermektedir. Bu
nedenle reaksiyon sonucunda olusan egriler, her gRT-PCR uygulamasi
sonucunda degerlendirildi.

75



izole edilen spermatogenik hiicrelerin goreli aktin diizeylerinin
belirlenmesi icin standard olusturuldu. Aktin primerleri ile olusturulan
standardin egimi -3.439 olarak bulunurken; PCR verimliligi ise %95.4'dir.
izole edilen spermatogenik hiicrelerden elde edilen cDNA'lar ile gRT-PCR
reaksiyonu kuruldu. Beklenildigi gibi, egriler sigmoid sekildedir (Sekil 4.11a
ve b).

Goreli ePABP duzeylerinin belirlenmesi icin de standard olusturuldu.
ePABP primerleri ile olusturulan standardin egimi -3.450 olarak bulunurken;
PCR verimliligi ise %94.9 olarak hesaplandi. Izole edilen spermatogenik

hicrelerden elde edilen cDNA'lar ile gRT-PCR reaksiyonu kuruldu.
Beklenildigi gibi, PCR edrileri sigmoidal sekildeydi (Sekil 4.12a ve b).
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Sekil 4.11. Aktin geni icin olusturulan standard ve gRT-PCR egrileri. a. Fare ovaryum

cDNA’sindan olusturulan seri dilisyonlarin aktin primerleri ile kurulan
reaksiyonun standard egrisi gorilmektedir. b. Postnatal testislerden izole edilen
spermatogenik hicrelerin goéreli aktin mMRNA dizeyinin belirlendigi sigmoid
egriler gorulmektedir.

Aktin ve ePABP genlerine benzer olarak, PABPC1 duzeylerinin
belirlenmesi icin de standard olusturuldu. PABPC1 primerleri ile olusturulan
standardin egimi -3.437 olarak bulunurken; PCR verimliligi ise %95.4 olarak
hesaplandi.
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Sekil 4.12. ePABP geni icin olusturulan standard ve qRT-PCR egrileri. a. Aktin primleri
kullanilarak fare ovaryum cDNA'sI seri diliisyonlari ile olusturulan standard egri
egimi -3.450, PCR verimliligi ise %94.9 olarak bulunmustur. b. Postnatal
testislerden izole edilen spermatogenik hicrelerin goreli ePABP mRNA
dizeyinin belirlendigi sigmoid egriler gorilmektedir.

Postnatal testislerden izole edilen spermatogenik hicrelerden elde
edilen cDNA'lar ile qRT-PCR reaksiyonu kuruldu. Beklenildigi gibi, PABPC1
PCR reaksiyon drunleri, sigmoidal bir egri olusturdu (Sekil 4.13a ve b).

immatiir testislerden (6., 8., 16. ve 32. giinlerde) elde edilen
spermatogonyalarda ePABP gen ekspresyonu analiz edildiginde: ePABP gen
ekspresyonunun, 6 ve 8 gunlik testislerden elde edilen spermatogonyalarda
dusik duzeydeyken; 16. gunde ylukselmeye baslamis ve 32. ginde ise
istatistiksel olarak anlamli diizeyde en yuksek dizeye ulagmistir.

ePABP duzeyi 29., 32., ve 88. gunlerdeki testislerden elde edilen
spermatositlerde de analiz edildi. Spermatositlerde ePABP diizeyi 29. glinde
dusuk duzeydeyken, 32. gunde anlaml miktarda yukselmistir (Sekil 4.14).

ePABP ekspresyonu, 88. gun testisten elde edilen spermatositlerde,
32. gune gore biraz azalmasina ragmen 29. ginden daha yuksek oldugu
gorildi. istatistiksel analizler ise 32. giin testisten elde edilen
spermatositlerin, 29. ve 88. glnlerden elde edilen spermatositlerden anlamh
dizeyde daha yuksek oldugu ortaya koymustur (Sekil 4.14).
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Sekil 4.13. PABPC1 geni icin olusturulan standard ve gRT-PCR egrileri. a. PABPC1
primleri kullanilarak fare ovaryum cDNA'si seri dilisyonlari ile olusturulan
standard egri egimi -3.437, PCR verimliligi ise %95.4 olarak bulunmustur. b.
Postnatal testislerden izole edilen spermatogenik hicrelerin goéreli PABPC1
MRNA dizeyinin belirlendigi sigmoid egriler gorilmektedir.

Yuvarlak spermatid izolasyonu verimli sekilde sadece 32. ve 88. gln
testislerden elde edildigi icin, ePABP mRNA dlizeyi sadece bu gunlerde
degerlendirildi. Bu iki ginden elde edilen yuvarlak spermatid fraksiyonlarinda
anlaml bir fark gézlenmemesine ragmen, 32. ginde ePABP gen ekspresyon
dizeyinin daha yuksek oldugu belirlendi. Ergin erkek fareden elde edilen
uzamis spermatid ve spermlerde ise ePABP gen ekspresyonu, uzamig
spermatidlerde sperme gore daha yuksek bulundu.

4.3.4. lizole Edilen Spermatogenik Hicrelerde PABPC1 Gen

Ekspresyonu

immatiir ve matiir erkek fare testislerinden izole edilen
spermatogenik hicrelerde PABPC1 gen ekspresyon diuzeyi de analiz edildi.
PABPC1 ekspresyonu, 6., 8., 16., ve 32. gun testislerden elde edilen
spermatogonyalarda yasla orantili olarak yikselmistir. ePABP ekspresyon
durumuna paralel olarak, PABPC1 mRNA miktar! istatistiksel olarak anlamli
dizeyde 32. ginde en yiksek dizeye ulagsmistir. Ayrica, PABPC1'in 16. gin
testisten elde edilen spermatogonyalardaki dizeyinin 6. ve 8. gin
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testislerden elde edilen spermatogonyalara gére anlamli dizeyde daha
yuksek oldugu gozlendi (Sekil 4.15).
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Postnatal testislerden izole edilen fraksiyonlar

Sekil 4.14. izole edilen spermatogenik hiicrelerde ePABP ekspresyonu. ePABP
ekspresyon dizeyleri, elde edilen ePABP goreli miktarlarinin beta aktine
normalize edilmesi ile elde edildi. Iimmatir ve matir erkek fare testislerinden
izolasyon yapilan gunler ve elde edilen spermatogenik hiicre fraksiyonlari
sekilde gosterildi. SG: spermatogonya, SS: spermatosit, YS: yuvarlak spermatid
gOstermektedir.  Yildiz(lar) istatistiksel olarak anlamhhgin  varhigini
gostermektedir. istatistiksel anlamlilik icin P degeri < 0.05 olarak kabul edildi.

Spermatositlerdeki PABPC1 ekspresyonu ise 32. ginde 29. gine
gore anlaml diizeyde daha yuksek bulunmus ve 88. giunde ise azalmistir.
Yuvarlak spermatidlerde PABPC1 ekspresyon durumu analiz edildiginde: 32.
gunde, 88. gune gore daha yuksek olmasina ragmen istatistiksel olarak
anlamh bir fark bulunmamistir. Ergin erkek fareden (88. giin) elde edilen
uzamis spermatidlerde, spermlere gore daha fazla PABPC1 ekspresyonu
olugu belirlendi (Sekil 4.15).

4.4. Postnatal Testislerde ePABP mRNA'sinin Da  gilimi

ePABP mRNA’sinin postnatal testis dokularindaki hucresel
yerlesimini belirlemek icin RNA in situ hibridizasyon teknigi uygulandi. Bu
uygulama ile ePABP mRNA’sinin seminifer tdbdllerde bulundugu ve
spermatogenik hucrelerde sitoplazmik yerlesim gosterdigi ortaya konuldu.
Ayrica, RNA in situ yapilan postnatal testis kesit serileri hematoksilen-eozin
ile boyanarak histolojik yapilari degerlendirildi.
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Sekil 4.15. izole edilen spermatogenik hiicrelerde PABPC1 ekspresyonu. Géreli PABPC1
ekspresyon duzeyleri, elde edilen PABPC1 goreli miktarlarinin beta aktine
normalize edilmesi ile hesaplandi. immatiir ve matiir erkek fare testislerinden
izolasyon yapilan ginler ve elde edilen spermatogenik hiicre fraksiyonlari sekilde
gosterildi. SG: spermatogonya, SS: spermatosit, YS: yuvarlak spermatid, US:
uzamis spermatid gostermektedir. Yildiz(lar) istatistiksel olarak anlamhligi
gostermektedir. istatistiksel anlamlilik icin P degeri < 0.05 olarak kabul edildi.

Alti guinltk fare testis dokusuna uygulanan RNA in situ hibridizasyon
sonucunda, ePABP mRNA ekspresyonu sadece seminifer tubullerde
gozlendi. Bu dbénemde seminifer tubdllerde, Sertoli hicreleri ve
spermatogonyalar bulunmaktadir. ePABP mRNA ekspresyonu ise
sitoplazmik yerlesimli olarak sadece spermatogonyalarda olduk¢ca zayif
duzeyde belirlendi (Sekil 4.16a).

Sekiz gunliuk fare testis dokusunda da 6. gun testise benzer bir
ePABP ekspresyon dagilimi gozlendi. ePABP mRNA’sI sadece seminifer
tubdldeki spermatogonyalarin sitoplazmasinda zayif dizeyde gordlda.
Ayrica, germinal epiteli olusturan diger hicre tipi olan Sertoli hiicrelerinde
ePABP mRNA’sI olmadig! belirlendi (Sekil 4.16b). Her iki postnatal gelisim
donemi (6. ve 8. gun) testislerin tubuller arasi bag dokusunda ve kapsul
bdlgesinde ePABP pozitif reaksiyon alanlari gozlenmedi (Sekil 4.16).

Postnatal hayatin ilerleyen giinlerinde ePABP mRNA yerlesimi ve
ekspresyon siddetinde bir degisim olup olmadigini belirlemek i¢in 16., 29. ve
32. gun testislere de RNA ISH uygulandi. On altinci giin testis dokusunda,
spermatogonyalara spermatositlerde katilmaktadir.
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Sekil 4.16. Altl ve sekiz gunluk testis dokusunda RNA ISH ve HE sonuglari. a: Alti guinluk
testis; b: Sekiz gunlik testis icin RNA in situ hibridizasyon sonucu verilmistir.
Hematoksilen-eozin ile boyanmis seri kesitler, histolojik degerlendirmeler icin
kullanildi. SG: Spermatogonya; TA: Tibdller arasi bélge. Tum resimler, 200X
orijinal biyitmede elde edildi.

RNA ISH uygulamasi sonucunda: 16. gun testiste sadece seminifer
tubullerde ePABP mRNA ekspresyonu oldugu goruldu. Seminifer tibullerde
ise sadece spermatogonya ve spermatositlerde ekspresyon gozlendi. Her iki
hicre tipinde de sitoplazmik yerlegsimli olan ePABP ekspresyonu,
spermatositlerde spermatogonyalara gore daha siddetli oldugu gorulda (Sekil
4.17a).

Postnatal hayatin 29. gunundeki testiste ise ePABP ekspresyonunda
degisiklikler goze carpmaktadir. Bu donemde, spermatogonya ve yuvarlak
spermatidlerde yogun ePABP ekspresyonu gozlenirken; spermatosit
grubunda olduk¢ca dusik duzeyde oldugu goralmastir. RNA in situ
hibridizasyon ile elde edilen sonuglar, izole edilen spermatogenik hicrelere
uygulanan gRT-PCR sonuglari ile uyumlu oldugu gorulda (Sekil 4.17b).

Erken donem postnatal testislere benzer olarak, tibuller arasi alanda
ve kapsul bolgesinde herhangi bir reaksiyon gozlenmedi. Boylece, tubuller
aras| alanda yer alan bag dokusu hicreleri ve seminifer tubulu cevreleyen
miyoid hucrelerde ePABP ekspresyonu olmadigi ortaya konuldu (Sekil
4.17b). Bu sonuglarin intertibdler hicrelerin izolasyonunu takiben
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uygulanacak gRT-PCR teknigi ile onaylanmasinin 6nemli olacagi
dustnulmektedir.

RNA in situ hibridizasyon Hematoksilen-Eozin
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Sekil 4.17. Postnatal testis dokusunda RNA ISH ve HE sonuclari. Postnatal 16., 29. ve 32.
gln testis doku kesitlerine RNA in situ hibridizasyon ve seri kesitine de HE
boyamasi yapildi. a: 16. gline b: 29. giine ve c: 32. gine ait testis dokularina
uygulanan RNA ISH ve hematoksilen-eozin sonugclari verilmistir. Tim resimler,
200X orijinal buyutmede elde edildi. TA: Tubuller arasi bolge, L: Limen, SG:
Spermatogonya, SS: Spermatosit, YS: Yuvarlak spermatid.

Otuz iki gunlik testis dokusunda ise 29. gune benzer olarak
spermatogonya ve yuvarlak spermatidlerde yiksek ePABP ekspresyonu
gOzlenirken; spermatositlerde ise dusuk ekspresyon oldugu belirlendi. Diger
testikller bolgelerde ise ePABP ekspresyonu gorilmedi (Sekil 4.17c¢).
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4.4.1. Ergin Fare Testisinde ePABP ve PABPC1 mRNA ’larinin Da gilimi

Ergin erkek fare testis kesitlerine (88. giin), RNA in situ hibridizasyon
teknigi uygulanarak hem ePABP hem de PABPC1 mRNA’larinin hicresel
yerlesimleri ve ekspresyon siddetleri belirlendi. ePABP mRNA’sI, seminifer
tubullerde gozlenirken; PABPC1 ise hem seminifer tibul hiicrelerinde hem de
tubuller arasi hicrelerde gozlendi.

Seminifer tubullerde ePABP transkripti, sadece spermatogenik
hiicrelerin sitoplazmalarinda belirlendi. Spermatogenik hucreler icinde en
yogun ePABP mRNA’si spermatogonyalarda goraldi. Bilindigi gibi
spermatogonyalar, seminifer tibdlli cevreleyen bazal lamina Uzerine oturan
ve c¢ok sayida mitotik aktivite geciren kok hucrelerdir. Yuvarlak
spermatidlerde ise ePABP mMRNA dizeyinin, spermatosit ve uzamis
spermatidlerden daha yuksek dizeyde oldugu belirlendi. Uzamis
spermatidlerde ise c¢ok zayif bir ePABP ekspresyonu goéruldi. ePABP
MRNA’sI, tubuller arasi alandaki ve kapsildeki hicrelerde eksprese
edilmedigi gozlendi (Sekil 4.18a).

Ergin fare testislerinde PABC1 ekspresyonu ise ePABP’ten farkli
olarak spermatogonyalarda olduk¢ca dustuk dizeyde bulunmustur.
Spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde PABPC1 ekspresyonu oldukca
yiuksek diuzeyde izlenirken, spermatogonya ve uzamis spermatidlerde ise
dusik dizeydeydi (Sekil 4.18b). Somatik bir hiicre olan Sertoli hiicresinde,
ePABP mRNA’sI gorilmezken; zayif dizeyde PABPC1 ekspresyonu goéruldi
(Sekil 4.18).

4.4.2. Spermatogenik Hicrelerde ePABP ve PABPC1 E kspresyonu

ePABP ve PABPCL1 gen ekspresyonu, ergin erkek fareden (88. gin)
izole edilen spermatogenik hucrelerde (spermatosit, yuvarlak spermatid,
uzamis spermatid ve spermde) qRT-PCR ile de analiz edildi. Yuvarlak
spermatidlerde spermatosit, uzamis spermatid ve sperme gore istatistiksel
olarak anlamli dizeyde daha yuksek ePABP ekspresyonu oldugu belirlendi.
Spermatosit ve uzamis spermatidlerdeki ePABP transkript diizeyi spermden
daha yuksek bulunmasina ragmen bu fark anlamh bulunmamistir (Sekil
4.18c).

izole edilen spermatogenik hiicrelerde kantitatif PABPC1 gen
ekspresyonu da analiz edildi. Spermatositlerde yuvarlak spermatid, uzamig
spermatid ve sperme goére anlamh dizeyde daha yuksek PABPC1
ekspresyonu oldugu belirlendi. Yuvarlak spermatidlerde ise uzamig
spermatid ve sperm fraksiyonlarindan daha yuksek PABPC1l mRNA'si
oldugu gordlmustir. Uzamis spermatidlerde sperme gore daha fazla
PABPC1 mRNA’sI olmasina ragmen, bu fark anlamli bulunmamistir (Sekil
4.18d). Ergin farelerden %?2-4 BSA sureksiz gradiyent yontemi ile
spermatogonya eldesi gerceklestirilemedigi icin bu hicrelerde ePABP ve
PABPC1 gen ekspresyonu degerlendirilememigtir. gRT-PCR ile izole edilen
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spermatogenik htcrelerde belirlenen ePABP ve PABPC1l ekspresyon
dizeyleri, RNA in situ ile elde edilen sonuglar ile paralellik gdstermektedir.
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Sekil 4.18. ePABP ve PABPCl'in RNA in situ ve gRT-PCR sonuclari. Ergin erkek fare
testisinde ePABP ve PABPC1 mRNA’larinin hicresel yerlesimleri ve ergin
erkek fare testisinden izole edilen spermatogenik hucrelerdeki gRT-PCR
sonuglarl goérilmektedir. RNA in situ hibridizasyon uygulamasinin isik
mikroskobik resimleri (200X orijinal buyitmede) sirasiyla a (ePABP icin) ve b
(PABPC1 icin) sekillerinde verildi. Oklar, ePABP ve PABPC1 probunun
spermatogonyalardaki reaksiyonunu gostermektedir. Ergin erkek fare
testisinden izole edilen spermatosit, yuvarlak spermatid, uzamis spermatid ve
spermde c¢) ePABP ekspresyonu, d) PABPC1 ekspresyonu RT-PCR ile
belirlendi.  Yildiz(lar) istatistiksel anlamhligin  varhdini  gostermektedir.
istatistiksel anlamlilik icin P degeri < 0.05 olarak kabul edilmistir. TA: Tibdller
aras!i bolge, L: Seminifer tdbdl limenini, SS: spermatositi, YS: yuvarlak
spermatidi, US: uzamig spermatidi isaret etmektedir. Resimler (a ve b), 200X
orijinal bulyitmede elde edildi.
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TARTISMA

Bu calismada, postnatal fare testislerinde (6., 8., 16., 20., 29. 32. ve
88. gun) ve izole edilen spermatogenik hicrelerde ePABP ve PABPC1
genlerinin ekspresyon duzeyleri belirlendi. Ayrica, postnatal fare testis
dokularina  RNA in situ hibridizasyon uygulanarak ePABP mRNA’sInIin
hicresel yerlesimi ortaya konuldu. Ergin erkek fare testisinde ise ePABP ve
PABPC1 mRNA’larin hicresel yerlesimleri RNA in situ hibridizasyon ile
birlikte degerlendirildi.

ePABP ve PABPC1 genlerinin ekspresyon dizeylerini ve hucresel
yerlesimlerini belirlemek icin postnatal fare testis gelisiminin belirli gtnleri (6.,
8., 16., 20., 29., 32. ve 88.) secilmigtir. Bu postnatal gunler, Bellvé AR.
tarafindan fareler Uzerinde yapilmig olan arastirmalar temel alinarak
belirlendi [113, 114]. Bu calismada, spermatogenik hicre tiplerinin
(spermatogonya, spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzamis spermatidlerin)
ortaya cilkma zamanlari ve oranlari ortaya konulmustur (Cizelge 5.1).
Spermatogonyalar, alti ve sekiz guinlik testiste ayirt edilebilmekte ve oranlari
postnatal gelisimin ilerleyen do6nemlerinde azalmaktadir. Mayozun fakl
asamalarinda olan preleptoten, leptoten, zigoten ve pakiten spermatosit
asamalarinin tamami ise 16 gunluk testiste gorulebilmektedir. Yuvarlak
spermatidler (spermatid 1-8), 18. gunde dusik oranda gorilmesine ragmen
spermatogenik hicre igindeki oranlari 20. giinde artmakta ve 29. gin testiste
ise oldukca yukselmektedir [113]. Otuz iki gunluk testis ise olgun sperm
dretimine yakin bir donem olmasi nedeniyle tercih edilmigtir. Bu donemde
kauda epididimiste sperm olmadigl kontrol edildikten sonra bu gine ait
testisler calismada kullaniimigtir. Ergin dénem ve olgun spermin Uretildigi
donem olarak, 88. gun testis kullaniimigtir. Sonug¢ olarak, bu calismada
spermatogenik hucrelerin seride ortaya c¢ikma donemleri temel alinarak
postnatal fare testis gunleri belirlenmigtir.

Bu calisma ile postnatal fare testis dokulari ve izole edilen
spermatogenik hicrelerde ePABP gen ekspresyonu ilk defa belirlendi.
ePABP gen ekspresyonunun, erken donem postnatal testis dokularinda (6.,
8., 16. ve 20. glunlerde) dusuk oldugu gorulmustur. Erken postnatal gelisim
donemlerinde ePABP gen ekspresyon dlizeyinin disik olmasi, bu donemde
ePABP proteinine gereksinim duyulmamasina bagli oldugu distntlmektedir.
Bilindigi gibi ePABP, transkripsiyonel aktivite durdurduktan sonra depo
MmRNA’larin translasyonel kontrollerinde rol oynamaktadir. Disi farelerde
gerceklesen oogenez sirecinde mayotik matirasyonla birlikte transkripsiyon
durmakta ve farede 2-hlcreli embriyo asamasinda tekrar baglamaktadir. Bu
donemde depo edilmis maternal mRNA’larin translasyonel kontroliinde
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ePABP proteininin gorev aldigi belirtiimektedir [65]. Benzer bir durum
spermatogenez surecinde de meydana gelmektedir. Spermatogenezin
spermiyogenez asamasinin ortasina dogru transkripsiyon durmaktadir. Bu
bilgiyle uyumlu olarak, ePABP mRNA dizeyi 29. gun testis dokusunda
belirgin artmakta ve 32. gun testiste en ylksek dizeyine ulasmaktadir.
Bilindigi gibi spermiyogenez sureci eseysel olgunlugun kazanildigi 35. gine
dogru tamamlanip, sperm Uretimi gerceklestiriimektedir [115]. ePABP dizeyi,
32. gun testisten digsuk olmakla birlikte 88. gin testiste de oldukc¢a yuksek
dizeyde oldugu gorulmastir. Ergin, 88 gunluk fare testisinde ePABP
ekspresyonunun yiksek dizeyde olmasinin spermatogenezin dalgalar
halinde meydana gelmesinden kaynaklandidi kanisindayiz.

Cizelge 5.1. Postnatal fare testisinde germ hicre oranlari. Bu tablo [114] nolu yayindan
modifiye edilmistir.

Postnatal Glinler

Hiicre tipi 6. glin 8. giin 10. giin 16. glin 18. giin 20. giin 84. giin
Spermatogonya 16 27 18 17 10 10 4
Spermatosit - - 30 44 60 58 22
Spermatid 1 4 3

(1-8. asama)

Spermatid

(12-16. asama) 40

Sertoli hiicresi 84 73 52 39 29 28 3

Calismada postnatal testis orneklerinde ePABP gen ekspresyon
duzeyi yuksekliginin, spermatogenik hicrelerden kaynaklanip
kaynaklanmadigr da degerlendirildi. Bu amacla, postnatal hayatin belirli
yaglarindaki erkek farelerden alinan testis orneklerinden spermatogenik
hiicrelerin  izolasyonlari gerceklestirildi. izolasyon icin elde edilecek
spermatogenik hiicre sayilarinin en yiksek oranda oldugu gunler secildi.
Spermatogenik hicre oranlari, >2%77 olan hicre fraksiyonlari ayni tupte
toplanarak ePABP gen ekspresyonu ortaya konuldu. Saflik oranlari, 32. gun
testisten elde edilen SG (~%77) ve YS (%78) fraksiyonlarinda en dusuk
yuzde de bulundu. Bu hicrelerin  morfolojik 0Ozellikleri ve hicre igi
yogunluklarinin birbirleri ve diger htcrelerle yakin olmasi nedeniyle saflik
oranlarn dismektedir. SG fraksiyonunu kontamine eden hucreler arasinda
spermatosit, yuvarlak spermatid, sitoplazmik atiklar ve diger hicreler de yer
almaktadir. Fraksiyonu kontamine eden hicre ve sitoplazmik atiklarin
hicresel yogunluklarinin SG ile benzer oldugu tahmin edilmektedir. Yuvarlak
spermatid fraksiyonu da benzer yogunluktaki hiicreler olan spermatogonya,
spermatosit, sitoplazmik atihm parcaciklari ve diger hicreler tarafindan
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kontamine edilmistir. Bu durum calismada kullandigimiz %2-4 siuireksiz BSA
gradiyentin 32. gun testisten ¢ok yuksek saflikta SG ve YS eldesi icin yeterli
olmadigi gostermektedir.

immatiir ve matiir erkek fare testislerinden izole edilen
spermatogenik hucrelerin canhlik oranlari, BSA gradiyent uygulamasini
takiben her hicre tipinde belirlendi. Bu hucreler arasinda en dusuk canhlik
orani, uzamig spermatid fraksiyonunda (%91.5) g6zlendi. Diger
spermatogenik hiicrelerde bu oran >2%96'dir. Uzamis spermatidlerde canhlik
oraninin diger spermatogenik hicrelerden dusik olmasinin bu huicrelerde
transkripsiyonel  aktivitenin  durmasina bagh oldugu kanisindayiz.
Transkripsiyonel aktivitenin durmasi, bu hucrelerin izolasyon slrecinde
maruz kaldidi in vitro etkilere karsi kendisini iyi bir sekilde koruyamadigini
dusundurmektedir.

Postnatal gelisimin 29., 32. ve 88. gun testis dokularinda ePABP gen
ekspresyon yuksekligininin  spermatogonya, spermatosit ve yuvarlak
spermatidlerde yuksek duzeydeki ePABP gen transkripsiyonundan
kaynaklandigi gqRT-PCR ve RNA in situ hibridizasyon teknikleri ile ortaya
konuldu. ePABP gen ekspresyonu 32. gin testisten elde edilen SG’lerde
oldukca yuksek duzeyde bulundu. SG’lerdeki yogun ePABP mRNA dretimi,
32. gun testiste artmis ePABP gen ekspresyonuna katkisi oldugu
gorulmektedir. Spermatosit fraksiyonlarinda (29., 32. ve 88. gun testislerde),
SG’lere benzer olarak en vyiksek ePABP ekspresyonu 32. glnde
gozlenmektedir. Fakat, ePABP’in SS’lerdeki ekspresyonu SG’lerinkinden
dusuk olmakla birlikte 29., 32. ve 88. gun testislerdeki ePABP ekspresyon
yuksekligine katkisi oldugu dustntlmektedir. Yuvarlak spermatidlerde de, 32.
gin ve 88. glnlerde yuksek miktarda ePABP oldugu géraldi. YS'lerdeki
ePABP ekspresyon duzeyinin SG ve SS’lerden de daha yuksek olduguda
gorulmektedir. Bu sonuclar 29., 32. ve 88. gln testis 6rneklerindeki yuksek
ePABP gen ekspresyon duzeyinin, SG, SS ve YS’'lerdeki fazla miktardaki
ePABP mRNA Uretiminden kaynaklandigini gostermektedir.

Yuvarlak spermatidlerdeki yiuksek ePABP ekspresyonunun, erken
spermatogenez sirecinde depolanan mRNA’larin korunmasinda bu genin
gorev aldigini dusundurmektedir. Bilindigi gibi, erken spermatogenezde
transkribe edilen mRNA’lar yaklasik 160 adenin nikeotidinden olusan uzun
bir poli(A) kuyruguna sahiptir [39, 40]. Bu uzun poli(A) kuyrugunun korunmasi
icin yuksek dizeyde ePABP ekspresyonuna gereksinim duyuldugu tahmin
edilmektedir. Ge¢ spermatogenezde, transkripsiyonun durmasina ve poli(A)
kuyrugunun kisalmasina bagli olarak uzamisg spermatid ve spermlerde
ePABP mMRNA duzeyinin dustigu kanisindayiz. ePABP 0zgu antikor
olmamas! nedeniyle calismada sadece MRNA dizeyleri degerlendirildi.
ePABP 06zgu antikor dretimi sonrasinda ePABP’in yuvarlak spermatidlerdeki
gorevleri daha net olarak ortaya konulabilecektir.
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Calisma kapsaminda, postnatal testis dokularinda ePABP
MRNA’sInin hicresel yerlesimi RNA in situ hibridizasyon ile ortaya konuldu.
ePABP mRNA’sI sadece seminifer tibullerde g6zlenip, tabdller arasi alan ve
kapsilde belirlenmedi. Altinci ve sekizinci gin testis dokularinda, SG’lerde
cok zayif ePABP mRNA'sI oldugu belirlenmigtir. Bu sonug, 6. ve 8. gun fare
testislerinden izole edilen spermatogonyalarda belirlenen zayif ePABP
ekspresyonu ile uyumludur. Erken postnatal gelisim donemi testislerdeki
spermatogonyalar, ¢ok sayida mitotik bolinmeler gecirerek hem
spermatogenez icin gerekli olan kok hicre havuzunu hem de primer
spermatositleri olugturmaktadir. Bu surecte, bu hucrelerdeki transkripsiyonel
aktivite ise devam etmektedir. Transkripsiyonel aktivitenin devam etmesi
nedeniyle, bu hiicrelerde ePABP’e gereksinim olmadigi diustnulmektedir.

On altinci gun testiste SG’lerde zayif ekspresyon gortlirken; SS’lerin
ePABP mRNA yogunlugu SG'ye gore yuksek bulunmustur. Bu donemde SS
izolasyonu gerceklestirimemesine ragmen; 16. gun testiste ePAPB
dizeyindeki artisgta SS’lerdeki yogun ePABP transkripsiyonundan
kaynaklandigi tahmin edilmektedir. ePABP mRNA yogunlugunun, 29. ve 32.
gun testislerde SG ve YS’lerde yuksek olmasi; eseysel olgunluga bagl olarak
depo mRNA’larin korunmasi icin ePABP’e gereksinim duyulmasindan
kaynaklandigi dasunulmektedir. Ergin erkek fare testis ornekleri SG’lerindeki
yogun ePABP ekspresyonu, bu proteinin spermatogonyalarin mitotik
aktivitelerinin dizenlenmesi ile primer spermatositlere faklilagsma surecinde
rol alan mRNA’larin posttranskripsiyonel kontrollerinde goérev alabilecegini
dusundirmektedir. Spermatogonyalarin mitotik aktivitesini diizenleyen genler
arasinda Gdnf [116], Gfral [117], Ret [117], Etv5 [118], Taf4b [119], Bcl6éb
[120], Atm [121], Zbtb16 (Plzf) [122] yer alirken; farklilagsma sireclerinde ise
Kitl, Utp14b [123], Sohlhl [124], Sohlh2 [125], Sox3 [126] gibi genler rol
oynamaktadir. ePABP proteininin, spermatogonyalarda bu genlerinin
hangilerinin ekspresyonel duzenlenmesinde gorev aldigi konusunda yeni
calismalara gereksinim duyulmaktadir.

ePABP ile benzer yapisal 0Ozelliklere sahip olan ve mRNA’larin
translasyonel kontrollerinde gorev alan PABPC1 geninin postnatal testis
dokulari ve spermatogenik hicrelerdeki ekspresyon dizeyleride analiz edildi.
PABPC1 mRNA ekspresyonu, 16. gin testisten itibaren yavas yavas
yikselmekte ve 32. ginde ise en yluksek seviyesine ulagsmaktadir. PABPC1
ekspresyonu, matir erkek fare testisinde (88. gin), 32. gine gore az
miktarda dismektedir. izole edilen spermatogenik hiicrelerdeki PABPC1
transkript diizeyinin SG, SS ve YS fraksiyonlarinda yuksek bulunmustur. Bu
durum PABPC1 ekspresyonunun 16. gunden baglayarak artmasinin
spermatogonya, spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde bu genin yuksek
dizeyde ekspresyonundan kaynaklandigi dusunulmektedir. Ayrica SG, SS
ve YS’ler 16. gun testis seminifer tibudldeki germinal epitel hiicreleri arasinda
onemli bir orani olusturmaktadir. Bu spermatogenik htcrelerin sayisal
fazlahiginin testisteki PABPC1 ekspresyonunun 16. ginden itibaren
yukselmesi ve bu vyiksek ekspresyonun devamhliginda etkili oldugu
kanisindayiz.
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Postnatal fare testislerinde yaptigimiz bu calismaya benzer bir
calisma Kimura ve arkadaslarn tarafindan da yapilmistir [101]. Bu ¢alismada,
PABPC1 ve PABPC2 proteinlerinin testis, beyin, akciger, kalp, karaciger,
dalak, bobrek, ovaryum ve uterus dokularindaki ekspresyon durumu
immunoblotlama ile gosterilmistir. PABPC1, analiz edilen tum somatik ve
gonadal dokularda eksprese edilirken; PABPC2 ise sadece testis dokusunda
eksprese edilmektedir. Postnatal hayatin farkh yaslardaki farelerden (5., 10.,
14., 18., 22., 26. ve 60. gunler) alinan total testislerde PABPC1 ve PABPC2
MRNA ekspresyonlari da arastiriimigtir. Northern blot yonteminin kullanildigi
bu analizde, tim postnatal testislerde PABPC1 ekspresyonu gorulirken;
Ozellikle 14. gunden baglayarak PABPC1 ekspresyonu yavas yavas
yukseldigi  gorulmustar. Bu  bulgularin, c¢alismamizla uyumlu oldugu
gorulmektedir. Bizim calismamizda 14. gun fare testisinde inceleme
yapilmamis olmakla birlikte; PABPC1 ekspresyonunun 16. ginden itibaren
artmaya bagladigini gRT-PCR yontemi ile belirledik. Ayrica, her iki calismada
da matur donemdeki PABPC1 ekspresyonunda distk miktarda bir azalmada
dikkati cekmektedir [101].

Kimura ve arkadaslari bu calismalarinda, PABPC2 ekspresyonunu ilk
olarak 18. gunde gérmusler ve 60. glne kadarda ekspresyonunun artan
dizeyde devam ettigini gostermiglerdir. Postnatal ginlerde PABPC1l ve
PABPC2 protein dizeyleri immunoblotlama ile degerlendirildiginde: PABPC1
proteini 5. gunde zayif diizeydeyken diger gunlerde belirgin miktarda arttigi
belirlenmistir. PABPC2 ise mRNA bulgulariyla uyumlu olarak 18. gin ve
sonrasindaki testis donemlerinde protein duzeyinde artan miktarda varhgi
gosterilmistir. Ayni calismada, izole edilen pakiten spermatosit, yuvarlak
spermatid ve uzayan spermatidlerde (bu fraksiyonun sitoplazmik atilimlar da
icerdigi belirtilmigtir.) PABPC1 ve PABPC2 proteinlerinin ekspresyonel
dizeyleri immunoblotlama ile ortaya konulmustur. En yiksek PABPC1
protein dizeyi uzayan spermatid fraksiyonunda g6zlenirken; yuvarlak
spermatid de ise uzayan spermatid ve pakiten spermatosit gruplarindan daha
diusuk dizeyde oldugu go6zlenmisti. PABPC2 ekspresyonu uzayan
spermatidlerde gérilmemesine ragmen; pakiten spermatositlerde ve yuvarlak
spermatidlerde bulunmustur. PABPC1 igin postnatal testislerde mRNA
dizeyinde elde ettigimiz sonuclarin, bu calismada elde edilen protein
dizeyindeki sonuclarla uyumlu oldugu gorilmektedir. PABPC1'in mRNA
dizeyinde oldugu gibi protein dizeyi de testikiler gelisime paralel olarak
yiikselmektedir. izole edilen spermatogenik hiicrelere immunoblotlama ve
ergin testis dokusuna immunofluoresans tekniklerinin  uygulamalari
sonucunda PABPC1 protein duzeyi, calismamizdaki mRNA duzeyindeki
sonuclara benzer olarak spermatosit ve yuvarlak spermatid asamalarinda
yuksek dizeyde bulunmustur. Fakat, uzayan spermatid fraksiyonunda
spermatosit ve yuvarlak spermatid fraksiyonlarindan anlamli diizeyde daha
yuksek duzeyde PABPC1 proteini oldugu gorulmektedir. Calismamizda ise
ES fraksiyonundaki PABPC1 mRNA miktari SS ve YS fraksiyonlarina gére
oldukgca dusik duzeyde bulunmustur. PABPC1'in mRNA dizeyininin ES
fraksiyonunda dusik olmasinin  transkripsiyonel  aktivitenin - mid-
spermiyogenez asamasinda durmasina bagh oldugu dusinulmektedir [101].
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US’lerde translasyonel aktivite devam ettigi icin PABPCL'in ihtiyaca bagl
olarak fazla miktara sentezlendigi kanisindayiz. Ayrica, Kimura ve
arkadaslarinin yaptigi bu calismada uzayan spermatid fraksiyonunda
sitoplazmik atilimlarin bulunmasi, PABPC1 protein miktarinin bu hicre
grubunda normalden yiksek c¢ikmasina neden olmus olabilir. Bizim
calismamizda ise US grubunda yuksek saflikta uzamig spermatidler bulunup;
sitoplazmik atilim ¢ok dusuk oranda bulunmaktadir.

Calismamizda spermatogonyal hicre izolasyonu sadece 6., 8., 16.,
ve 32. gin immatir testislerde yapildi. Ergin erkek farelerde (88. gun)
spermatogonya sayisinin oldukca dusuk bir yizde de (%6.8) oldugunu
yaptigimiz spermatogenik hiicre sayiminda gozlemledik. Bu nedenle %2-4
BSA gradiyent yontemi ile yuksek saflikta spermatogonya izolasyonu
gerceklestiriiemedi. Yaptigimiz izolasyon denemelerinde yaklasik %60
saflikta spermatogonya elde edildi. Bu saflik orani, gen ekspresyon
degerlendirmeleri icin yeterli bulunmamistir. Farkli calismalarda, yuksek
saflikta spermatogonya eldesinde akis sitometri (FACS) [127, 128], MACS
(Manyetik Hucre Secimi) [129], laminin matriksle kapl [130] ortamda
kultirasyon gibi farkli yontemler kullaniimistir. MACS ve akig sitometri
yontemlerinde, spermatogonyalara 6zglu olan belirtecler ile pozitif secilim ve
spermatogonyalar tarafindan eksprese edilmeyen genlerin ekspresyon
analizi ile de negatif secilimler yapilmaktadir. Boylece, yiksek saflikta
(>%80) spermatogonya eldesi gerceklestirilebilmektedir. Arastirmamizda
diger spermatogenik hicrelerin izolasyonunda %2-4 BSA gradiyenti
kullanilmasi nedeniyle, spermatogonya eldesi igin farklh bir ydntemin
kullaniimasinin  uygun olmayacagl dusundlmastar. Ergin  erkek fare
testisinden spermatogonya eldesi mumkin olmamasi nedeniyle, bu
donemdeki spermatogonyalarin ePABP ve PABPC1 ekspresyon durumlari
sadece RNA in situ hibridizasyon ile degerlendirilmistir. RNA in situ
uygulamasi sonucunda, ePABP mRNA dizeyinin spermatogonyalarda
yuksek dizeyde oldugu gozlenirken; PABPC1 mRNA dizeyinin ise oldukca
dusuk miktarda oldugu goruldi. Spermatogonyalardaki bu ekspresyon
durumu, bu hicrelerdeki mRNA’larin  sitoplazmik  poliadenilasyon
kontrollerinde ePABP’in 6nemli bir rol oynadigini digtindurmektedir.

Calismamizda, ergin erkek fare testisinden izole edilen
spermatogenik hicrelere uygulanan gRT-PCR ve testis ornekleri tzerinde
gerceklestirilen RNA in situ hibridizasyon sonuclar temel alindiginda: ergin
erkek fare testisinde spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde yiksek diizeyde
PABPC1 mRNA'si oldugu go6zlenirken, spermatogonya ve uzamis
spermatidlerde ise oldukca dusik duzeyde oldugu goéruldi. Bu bulgular,
Kleene ve arkadaslarinin ergin fare testisinden BSA gradiyentinin birim
yercekiminde sedimenasyonu yolu ile spermatogenik hicreleri (pakiten
spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzamis spermatidleri (ge¢ donem
spermatidler)) izole ettikleri sonuclar ile uyumludur [61]. Arastirmacilar
tarafindan izole edilen spermatogenik hiicrelerde PABPCl1 ve PABPC2
(PABPt) mRNA duzeyleri Northern blot yontemi ile ortaya konulmustur.
Pakiten spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde yutksek dizeyde PABPC1
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ekspresyonu goézlenirken; uzamis spermatidlerde ise PABPC1 ekspresyonu
olmadigi gorulmagtur. PABPC2 ekspresyonu ise PABPC1 sonuglarina
benzer olarak, pakiten spermatosit ve yuvarlak spermatidler yiksek
ekspresyon gorulirken; uzamis spermatidlerde PABPC2 ekspresyonu
belirlenmemistir. Bu sonugclar, calismamizda gRT-PCR ve RNA in situ
hibridizasyon ile ergin erkek farelerde elde ettigimiz sonuclarla buyuk 6lctde
uyumlu oldugu gorilmektedir. Calismamizda, Kleene ve arkadaglari
tarafindan elde edilen sonuglara benzer olarak spermatosit ve yuvarlak
spermatidlerde yuksek diizeyde PABPC1 mRNA ekspresyonu oldugu ortaya
konuldu. Fakat, Kleene ve arkadaglari uzamig spermatidlerde PABPC1
ekspresyonu belirlememelerine ragmen; calismamizda hem RNA in situ hem
de gRT-PCR uygulamalari sonucunda uzamis spermatidlerde PABPC1
mRNA'sinin varhgi gézlendi. iki calismanin US fraksiyonlarindan elde edilen
sonugclardaki farklihgin kullanilan tekniklerden kaynaklandigi kanisindayiz.
Calismamizda kullanilan gRT-PCR teknidi, Northern blot yontemine gore
daha hassas bir teknik olup; az miktarda bulunan mRNA’larin varliginin
gosterilmesinde etkin bir yontemdir. Bu nedenle, US fraksiyonunda PABPC1
MRNA’sinin  var oldugu; fakat Northern blot ydntemi ile ortaya
konulamayacak kadar dustik dizeyde oldugu dusunilmektedir.

Féral ve arkadaglarl ise insan somatik ve gonadal dokularda
PABPC1 ve PABPC3 (PABP3) gen ekspresyon dizeylerini arastirmiglardir.
Dalak, timus, prostat, testis, ovaryum, incebagirsak, kolon ve periferal kan
|6kositlerinde  bu genlerin  mMRNA dizeylerini  Northern blot ile
degerlendirdiklerinde: testis ve ovaryumda PABPC1 mRNA diizeyi en yuksek
dizeyde olmakla birlikte, butiin somatik dokularda bu genin ekspresyonunu
gozlemislerdir. PABPC3 ise faredeki ekspresyon durumuna paralel olarak,
analiz edilen insan dokulari arasinda sadece testiste oldugu belirlenmigtir.
Ayni calismada PABPC1 ve PABPC3 mRNA’larinin ergin insan testis
dokusundaki hicresel yerlesimleri RNA in situ hibridizasyon ydntemiyle
degerlendirilmigtir [62]. RNA in situ hibridizasyon uygulamasinda bu genlere
0zgu olan anlamh ve anlamsiz oligonukleotid problar kullaniimistir. PABPC1
MRNA’sInin pakiten spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde yerlesik oldugu
gozlemislerdir. PABPC2 mRNA’sinin ise sadece yuvarlak spermatidlerde
oldugu belirlenmistir. insan testisinde PABPC1 mRNA vyerlesimi,
calismamizdaki bulgulardan farkhlik gdstermektedir. Calismamizdaki fare
testisinde PABPC1 mRNA'sI pakiten spermatosit ve yuvarlak spermatidlere
ek olarak dusuk duzeyde de olsa spermatogonya ve uzamis spermatidlerde
de bulunmustur. Bu farklihdin, spermatogonya ve uzamis spermatidlerin
memeli turine bagh olarak PABPC1 igin ekspresyonal farklilik
gostermelerinden kaynaklanabilecegi dustintlmektedir. Ayrica, ¢calismamizda
PABPC1 mRNA'sinin belirlenmesi igcin DNA probu kullanilirken, bu
calismada oligonukleotid problardan vyararlaniimigtir. Bu durumun da
spermatogonya ve uzamis spermatidlerde farkli sonuglarin bulunmasina
neden olmus olabilir.

Ozetle, ePABP ve PABPC1 gen ekspresyonlari postnatal testis
gelisim surecinde zamansal ve uzaysal farkliliklar gostermektedir. Postnatal
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testislerde, ePABP 29. glin testiste artmaya bagslarken; PABPC1 ise 16.
gunde yukselmeye baglamaktadir. Postnatal gelisimin 29., 32., ve 88.
gunlerinde izole edilen spermatositierde PABPC1 diizeyi ePABP’e gére daha
yiksek miktardadir. Fakat, bu genlerin postnatal testis ve izole edilen
spermatogenik hicrelerdeki ekspresyon durumlarinda benzerlikler de
bulunmaktadir. Her iki genin ekspresyon duzeyi de 32. gin testisinde en
yiuksek dizeye ulasmakta ve 88. giunde de bu yiksek ekspresyon devam
etmektedir. Ayrica, 32. gun testisten izole edilen spermatogonya ve yuvarlak
spermatidlerde ePABP ve PABPC1l genlerinin yliksek ekspresyon
gosterdikleri gozlenmigtir. Erkek fare testis kesitlerinde RNA in situ
hibridizasyon uygulamalarinda da ePABP dizeyi spermatogonyalarda
yuksek dizeyde bulunurken, PABPC1 dizeyi ise olduk¢a dusuk diizeyde
bulunmustur. ePABP ve PABPC1 genlerinin postnatal testis ve izole edilen
spermatogenik hucrelerdeki ekspresyonlari, spermatogenez slrecinde
mRNA’larin translasyonel kontrolleri ve deadenilasyondan korunmasinda
onemli rolleri oldugunu distndurmektedir. Bu olasi rollerin net olarak ortaya
konulabilmesi icin protein dizeyinde yeni calismalara gereksinim
duyulmaktadir. Protein diizeyinde calismalar yapilabilmesi icin PABPC1 igin
ticari antikorlar olmasina ragmen, ePABP’e 0zglu antikor dretimi
gerekmektedir. Bu nedenle, insan ve farede ePABP ile ilgili yapiimis olan
calismalar sadece mRNA duzeyindedir. ePABP proteinine 6zgu antikor
dretimi, bu proteininin spermatogenez ve oogenez surecindeki rollerinin ve
PABPCL1 ile olan iligkisinin acik bir sekilde ortaya konulmasini saglayacaktir.
Ayrica, ePABP’in etkilesim iginde oldugu mRNA’lar ve proteinler de
belirlenebilecektir.
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SONUCLAR

Bu calisma ile postnatal fare testis dokularinda ePABP ve PABPC1
genlerinin ekspresyon duzeyleri ve hucresel yerlesimleri arastirilmigtir.
Ayrica, immatlr ve matlr testislerden izole edilen spermatogenik hicrelerde
bu genlerin kantitatif ekspresyon durumlari da degerlendirildi. Calisma
kapsaminda elde edilen sonuclar asagida maddeler halinde 6zetlenmistir.

1. Postnatal testis donemlerinde (6., 8., 16., 20., 29., 32. ve 88. gunlerde)
ePABP gen ekspresyonu 29. ginde belirgin oranda artmakta ve 32. giin
testiste en yiksek dizeyine ulasmaktadir. Ergin fare testisinde ise (88.
gun) ePABP dizeyi 32. ginden disuk, 29. ginden ise yuksek dizeyde
bulundu.

2. Ayni postnatal giinlerde PABPC1 ekspresyonu ise 16. ginden belirgin bir
artis gostermekte ve ePABP’e benzer olarak 32. ginde en yiksek
dizeyine ulasmaktadir. Ergin fare testisinde (88. guin) ise 32. giinden
dusuk olmakla birlikte 29. giinden daha yiksek miktarda PABPC1 mRNA
varligi belirlendi.

3. %2-4 sureksiz BSA gradiyent yontemi ile spermatogenik hucrelerin
izolasyonu, hucre kudltart aragtirmalarinda kullanilabilecek guvenilir bir
izolasyon teknigidir.

4. Postnatal fare testislerinde %2-4 sireksiz BSA gradiyenti ile elde edilen
spermatogenik hicre fraksiyonlarinda Prm2 ile Scp3 genlerinin SSile YS
fraksiyonlarinda beklenildigi gibi yiiksek diizeyde eksprese edilmektedir.

5. Germinal epitel hicrelerinin seminifer tubullerdeki oranlari, postnatal
gelisim gunlerine bagh olarak farkliliklar gostermektedir. Spermatogenik
hiicrelerin gelisim donemindeki oranlarina baglh olarak, postnatal
testislerdeki ePABP ve PABPC1 gen ekspresyonuna katki dizeyleri
degismektedir.

6. ePABP gen ekspresyonu, postnatal testis ginlerinden izole edilen
spermatogonya, spermatosit ve yuvarlak spermatid fraksiyonlarinda en
yiuksek dizeyine 32. gin testiste ulasmaktadir. Otuz ikinci gunde
spermatogenezin spermiyogenez asamasi gorilmeye baslamaktadir.
Bilindigi gibi, spermiyogenezin ortasinda transkripsiyonel aktivite
durmaktadir. Bu donemde yiiksek ePABP ekspresyonunun, erken
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spermatogenezde sentezlenen ve depolanan mRNA’larin translasyonel
kontrolleri icin gerekli olabilecegi dusunulmektedir.

Spermatogonya fraksiyonundaki yiksek ePABP ekspresyonun dneminin
ne oldugu net olarak bilinmemekle birlikte; ePABP’in bu hicrelerin mitotik
aktivite ve farklilagsma sureclerini kontrol eden genlere ait mRNA’larin
translasyonel diizenlenmesinde goérev aldigl kanisindayiz.

Spermatosit fraksiyonlarinda ePABP gen ekspresyon dizeyinin
spermatogonya ve yuvarlak spermatid fraksiyonlarindan (29., 32. ve 88.
ginlerden elde edilen) disuk duzeyde olmasi ePABP’in
spermatositlerdeki mayoz bolinme ve diger hucre igi fizyolojik aktivite
icin ¢cok kritik olmadigini distundtrmektedir.

PABPC1 gen ekspresyonu, ePABP’e benzer olarak 32. gin testisten
elde edilen spermatogonya, spermatosit ve yuvarlak spermatid
fraksiyonlarinda en yiksek dizeyine ulagmaktadir. Fakat, PABPC1
MRNA dizeyi, ePABP’den fakli olarak spermatosit fraksiyonunda
spermatogonya ve yuvarlak spermatid fraksiyonlarindan daha yuksektir.
Bu durum, spermatositlerdeki mayoz bélinme ve diger hicre ici fizyolojik
sureclerde gerekli olan mRNA’larin translasyonel kontrollerinde
PABPClin ePABP'e g6re daha etkin bir rol oynadigini
dusundurmektedir.

Otuz iki gunlik testisteki, spermatogonya ve yuvarlak spermatidlerde de
yiksek duzeyde PABPC1 transkripti bulunmasi; bu hicrelerdeki
posttranskripsiyonel kontrol iglemlerinde PABPCL1'in ePABP ile birlikte
gorev yaptigi kanisindayiz.

ePABP mRNA'sl, RNA in situ hibridizasyon uygulamasi sonucunda
postnatal fare testis dokularinin (6., 8., 16., 29., 32. ve 88. gun) seminifer
tubdllerinde gozlenmigtir. Seminifer tubullerde ise ePABP mMRNA'sI
sadece spermatogenik hicrelerin sitoplazmalarinda belirlenmigtir. RNA in
situ hibridizasyon ile postnatal testis dokularindaki spermatogenik
hiicrelerdeki ePABP ekspresyonu, izole edilen spermatogenik hiicrelerde
gRT-PCR ile belirlenen ePABP ekspresyon sonuglariyla uyumludur.

Ergin erkek fare (88. guin) testisinde, RNA in situ uygulamasi sonucunda
spermatogonyalarda yogun ePABP ekspresyonu gorulmesi: ePABP’in bu
hicrelerin  mitotik aktivite ve primer spermatositlere farkhlasma
sureclerinde gorev alan mRNA’larin translasyonel kontrollerinde gorev
aldigini distundirmektedir.

Ergin erkek fare (88. gun) testisinde yuvarlak spermatidlerde,
spermatosit, uzamis spermatid ve sperm fraksiyonlarindan daha yuksek
ePABP ekspresyonu vardir. ePABP’in bu yuksek ekspresyonu erken
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spermatogenez  slrecinde sentezlenip, depolanan mRNA’larin
degradasyondan korunmasi ve posttranskripsiyonel kontrol agamalarinda
bu genin gorev aldigini gostermektedir.

RNA in situ hibridizasyon uygulamasi sonucunda, ergin erkek fare testis
dokusunda PABPC1 mRNA'si seminifer tubullerdeki spermatogenik
hiacrelerin  ve intertibtler alandaki hcrelerin  sitoplazmalarinda
gozlenmistir. Spermatogenik hicrelerde, PABPC1 ekspresyonu yuvarlak
spermatid ile  spermatositlerde = spermatogonya ve  uzamig
spermatidlerden daha yuksektir. PABPC1’in ePABP’den farkl olarak,
spermatositlerde yuksek dizeyde bulunmasi, spermatositlerdeki
posttranskripsiyonal kontrol sirecinde PABPC1'in ePABP’e gére daha
etkin bir rol oynadigi kanisindayiz. Yuvarlak spermatidlerde ise depo
mRNA’larin translasyonel kontrollerinde ePABP ile PABPCY'in birlikte
fonksiyon goriyor olabilirler. Spermatogonyalarda PABPC1 mRNA
dizeyinin zayif olmasi: ePABP’in bu hicrelerde PABPC1l'e gore daha
etkin oldugunu dusundirmektedir.
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