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ÖZET 

ePABP [embriyonik poli(A) bağlanma proteini], oosit gelişim 
döneminde depolanan maternal mRNA’ların translasyonel düzenlenmesinde 
görev alır. Embriyonik genom aktivasyonundan sonraki erken dönem 
embriyolarda ve somatik hücrelerde, mRNA’ların translasyonel kontrolleri ise 
PABPC1 [poli(A) bağlanma proteini, sitoplazmik 1] tarafından gerçekleştirilir. 
Memelilerde, spermatogenezin spermiyogenez aşamasının ortasında 
transkripsiyon durmaktadır. Bu çalışmada, depo mRNA’ların translasyonel 
kontrollerinde görev alan ePABP ve PABPC1 mRNA’larının postnatal fare 
testislerinde ve izole edilen spermatogenik hücrelerdeki ekspresyon düzeyleri 
ile hücresel yerleşimlerinin belirlenmesi amaçlanmıştır.  

 
Bu amaçla, postnatal hayatın farklı yaşlarında olan (6., 8., 16., 20., 

29., 32. ve 88. gün) C57BL/6 ırkı erkek farelerden testisler alındı. Alınan 
testisler ve bu testislerden izole edilen spermatogenik hücrelerde ePABP ve 
PABPC1 gen ekspresyonları qRT-PCR ile belirlendi. Ayrıca, postnatal fare 
testislerinde RNA in situ hibridizasyon yöntemi ile ePABP mRNA’sının 
hücresel yerleşimi de ortaya konuldu.  

 
Çalışma sonucunda, ePABP gen ekspresyonu 6., 8., 16. ve 20. gün 

fare testislerinde çok düşük düzeyde olduğu gözlenirken; 29. günde 
yükselmeye başlamış ve 32. günde en yüksek düzeye ulaşmıştır. PABPC1 
ekspresyonu ise 6. ve 8. gün testislerde düşük miktarda bulunurken; 16. 
günden itibaren yükselmeye başladığı ve 32. günde en yüksek düzeye 
ulaştığı gözlendi. ePABP gen ekspresyonu, 32. gün testisten elde edilen 
spermatogonya, spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde diğer günlere göre 
daha yüksek olduğu belirlendi. ePABP sonuçlarına benzer olarak,  PABPC1 
ekspresyonu da 32. gün testisten elde edilen spermatogonya, spermatosit ve 
yuvarlak spermatidlerde diğer günlere göre daha yüksek düzeyde olduğu 
görüldü. Postnatal fare testislerine uygulanan RNA in situ hibridizasyon (RNA 
ISH) sonucunda ise ePABP mRNA’sının sadece seminifer tübüllerdeki 
spermatogenik hücrelerde sitoplazmik yerleşimli olarak belirlendi. Ayrıca, 
ePABP mRNA’sının 29., 32. ve 88. gün testislerin spermatogonyalarda diğer 
spermatogenik hücrelere göre daha yüksek düzeyde olduğu ortaya konuldu.  

 
Bu bulgular, ePABP ve PABPC1 genlerinin fare spermatogenez 

sürecinde üretilen mRNA’ların translasyonel kontrollerinde görev 
alabileceğini göstermektedir.  
 
Anahtar Kelimeler:  ePABP; PABPC1; Poliadenilasyon; Testis; 

Spermatogenez 



 
 

vi 
 

 

 

ABSTRACT 

ePABP (embryonic poly(A) binding protein), functions in translational 
regulation of the maternal mRNAs 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 qRT-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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GİRİŞ VE AMAÇ 

Memeli germ hücreleri, erken dönem embriyolar ve somatik 
hücrelerde mRNA’ların translasyonel kontrollerinde, poli(A) bağlanma 
proteinleri görev almaktadır. Poli(A) bağlanma proteinleri, mRNA’ların 3’-
ucunda bulunan poli(A) kuyruğuna bağlanarak translasyonel aktivitelerini 
düzenlemektedirler. Omurgalılarda, sitoplazmik PABP1 ve nükleer PABPN1 
olmak üzere yapısal olarak iki farklı poli(A) bağlanma proteini bulunmaktadır. 
ePABP, PABPC1 ve PABPC2 proteinleri PABP1 grubunda yer alırken; 
ePABP2 ise PABPN1 grubunda bulunmaktadır. 

ePABP [embriyonik poli(A) bağlanma proteini] ve PABPC1 [poli(A) 
bağlanma proteini, sitoplazmik 1] genlerinin fare ve insan oosit ile 
preimplantif dönem embriyolarının belli dönemlerinde, farklı düzeylerde 
eksprese edildikleri belirlenmiştir. Farede, ePABP geni germinal vezikül (GV) 
ve metafaz II (MII) aşamasındaki oositler ile zigot ve 2-hücreli embriyolarda 
transkribe edilirken; 4-hücre, 8-hücre ve blastosist dönemlerinde ise 
transkribe edilmemektedir. PABPC1 ise 8-hücreli embriyo aşamasına kadar 
zayıf bir ekspresyon gösterirken, 8-hücre ve blastosist dönemlerinde oldukça 
yüksek düzeye ulaşmaktadır. İnsanda ise GV ve MII aşamasındaki 
oositlerdeki ePABP mRNA düzeyi, 8-hücre ve blastosist aşamalarına göre 
anlamlı düzeyde daha yüksek bulunmuştur. PABPC1 ise tam tersi olarak 8-
hücre ve blastosist dönemi embriyolarda GV ve MII oositlere göre anlamlı 
düzeyde daha fazla olduğu belirlenmiştir. Bilindiği gibi oositin mayotik 
olgunlaşma döneminden farede 2-hücreli; insanda ise 4-8-hücreli embriyo 
aşamasına kadar transkripsiyon durmaktadır. Sonuç olarak, ePABP ile 
PABPC1 proteinleri benzer görevleri yapmakta ve transkripsiyonel aktivitenin 
durmasından önce ePABP; sonrasında ise PABPC1 fazla miktarda transkribe 
edilmektedir. Bu durum, bu genlerinin birbirlerinin görevlerini kompanse 
edebildiklerini düşündürmektedir. 

Memelilerde spermatogenez spermatogonya, mayoz ve 
spermiyogenez olmak üzere üç ana aşamadan oluşmaktadır. Spermiyogenez 
aşamasının ortasında, transkripsiyonel aktivite durmaktadır. Bilindiği gibi, 
spermiyogenez sürecinde gerçekleştirilen nükleer kondensasyon, sperm 
kuyruk oluşumu, akrozom gelişimi ve organellerin düzenlenimi gibi morfolojik 
değişimler olmaktadır. Bu morfolojik değişimler için gerekli proteinler, erken 
spermatogenez sürecinde transkribe edilip, depolanan mRNA’lardan 
sentezlenmektedir. Bu nedenle, erken spermatogenez döneminde üretilen 
mRNA’ların translasyonel kontrollerinde poli(A) bağlanma proteinlerine 
gereksinim duyulduğu düşünülmektedir. PABPC1 ve testis özgü poli(A) 
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bağlanma proteinlerinin (PABPC2) memeli testis dokusu ve spermatogenik 
hücrelerindeki ekspresyon durumu daha önceki çalışmalarda değerlendirilmiş 
ve translasyonel düzenlemede önemli görevleri olduğu ortaya konulmuştur.  

Oosit gelişimi, fertilizasyon ve erken dönem embriyo gelişimi için 
gerekli olan maternal mRNA’ların translasyonel kontrolünde görev aldığı 
belirlenen ePABP’in, fare testis dokusundaki ve spermatogenik hücrelerdeki 
ekspresyon durumu ve PABPC1 ile olan ilişkisi bilinmemektedir. Hipotezimiz; 
ePABP ve PABPC1 genleri postnatal fare testis dokuları ve spermatogenik 
hücrelerde yaşa bağlı olarak faklı düzeylerde eksprese edilirler. Bu  
çalışmadaki amacımız; postnatal fare testis dokularında (6., 8., 16., 20., 29., 
32. ve 88. günler) ve izole edilen spermatogenik hücrelerde ePABP ve 
PABPC1 gen ekspresyon düzeylerinin belirlenmesidir. Ayrıca, bu çalışmayla 
postnatal fare testis dokusunda ePABP mRNA’sının hücresel yerleşiminin 
belirlenmesi de hedeflenmiştir. 
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GENEL B İLGİLER  

2.1.    Memelilerde Erkek Üreme Sistemi 
Memeli erkek üreme sistemi testisler, yardımcı genital bezler, genital 

kanallar ve penisten oluşmaktadır. Yardımcı bezler Cowper’in bulboüretral, 
prostat ve seminal bezlerdir. Erkek genital kanalları ise düz tübüller (tubuli 
rekti), rete testis, efferent kanalcıkları (duktuli efferentes), epididimis (duktus 
epididimis), vaz deferens ve üretradan oluşturmaktadır (Şekil 2.1). 

Erkek genital sistem yardımcı bezlerden olan seminal bez çifti, 
mesanenin arkasında yer almaktadır. En dış bölgesini bağ dokusu, ortasında 
düz kas tabakası ve en iç yüzeyinde ise tek katlı kübikten yalancı çok katlı 
prizmatiğe kadar değişen bir epitel katmanında oluşmaktadır. Früktoz, 
prostaglandinler ve bu beze özgü farklı proteinleri üreten seminal bezler, 
salgılarını seminal sıvı içine vermektedir. Bu salgılanan maddeler, sperm için 
enerji kaynağı olduğu gibi sperm hareketliliğini arttırıcı alkali (bazik) bir 
ortamda hazırlamaktadır. Seminal bezlerin salgılama fonksiyonu, testosteron 
ve dihidrotestosteron gibi androjenler tarafından kontrol edilmektedir [1, 2].  

Tübüloalveolar bir bez tipinde olan prostat bezi ise en büyük yardımcı 
üreme bezi olup, içeriklerini prostatik üretraya boşaltmaktadır. Tek katlı ya da 
yalancı çok katlı prizmatik epitelle döşeli olan bu bez, prostat-özgün asit 
fosfataz, prostat-özgün antijen,  amilaz ve fibrinolizin salgılamaktadır. Prostat 
bezinin en belirgin özelliği, kalsiyum birikimine bağlı olarak oluşan ve 
lümenlerinde gözlenen prostatik taşlardır [1]. Cowper’in bulboüretral bezi, 
prostat bezinin arka-alt kısmında üretranın iki tarafında yerleşiktir. Jelatinimsi 
salgısı, üretranın içini kayganlaştırarak sperm hücrelerinin kolaylıkla 
geçmesini sağlamaktadır. Ayrıca, üretranın içinin temizlenmesine de katkı 
sağladığı düşünülmektedir. Semenin %1’den daha az kısmını 
oluşturmaktadır [2]. 

Erkek genital kanallarının en önemli görevi üretilen erkek eşey 
hücresi olan spermlerin ve yardımcı bezlerin salgılarının taşınmasıdır.  
Seminifer tübül lümenine verilen spermler, ilk olarak düz tübüllere 
girmektedir. Düz tübüller, kıvrımlı seminifer tübüllerin uca doğru lümenlerinin 
daralması ile oluşmaktadır. Kısa segmentler şeklinde olan düz tübüller, tek 
katlı kübik epitel ile döşelidirler. Seminifer tübüllerdeki, Sertoli hücrelerinin 
bazal bölümünde bulunan tıkayıcı bağlantılar, bu tübüllerde Sertoli 
hücrelerinin apikal bölgelerinde yer almaktadır. Düz tübüller, seminifer 
tübülleri rete testise bağlamaktadır. Rete testis, testisin mediastinum 
bölgesinde bulunmakta ve anastomozlaşmış kanallardan oluşmaktadır. Rete 



 
 

4 
 

testis, tek katlı kübik epitel ile döşenmiştir. Bu epitelde hücreler, mikrovillus 
ve sil yapılarını içermektedir. Epitel tabakasının etrafında ise miyoid hücreler, 
fibroblastlar ile kan ve lenf damarları bulunmaktadır. Sertoli hücreleri ve 
spermatogenik hücreler, bu kanallarda bulunmamaktadır [3, 4]. 

Rete testis ile epididimis arasında yer alan efferent kanalcıklar ise tek 
katlı prizmatik epitelle döşenmiştir. Bu epitel silli hücreler, sterosilyalı esas 
hücreler ve bazal hücreleri içermektedir. Silli hücreler, hareketsiz olan 
spermlerin epididimise iletiminde görev alırken; sterosilyalı esas hücreler ise 
kanalcıkların lümenindeki sıvının emilmesinde rol oynamaktadırlar. Bazal 
hücrelerin bu iki hücre tipi için kaynaklık yaptığı düşünülmektedir. Epitel 
tabakasının hemen altında yer alan bazal laminayı ince bir iç dairesel düz 
kas tabası çevrelemektedir. Efferent kanalcıkların, epididimis ve diğer erkek 
üreme kanallarından en belirgin yapısal farkı ise epitelin taraklı bir görüntüye 
sahip olmasıdır [3, 4]. 

 

Şekil 2.1.   Memelilerde testis, epididimis ve vaz deferens yapısı. 1: düz tübüller (tubuli 
rekti), 2: rete testis, 3: eferent kanalcıklar, 4: epididimis, 5: vaz deferens 
bölgelerini göstermektedir. Bu şekil, [1] nolu kaynaktan alındı. 

Epididimis, spermlerin hareket özelliği kazandıkları ve olgunlaştıkları 
en önemli erkek genital kanalıdır. Bu kanal, farede 1 m insanda ise yaklaşık 
3-6 metre uzunluğunda oldukça kıvrımlı bir yapıdadır. Epididimis, baş 
(kaput), gövde (korpus) ve kuyruk (kavda) olmak üzere üç anatomik 
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bölümden oluşmaktadır. Epididimis lümenini sterosilyalı yalancı çok katlı 
prizmatik epitel hücreleri döşemektedir. Epitelini sterosilyalı esas hücreler, 
bazal hücreler ve diğer hücre tipleri (apikal ve holo hücreler gibi) oluşturur. 
Esas hücreler, bazal laminadan lümene kadar uzanmakta ve dallanmış 
sterosilya ile iyi gelişmiş Golgi aparatı, lizozomlar ve veziküller içermektedir. 
Bu özellikler, bu hücrelerin salgılama ve emilim işlemlerinde görevli olduğunu 
göstermektedir. Bazal lamina üzerine oturan, fakat lümene ulaşmayan bazal 
hücrelerin ise esas ve diğer hücrelere kaynaklık ettiği kabul edilmektedir. 
Epididimiste bulunan diğer hücre tipleri ise apikal ve berrak hücrelerdir. 
Apikal hücreler mitokondriyonlardan zengin olup, epididimisin baş bölgesinde 
bulunmaktadır. Berrak hücreler ise daha çok epididimisin kuyruk bölgesinde 
yerleşim gösterirler. Ayrıca, epididimis kanalı boyunca immünolojik 
reaksiyonlarda görev alan intraepiteliyal lenfositlerde bulunmaktadır. Epitel ve 
altındaki bazal lamina, düz kas hücreleri tarafından çevrelenmektedir [2, 4]. 

Vaz deferens, epididimis ile penil üretrayı birbirine bağlamaktadır. Bu 
kanal tunika mukoza, tunika müskülaris ve tunika adventisya tabakalarından 
oluşmaktadır. Tunika mukoza, sterosilyalı yalancı çok katlı kübik ya da 
prizmatik epitel ve altındaki gevşek bağ dokudan oluşmaktadır. Epitelin 
hemen altında içte uzunlamasına, ortada dairesel ve dışta uzunlamasına 
düzenlenmiş düz kas tabakası bulunur. En dışta ise gevşek bağ dokusundan 
oluşan tunika adventisya yer alır. Vaz deferensin açıldığı erkek üretrası 20 
cm uzunluğunda olup; prostatik, membranöz ve penil üretra olmak üzere üç 
ana bölgeden oluşmaktadır. Prostatik üretranın epiteli, değişici epitel 
(üroepitelyum); penil üretra ve membranöz üretra epiteli ise yalancı çok katlı 
veya çok katlı prizmatik epiteldir.  Her üç bölgenin epitel katmanı altındaki 
bağ dokudan sonra, düz kas tabakası ve en dışta ise tunika adventisya 
bulunmaktadır. Membranöz üretra, düz kas tabası dışında çizgili kastan 
oluşan bir sifinkterde içerir [3, 4]. 

Erkek genital organlarından olan penis ise iki adet korpus 
kavernozum ve bir adet korpus spongiyozum olarak tanımlanan erektil doku 
kitlelerine sahiptir. Bu doku kitleleri, sıkı bağ dokusu yapısında olan tunika 
albuginaya ile çevrilidir. Bu erektil dokularda, arter ve venöz damarlara 
boşalan çok sayıda kan boşlukları ya da sinüzoidler bulunmaktadır. Penis, en 
dıştan epidermis ile dermis tabakalarından oluşan deri ve onun altındaki 
elastik bağ dokusu özelliğindeki fasya ile çevrelenmiştir [4]. 

Erkek sperm hücresinin üretim işlemlerinin bütünü anlamına gelen 
spermatogenezin gerçekleştiği ve testosteron gibi önemli hormonlar ile 
moleküllerin sentezlendiği erkek genital organı ise testislerdir. Testisler, karın 
boşluğunun dışında skrotum olarak adlandırılan bir kese içinde iki adet olarak 
yer almaktadır. Testislerin bu yerleşimleri, spermatogenez için uygun sıcaklık 
olan 34-35 oC’yi sağlamaktadır. Testisin arka yüzü epididimis ile ilişki içinde 
olup, spermatik kordonla asılı olarak bulunmaktadır. Spermatik kordon içinde 
testis ve epididimis dışında vaz deferens, spermatik arter ve ven ile lenfatik 
pleksuslar da bulunmaktadır [3, 4].  
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Genel olarak testislerin gelişimi farklanmamış ve farklılaşmış 
gonadların gelişimini içeren iki ayrı aşamada değerlendirilmektedir. 
Farklaşmamış gonadların gelişimi (insanda 5. haftada başlamaktadır): 
mezonefrozun orta hattındaki mezotelin ve altındaki mezenşimin çoğalması 
ile mezonefrozun orta hattında gonadal bir kabartı oluşur. Gonadal kabartıda 
beliren epitelyal kordonlar, alttaki mezenşim içine parmaksı uzantılar verirler. 
Böylece, farklaşmamış gonadda dışta korteks içte medulla olmak üzere iki 
bölge ayırt edilebilmektedir. Eğer embriyo XY genotipine sahip ise medulla 
bölgesi testise farklanırken, korteks ise gerilemektedir. Embriyo genotipinin 
XX olması durumunda farklanmamış gonadın korteksi ovaryumları 
oluştururken; medulla bölgesi gerilemektedir (Şekil 2.2) [5, 6].  

Erkek germ hücresi olan spermin kökeni olan primordiyal germ 
hücreler (PGH’ler), insanda 4. haftada vitellus kesesi duvarındaki endoderm 
hücreleri arasında yuvarlak hücreler olarak ortaya çıkarlar. Embriyonun 
katlanması sırasında, vitellus kesesinin dorsal parçası embriyo içerisine dahil 
olur.  Bu süreçte, PGH’ler arka bağırsağın dorsal mezenteri boyunca gonadal 
kabartıya göç etmektedirler. İnsanda 6. haftada, PGH’ler mezenşim içine 
girerek gonadal kordonlara katılırlar. İnsanda yedinci haftaya kadar dişi ve 
erkek gonadların genel görüntüleri birbirlerine benzerler, bu nedenle bu 
haftaya kadarki gonadlara farklaşmamış gonadlar adı verilmektedir. Bu 
haftadan sonra, erkek fenotipinin gelişmesi için Y-kromozomunun kısa 
kolunda yerleşik olan SRY geni tarafından testis belirleyici faktör  (TBF) 
üretilir. TBF’nin etkisi ile gonadal kordonlar seminifer kordonlara farklanırlar. 
Seminifer kordonlar, seminifer tübüllerin ilkel şeklini oluştururken [5]; TBF, 
gonadal kordonların medullanın derinlerine doğru uzanmasını da uyarır. 
Medullanın derinlerine uzanan kordonlar, dallanıp birbiriyle anastomozlar 
yaparak rete testis yapısını oluştururlar. Fibröz bir kapsül özelliğinde olan 
tunika albugineanın gelişimi ile seminifer kordonların yüzey epiteli ile olan 
ilişkisi ortadan kalkmaktadır. Seminifer kordonların bir bölümü, gelişimin 
ilerleyen dönemlerinde seminifer tübüllere, tubuli rekti ve rete testis yapılarına 
farklanmaktadır (Şekil 2.2) [5, 6].  

Seminifer tübüller arasında bulunan mezenşim, Leydig hücreleri 
olarak bilinen interstisyel hücreleri oluşturur. İnsanda 8. haftadan itibaren 
Leydig hücreleri testosteron ve androstenedion hormonlarını salgılamaya 
başlamaktadır. Bu adrojenik hormonlar mezonefrik kanalların ve dış genital 
kanalların erkek yönünde faklaşmasını sağlamaktadır. Ayrıca, Sertoli 
hücreleri tarafından üretilen antimülleriyan hormon da, paramezonefrik 
kanalların uterus ve tuba uterinaya faklılaşmasını baskılamaktadır [5].  

Embriyolojik gelişim sürecinde karın boşluğunun arka duvarında 
retroperitoneal olarak gelişen testisler, insanda 26. haftada inguinal kanala 
doğru ilerler. Testislerin inguinal kanal boyunca inişinde testosteron hormonu 
rol oynamakta ve bu işlem 2-3 gün sürmektedir. Spermatik kordonların 
ucunda asılı olarak skrotuma inen testisler, periton ve tunika vaginalisin 
viseral tabakasını içeren seröz bir örtü ile çevrilidir [6]. Ergenlik dönemine 
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girilmesiyle seminifer tübüllerde, ergenlik dönemine girilmesi birlikte lümen 
oluşumu gözlenir. Bu dönemde tübüllerin duvarında, yüzey epitelinden 
gelişen Sertoli hücreleri ve PGH’lerden köken alan spermatogonya 
bulunmaktadır. Fetal ve erken postnatal gelişim dönemlerinde Sertoli hücre 
sayısı, spermatogonyaya göre oldukça fazladır [6].  

2.3.    Memelilerde Testisin Histolojik Yapısı 
Testisler, skrotum adı verilen bir kese içinde yer almaktadır. Skrotum, 

deri yapısında olup; memelilere göre değişebilen kalınlığa sahip epidermis ve 
dermis kısımlarından oluşmaktadır [7].  

 

Şekil 2.3.  Skrotum ve testisin şematize edilmiş histolojik yapısı. Skrotum epidermis, 
dermis, dartos kası, Colles fasyası ve tunika vaginalisin pariyetal tabakalarını 
içermektedir. Tunika vaginalisin viseral tabakası testisi en dıştan 
çevrelemektedir. Bu şekil [7] nolu kaynaktan alınmıştır. 

Dermis tabakasında yağ bezleri, kıl folikülleri ve ter bezleri yer 
almaktadır. Subdermal alanda ise dartos kası olarak tanımlanan rastgele 
dağılmış düz kaslar bulunmaktadır. Dartos kas tabakasından sonra gelen 
yapı ise fibrokollajen yapısındaki Colles fasyası yer almaktadır. Colles 
fasyasının iç kısmı sıkı bir şekilde paketlenerek tunika vaginalisin pariyetal 
tabakasını oluşturmaktadır. Tunika vaginalisin pariyetal ve viseral 
tabakalarının aradaki boşluğa bakan yüzeyleri mezotelle döşenmiştir (Şekil 
2.3) [7]. 
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Hem endokrin hem de ekzokrin salgılama yapan bir bez olan 
testisler, en dıştan tunika albuginea adı verilen düzenli sıkı bağ dokusu 
yapısında fibroelastik bir kapsül ile çevrilidir. Bu kapsülün hemen altında, 
içinde çok sayıda kan damarı bulunan gevşek (areolar) bağ dokusu olan 
tunika vasküloza tabakası yer almaktadır. Bu tabaka testisin iç bölgelerine 
girerek, seminifer tübüller arasında bulunan interstisyel bağ dokusunu 
oluşturmaktadır. Tunika albuginea, testisin arka yüzünde kalınlaşarak 
mediastinum testis adı verilen bölgeyi oluşturmaktadır. Mediastinum testis 
içinde düzensiz boşluklar şeklinde rete testis yapısı yer almaktadır [8].  

 

Şekil 2.4.  Seminifer tübül ve intertübüler alanın şematik görüntüsü. Seminifer tübül, 
spermatogenezin farklı aşamasındaki spermatogenik hücreleri 
(spermatogonyumlar, spermatositler, yuvarlak spermatidler ve uzayan/uzamış 
spermatidler) içermektedir. İntertübüler alanda Leydig hücreleri, fibroblastlar ile 
diğer bağ dokusu hücre ve bileşenleri görülmektedir. Bu şekil [8] nolu kaynaktan 
alınmıştır. 

Mediastinum testisten, testis içine doğru giren uzantılar testisi 
testiküler lopçuklara/bölmelere ayırmaktadır. Her bir testiste yaklaşık 250 
adet bulunan bu lopçuklar, birbirleriyle bağlantılıdırlar. Her bir lopçukta, 
gevşek bağ dokusu ile çevrelenmiş 1-4 adet seminifer tübül bulunur. 
Seminifer tübüller, her bir testiste yaklaşık 250-1000 kadar olup; her birinin 
çapı 150-250 µm, uzunluğu ise 30-70 cm olan tüp şeklindeki kıvrıntılı 
yapılardır. Her bir testisteki tübüllerin toplam uzunluğu yaklaşık 250 metredir.  

Çok katlı germinal (seminifer) epitelden oluşan seminifer tübüller, 
bazal lamina ve fibröz bir bağ dokusu ile sarılmıştır. Tunika propria olarakta 
bilinen bu fibröz bağ doku kılıfı, birkaç sıra halindeki fibroblast tabakası, 
kollajen lifler ve bazal laminaya yapışık olan miyoid hücrelerinden 
oluşmaktadır (Şekil 2.4). Kasılma özelliğine sahip olan miyoid hücrelerin 



 
 

10 
 

ritmik kasılma aktiviteleri, hareketsiz olan spermlerin rete testise geçişlerini 
sağlamaktadır [2, 4].  

Tübüller arası alanda bulunan gevşek bağ dokusunda ise çok sayıda 
kan ile lenf damarı, bağ dokusu hücreleri, sinirler, sinüzoidler, Leydig 
hücreleri (interstisyel hücreler) ve diğer bağ dokusu elamanları yer almaktadır 
(Şekil 2.4). Burada kan damarlarından olan kılcal damarlar, pencereli 
tiptedirler. Gevşek bağ dokusu hücrelerinden fibroblastları, makrofajları, mast 
hücreleri ve diğer bağ dokusu hücrelerini içerir [8].  

Leydig hücreleri, ergenlik döneminde daha fonksiyonel bir hale 
gelmekle birlikte; prenatal gelişim sürecinde de testosteron sentezini 
gerçekleştirir. Bu hücreleri,  eksentrik duruşlu yuvarlak nükleusları ve 
eozinofilik boyanan sitoplazmik yapıları ile histolojik boyamalarda kolaylıkla 
ayırt edilebilmektedir. Leydig hücreleri, düz endoklazmik retikulum ve 
mitokondrilerinde bulanan enzimlerle testosteron gibi steroid hormonları 
sentezleyebilmektedir. Bilindiği gibi, testosteron hormonu normal 
spermatogenezin devamlılığı, gonadotropin salgılanmasının kontrolü ve 
cinsiyet farklılaşmasında rol oynamaktadır [8]. 

Seminifer tübülleri oluşturan germinal epitel ya da seminifer epitel, 
Sertoli hücreleri (sustentaküler hücreler) ve spermatogenik hücreler 
(spermatogonyum, spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzamış spermatid) 
olmak üzere iki hücre grubu içermektedir. Sperm hücrelerinin üretiminden 
sorumlu olan germinal epitel, 4-8 hücre tabakasından oluşmaktadır (Şekil 
2.4).  

2.3.1.   Spermatogenik Hücrelerin Yapısı ve Görevle ri  
Spermatogenik hücreler tarafından belli zaman dilimlerinde çeşitli 

hormonların kontrolü altında spermlerin üretim sürecine spermatogenez adı 
verilmektedir. Ergin bir memelide, bu sürecin sonucunda günde yaklaşık 
2X108 adet sperm hücresi üretildiği tahmin edilmektedir. 

 Spermatogenez mitoz bölünme, mayoz bölünme ve spermiyogenez 
olmak üzere üç farklı evreden oluşur. Spermatogonyalarda meydana gelen 
mitotik bölünmeler bazal kompartmanda olurken, mayoz ve spermiyogenez 
evreleri ise adluminal kompartmanda meydana gelmektedir (Şekil 2.5). Bu üç 
evre insanda yaklaşık 74 günde tamamlanmaktadır [9].  

Farede, insana göre daha kısa süren spermatogenez, toplamda 35 
günde gerçekleşmektedir.  Farelerde mitotik evre yaklaşık 11 gün, mayotik 
evre yaklaşık 10 gün, spermiyogenez ya da postmayotik evre ise yaklaşık 14 
günde tamamlanmaktadır [10]. Farelerde spermatogenez süreci ortalama 8-9 
günde bir başlamaktadır. Spermatogenez evrelerinin sürelerinde fare 
türlerine göre küçük farklılıklar olabilmektedir [8, 11].  
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Şekil 2.5.   Spermatogenezin aşamaları. Spermatogonyal hücreler, çok sayıda mitotik 
bölünme geçirmektedir. Primer ve sekonder spermatositler ise sırasıyla 
birinci ve ikinci mayoz bölünmelerini geçirmektedir. Spermiyogeneze 
giren yuvarlak spermatidler, olgun spermleri oluşturmaktadır. Bu şekil [8] 
nolu kaynaktan alınmıştır. 

Spermatogenez evrelerinden ilki olan mitotik evrede, spermatogonyal 
kök hücreler yoğun bir şekilde prolifere olmaktadır. En az farklılaşmış germ 
hücre tipi olan spermatogonyalar, yaklaşık 12 µm çapındadır. Bazal 
kompartmanda bazal laminanın hemen üzerinde yer alan bu hücreler, Sertoli 
hücreleri tarafından çevrelenmektedir. Hematoksilen-Eozin ile 
boyandıklarında koyu boyanmış çekirdeklerinin etrafında daha açık boyanmış 
bir alana sahiptirler (Şekil 2.6). İnce sitoplazmik köprülerle birbirlerine bağlı 
tip A spermatogonyalar, soluk ve koyu olarak iki gruba ayrılmaktadır. Koyu tip 
A spermatogonyaların, kök hücre özelliğinde oldukları kabul edilmektedir. 
Çünkü bu hücreler, erişkin hayat boyunca çoğalabilme, kendilerini 
yenileyebilme, farklılaşan spermatogenik hücreleri oluşturabilme ve 
yaralanma durumunda hızla çoğalma potansiyeline sahiptirler. Kanser 
tedavilerinde kullanılan gonadotoksik etkenler (kemoterapi ve radyo terapi 
gibi) ve genetik faktörler bu hücreleri etkileyerek infertiliteye neden 
olabilmektedir. Tip A spermatogonyaların farklılaşması ile oluşan tip B 
spermatogonyalar, tip A’lara göre daha fazla farklılaşmış ve mayoza girmeye 
yönelmiş progenitör hücrelerdir [12]. Spermatogonyalar arasında kurulan 
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sitoplazmik köprüler, sperm oluşumuna kadar tüm spermatogenik hücrelerin 
arasında da gözlenmektedir. Bu köprülerin spermatogenez sürecinin 
senkronize bir şekilde gerçekleşmesini sağladığı düşünülmektedir. Tip B 
spermatogonyalar, son mitotik bölünmelerinin ardından primer 
spermatositlere farklaşmaktadır [8]. 

 

Şekil 2.6.  Hematoksilen-Eozin ile boyanmış sıçan testisi. Seminifer tübül epiteli, başlıca 
spermatogenik hücreler ve destek hücreleri olan Sertoli hücrelerinden 
oluşmaktadır. İntertübüler alanda ise Leydig hücreleri, bağ dokusu hücreleri ile 
lenfatik ve kan damarları bulunmaktadır. Bu şekil, [1] nolu kaynaktan alınmıştır. 

Primer spermatositler, interfazın S-fazında DNA sentezi 
gerçekleştirerek, DNA miktarını 4n’e çıkarmaktadırlar. G2 fazının ardında bu 
hücreler farede yaklaşık 10 gün süren birinci mayoz bölünmeye girerler. 
Birinci mayozun profaz safhası leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve 
diyakinez evrelerinden oluşmaktadır [8].  

Profaz, spermatogenezin en uzun süren aşaması olup, insan da 
yaklaşık 22 günde tamamlanmaktadır. Profazın alt evrelerinde, homolog 
kromozomlar eşleşmektedir. Homolog kromozomların eşleşmesi sürecinde 
kardeş olmayan kromatidler arasında genetik madde değişimi 
gerçekleştirilmektedir. Bu genetik madde değişimi krossing-over olarak 
adlandırılmaktadır. Krossing-over ile spermatogenez sürecinde üretilen 
spermlerin farklı genetik kombinasyonlara sahip olması sağlanmaktadır [8]. 
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Şekil 2.7.  Spermatogenez sürecinde kromozomal düzenlenim. Testiste, seminifer 
tübüllerin bazal bölgesinde bulunan spermatogonyalar primer spermatositlere 
farklanmaktadır. Primer spermatositlerden mayoz bölünme sonucunda 
sekonder spermatosit ve spermatidler oluşmaktadır. Morfolojik değişimler 
geçiren spermatidler de, haploid sayıda kromozoma sahip olan sperm 
hücrelerini oluşturmaktadır. Bu şekil, [5] nolu kaynaktan alınmıştır. 

Primer spermatositlerde profaz aşaması uzun sürdüğü için histolojik 
kesitlerde görülen spermatositlerin çoğunluğu bu tiptedir. Spermatogenik 
hücrelerin en büyüğü olan primer spermatositler, belirgin kromozomal yapıları 



 
 

14 
 

ile diğer hücrelerden kolaylıkla ayırt edilebilmektedirler. Bu hücreler, profaz 
aşamasında krossing-over ile genetik bilgi değişimi gerçekleştirmektedirler. 
Birinci mayozun profaz aşamasından sonra metafaz, anafaz ve telofaz 
evrelerini geçiren primer spermatositler, sekonder spermatositleri 
oluşturmaktadırlar [8].  

Birinci mayoz bölünme ile kromozom sayısı yarıya düştüğü için, 
sekonder spermatositler 22+X veya 22+Y içerikte haploid sayıda kromozom 
(23 kromozom) içeren küçük hücrelerdir. Bu hücrelerin DNA miktarı ise 
4C’den 2C’ye düşmektedir. Sekonder spermatositler, interfaz aşamasında 
çok kısa kalmakta ve DNA sentezi (S-fazı) gerçekleştirmemektedirler. Hızlı 
bir şekilde ikinci mayoz bölünmeye giren sekonder spermatositlerin, testis 
kesitlerinde görülmeleri oldukça zordur (Şekil 2.7) [8]. 

İkinci mayoz bölünme aşamasına giren sekonder spermatositler 
profaz,  metafaz, anafaz ve telofaz bölünmeleri geçirerek; 4 adet yuvarlak 
spermatid oluşturmaktadır (Şekil 2.7). Yuvarlak spermatidler, 7-8 µm çapında 
olmaları ve çekirdeklerindeki yoğunlaşmış kromatin bölgeleri ile ayırt 
edilebilmektedir. Bu hücreler, seminifer tübül lümenine yakın 
yerleşmektedirler. Yuvarlak spermatidler, hem kromozom (1 N) hem de DNA 
miktarı (1 C) açısında haploiddirler. Spermatositler ve yuvarlak spermatidler 
adluminal kompartmanda yer alırken; uzayan spermatidler Sertoli 
hücrelerinin lümene bakan yüzlerindeki kriptalarda bulunmaktadır. Yuvarlak 
spermatidler, spermatogenezin önemli bir farklılaşma aşaması olan 
spermiyogenez sürecine girmektedirler [8, 12].  

Spermiyogenez sürecinde kamçı gelişimi,  akrozom gelişimi, fazla 
sitoplazmanın atılması ve nüklear yoğunlaşma gibi morfolojik değişimler 
meydana gelmektedir. Spermiyogenez, üç evrede incelenmektedir (Şekil 
2.8): 

Golgi evresi:  Yuvarlak spermatidin sitoplâzmasında belirgin bir Golgi 
kompleksi, mitokondri, bir çift sentriyol, serbest ribozomlar ve düz 
endoklazmik retikulum bulunmaktadır. PAS (periyodik asit şift) pozitif 
boyanan küçük proakrozomal granüller, çekirdeğe yakın yerleşmiş Golgi 
komplekslerinde birikir. Bu Golgi kompleksleri daha sonra birleşerek, zarla 
çevrili tek bir akrozom granülünü oluşturur [8].  

Bu arada, akrozomun tam karşı tarafına göç eden distal sentriyol, 
kamçı aksonemini oluşturmaya başlar. Genel olarak kamçı, keratin içeren dış 
yoğun lifler ve fibröz bir kılıf ile çevrili bir aksoneme (9 + 2 mikrotübül 
diziliminde) sahiptirler. Bu arada, aksonem etrafında mitokondriyonlar sarmal 
bir yapı oluşturmaya başlamaktadır [8]. 
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Şekil 2.8.   Spermiyogenezin aşamaları ve olgun spermin yapısı. Spermiyogenez golgi fazı,  
akrozomal ve olgunlaşma evrelerinden oluşmaktadır. Olgun bir sperm baş, 
boyun ve kuyruk bölümlerinden oluşmaktadır. Bu şekil, [8] nolu kaynaktan 
alınmıştır. 

Akrozomal evre:  Akrozom granülü, sıkıca paketlenen çekirdeğin ön 
yarısını kaplayacak şekilde genişler. Bu aşamadan sonra bu yapı, akrozom 
olarak tanımlanmaktadır. Akrozom içinde nöraminidaz, hiyalüronidaz, 
akrozin, asit fosfataz ve diğer hidrolitik enzimler bulunmaktadır. Akrozom, çok 
sayıda sindirici enzim içermesi nedeniyle lizozom organeline benzerlik 
göstermektedir. Akrozomal enzimlerin, oositi çevreleyen kumulus hücrelerinin 
birbirlerinden ayrılmasında ve zona pellusidanın yıkımında etkin oldukları 
düşünülmektedir. Spermin oosit ile karşılaşması durumunda akrozom zarı ile 
sperm hücre membranı kaynaşmakta ve akrozom içeriği hücre dışına 
verilmektedir. Bu olay, akrozomal reaksiyon olarak tanımlanır. 
Spermiyogenezin bu evresinde spermatid yön değiştirmektedir. Böylece, 
aksonem seminifer tübül lümenine doğru uzanır. Bu dönemde spermatid 
çekirdeği uzar ve daha sıkı paketlenmiş bir hal alır. Kamçı oluşumu ile birlikte 
mitokondriler, kamçı etrafından sarmal bir şekilde düzenlenerek kuyruk orta 
parçasını oluşturmaktadır. Bu bölgeden, sperm hareketi için gerekli olan 
enerji üretilerek; spermin oosite ulaşması sağlanır [8, 12]. 

Olgunla şma evresi: Bu aşamada çekirdek geniş ölçüde yeniden 
düzenlenmekte ve sıkı bir şekilde paketlenmektedir. Çekirdek yoğunlaşması, 
somatik histonların (H1, H2A, H2B ve H4) arjinin ve lizince zengin 
protaminlerle yer değiştirmesiyle meydana gelmektedir. Sperm nüklear 
genomunun sıkı bir şekilde kondense edilmesi, transkripsiyonel aktivitenin 
büyük ölçüde durmasına neden olmaktadır. Olgunlaşma evresinde, 
uzayan/uzamış spermatid hücreleri arasındaki sitoplazmik köprüler yıkılmaya 
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başlamaktadır. Fazla sitoplazmanın atılması ile olgun spermler 
oluşturulmaktadır. Atılan sitoplazmik artıklar ise Sertoli hücreleri tarafından 
fagosite edilerek ortamdan uzaklaştırılmaktadır. Olgun spermler, epididimise 
testis sıvısı olarak adlandırılan bir sıvı içinde aktarılmaktadır. Steroidler, 
proteinler, iyonlar ve testosteronla ilişkili androjen bağlayan proteini içeren 
testis sıvısı, Sertoli hücreleri ve rete testisteki hücreler tarafından 
salgılanmaktadır [8]. 

Spermiyogenez aşamasından sonra, olgun sperm hücreleri 
“spermiyasyon” olarak tanımlanan bir işlemle seminifer tübül lümenine 
verilmektedir. Olgun bir sperm baş, boyun (bağlantı parçası) ve kuyruk olmak 
üzere üç bölgeden oluşmaktadır (Şekil 2.8). Bu üç bölgede, plazma 
membranı tarafından sarılmaktadır. Baş bölgesi büyük oranda akrozom ile 
çevrelenmiş kondense bir çekirdeği içermektedir. Spermin boyun bölgesinde 
bir çift sentriyol vardır. Distal sentriyol,  sperm kuyruğunun aksonemini 
oluştururken; proksimal sentriyol ise erken embriyonik bölünmeler için gerekli 
olan mikrotübül oluşumuna kaynaklık etmektedir [12]. 

Kuyruk bölgesi ise orta parça, esas parça ve son parça 
bölümlerinden meydana gelmektedir. Orta parça bölgesinin merkezinde 9+2 
mikrotübüllerden oluşan aksonem ve dış yoğun liflerden oluşmaktadır. Dış 
yoğun lifler, dokuz uzamına kolondan oluşur. Dış yoğun liften sonra 
mitokondriyon sarmal gelmektedir. Mitokondriyolar, orta parçanın sonunda 
yer alan anulusa kadar uzanmaktadır. Esas parça ise kuyruğun en uzun 
parçasıdır. Orta parçadan farklı olarak dış yedi yoğun lif yapısı içeren esas 
parça, benzer yapıda aksonem ve fibröz (keratin yapısında) bir kılıftan 
oluşmaktadır. Kuyruk son parçasında, dış yoğun lifler ve fibröz kılıf 
bulunmamakta; sadece aksonemden oluşmaktadır [12]. 

2.3.2.   Sertoli Hücrelerinin Yapısı ve Görevleri  
Sertoli hücreleri, ilk kez 1865 yılında Enrico Sertoli tarafından 

tanımlanmıştır [13]. Sertoli hücreleri, pubertaya kadar germinal epitelin 
%90’nunu oluştururken; puberta sonrası %10 düzeyine kadar düşmektedir. 
İlginç olarak bu hücreler, puberta öncesi mitotik bölünmeler gerçekleştirirken; 
puberta sonrası mitotik bölünmeler gerçekleştirememektedir. Sertoli 
hücreleri, seminifer tübülü çevreleyen bazal lamina üzerine oturan ve lümene 
kadar uzanan prizmatik hücrelerdir. Bu morfolojik yerleşimleri ile intertübüler 
alan ile seminifer tübüller arasındaki bağlantıyı sağladıkları düşünülmektedir. 
Bu hücrelerin yan yüzleri, spermatogenik hücreler için kriptalar (çukurcuklar) 
bulunması nedeniyle düzensiz bir yapı göstermektedir. Sertoli hücrelerinin en 
önemli özelliklerinden birisi de, büyük bir çekirdekleri ve çekirdeğin 
heterokromatin kitlesi ile ilişkili belirgin bir çekirdekçiğe sahip olmalarıdır. 
Çekirdekleri uzamış bir şekilde olup; çekirdek kılıfının çok sayıda 
invaginasyonu göze çarpmaktadır [4, 12]. Ayrıca, bu hücreler çok sayıda lipid 
damlacıklarına, güçlü bir hücre iskeleti yapısına (vimentin, aktin ve 
mikrotübüllerden oluşan), çok sayıda düz ve az sayıda granüllü endoplazmik 
retikulum, çok sayıda mitokondri, lizozom, iyi gelişmiş Golgi aygıtı 
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organellerine ve zengin hücre iskeletine sahiptirler. Bu hücreler, FSH ve 
testosteron reseptörlerini de eksprese etmektedirler [12].  

Sertoli hücrelerinin bazolateral yüzeylerinde bulunan sıkı bağlantılar 
(zonula okludens), bu hücrelerin arasındaki geçişi büyük ölçüde 
engellemektedir. Bu bağlantılar germinal epiteli, bazal ve adluminal olmak 
üzere iki kompartmana bölmektedir. Bazal kompartmanda 
spermatogonyumlar yer alırken; adluminal kompartmanda ise primer 
spermatosit, sekonder spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzayan/uzamış 
spermatidler bulunmaktadır. Kompartmanlaşmayı oluşturan sıkı bağlantıların 
oluşturduğu kan-testis bariyeri, spermatosit ve spermatidleri otoimmün 
reaksiyonlardan korumaktadır. Bu bariyer, kandan antikorlar dahil olmak 
üzere çok sayıda immünolojik proteinin geçişini önlerken; aynı zamanda 
gelişmekte olan spermatogenik hücrelerden köken alan immün reaksiyonu 
indükleyebilecek proteinlerin kan damarlarına ulaşmasını engellemektedir [1, 
4]. Setoli hücreleri arasında aralık bağlantılarda (gap jucntions) 
bulunmaktadır. Bu bağlantılar, hücreler arasında çeşitli küçük moleküllerinin 
geçişini sağlamaktadır [8]. 

Sertoli hücrelerinin görevleri özet olarak: a) Spermatogenik hücrelerin 
beslenmesi, desteklenmesi ve korunması: Spermatogenik hücrelerine besin 
maddelerini iletimi ve kullanılan metabolitlerin uzaklaştırılmasında Sertoli 
hücreleri kritik bir öneme sahiptir. b) Belirli faktörlerin salgılanması (fetal 
dönemde antimülleriyan hormon, ergin dönemde aktivin, inhibin, androjen 
bağlayıcı protein ve transferin gibi): Testosteron ve FSH kontrolünde 
salgılanan androjen bağlayıcı protein, seminifer tübüldeki testosteronun 
yoğunlaştırılmasında görev almaktadır. Bu hücrelerin testosteronu östradiole 
çevirebilme yeteneği olduğu da belirtilmektedir. c) Spermiyogenez sürecinde 
atılan sitoplazmik atıkların fagosite edilmesi: Fagosite edilen artık cisimler, 
lizozomlar tarafından sindirilmektedir. d) Kan-testis bariyerinin kurulması: Bu 
bariyer, büyük moleküllerin kan damarından spermatogenik hücrelerin 
arasına girişini engellenmektedir. e) Spermatogenik hücrelerin lümene doğru 
hareketlerine yardımcı olunmasıdır. Spermiyasyon olarak bilinen bu işlem, 
aktin aracılı kontraksiyon ile gerçekleştirilmektedir [1, 4, 12]. 

2.3.3.   Spermatogenezin Hormonal Kontrolü 
Spermatogenez, hipofizin ön lobundan (adenohipofiz) salgılanan 

FSH ve LH hormonları ile kontrol edilmektedir. FSH ve LH salınımı, 
hipotalamustan salgılanan GnRH (Gonadotropin salgılatıcı hormon) 
tarafından uyarılmaktadır (Şekil 2.9). 

 
FSH, Sertoli hücrelerini uyararak androjen-bağlayıcı protein, inhibin 

ve aktivin üretmelerine neden olur. Androjen-bağlayıcı protein (ABP), 
testosteron ile dihidrotestosterona bağlanmaktadır. Bu kompleksler 
(ABP/testosteron ve ABP/dihidrotestosteron), androjenlerin gelişen 
spermatogenik hücrelerin etrafında oldukça yoğun düzeyde bulunmasını 
sağlamaktadır. Sertoli hücreleri tarafından salgılanan inhibin ise 
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hipotalamustan salınan gonadotropin salgılatıcı faktörün salınımını azaltarak; 
ön hipofizden FSH üretimini düşürmektedir. Ayrıca, östradiolün de GnRH 
salınımını azaltıcı etki yaptığı bilinmektedir (Şekil 2.9). Aktivin molekülü ise 
inhibine zıt etki göstererek, ön hipofizden FSH üretimini arttırmaktadır. Bu 
moleküllere ek olarak, fötal dönemde Sertoli hücreleri tarafından salgılanan 
Müllerian inhibe edici hormon (AMH) dişi genital organ gelişimini 
baskılayarak; erkek genital organ gelişimini uyarmaktadır [12]. 

 

Şekil 2.9.   Erkek gonadal aksın şematik gösterimi. Hipotalamus ve hipofiz aksında 
salgılanan faktör ve hormonlar testisin fizyolojik aktivitelerini kontrol etmektedir. 
TE: Testosteron. 

LH hormonu ise Leydig hücreleri tarafından testosteron ve 
dihidrotestosteron hormonlarının üretilmesini uyarmaktadır. Testosteron, 
spermatogenezin devamlılığında kritik bir öneme sahip olup, sperm üretimini 
sağlamaktadır. Ayrıca, bu hormon geri bildirim yoluyla hipofizi etkileyerek LH 
salınımını düzenlemektedir (Şekil 2.9). Leydig hücreleri, intertübüler alanda 
topluluklar halinde kan ile lenf damarlarına yakın yerleşmiştir. Bu hücreler, 
steroid hormon üretimine uygun olarak lipid damlacıkları, tübüler kristalı 
mitokondriyonlar ve iyi gelişmiş düz endoplazmik retikulum organellerine 
sahiptirler. LH uyarımına bağlı olarak, Leydig hücreleri sahip oldukları 5α-
redüktaz enzimi etkinliğinde testosteron ve dihidrotestosteron hormonlarını 
sentezler. Testosteronun yaklaşık %95’i Leydig hücreleri tarafından 



 
 

19 
 

üretilirken, kalan %5’lik kısım ise böbreküstü bezi tarafından üretilmektedir. 
Testosteron, Sertoli hücrelerini ve seminal bezi kontrol ederken; 
dihidrotestosteron ise prostat bezini etkileyerek, bu bezin salgılama 
özelliklerini düzenlemektedir. Testosteron düzeyinin normal seviyenin üstüne 
çıkması durumunda, negatif geri bildirim ile adenohipofizden LH salınımı 
azaltılmaktadır [2, 12]. 

2.4.     Ökaryotik Hücrelerde Transkripsiyon 
Ökaryotik hücrelerde 20.000-25.000 kadar gen olduğu bilinmektedir. 

Bu genlerin bazıları, tüm hücrelerde sürekli eksprese edilirken; bazıları ise 
hücrenin farklılaşma sürecine girmesi ya da mikroçevredeki değişimlere tepki 
olarak transkribe edilmektedir. Transkripsiyon sürecinde, üç farklı RNA 
polimeraz enzimi görev yapmaktadır. Nükleoplazmada yerleşik olan RNA 
polimeraz II mRNA’lar, küçük nükleolar RNA’lar, küçük nüklear RNA’lar ve 
mikro RNA’ları sentezlemektedir. Nükeolusta bulunan RNA polimeraz I 
enzimi ise büyük ribozomal RNA öncüllerinin sentezini gerçekleştirmektedir. 
Sentezlenen ribozomal RNA öncülleri, küçük parçalara ayrılarak ribozomal alt 
ünitelerin oluşumuna katılmaktadır. Nükeoplazmada yerleşik olan RNA 
polimeraz III enzimi, tRNA’ların, 5S ribozomal RNA’larını ve küçük nüklear 
RNA’ların transkripsiyonlarını yapmaktadırlar. Transkripsiyon sürecinde, bu 
üç tip RNA polimeraz enzimi dışında sekans-özgü DNA’ya bağlanan 
transkripsiyon faktörleri (trans-akting faktörler), yardımcı düzenleyiciler 
(DNA’ya bağlanan faktörleri transkripsiyonel komplekse bağlayan 
moleküllerdir.) ve kromatini yeniden düzenleyen faktörler de aktif rol 
oynamaktadır. RNA polimeraz enzimi ve transkripsiyon-ilişkili faktörlerin, 
genin promotor bölgesine bağlanması ile transkripsiyon gerçekleşmektedir.  

Bir genden transkribe edilen mRNA’ların çoğunluğu, 3’-ucuna poli(A) 
kuyruğunun takılması, intronların çıkarılması ve transkripsiyon sonrasında 5’-
başlık takılması gibi önemli değişimlere uğramaktadır. mRNA’lara 5’-ucuna 
başlık takılma işlemi, guanin nükleotidinin 7. karbon atomuna metil grubunun 
takılmasıyla (m7G) gerçekleştirilir. Poliadenilasyon olarak bilinen, 3’-ucuna 
200-250 adenin nükleotidinden oluşan poli(A) kuyruğunun takılması işlemi 
nükleusta bulunan poli(A) polimeraz enzimi tarafından gerçekleştirilmektedir. 
Bu değişimler mRNA’ların nükleazlardan korunmaları, sitoplazmaya 
taşınmaları ve metabolizmaları (translasyonları ve degradasyonları) gibi 
işlemlerin normal bir şekilde gerçekleşebilmesi için gereklidir. mRNA’ların 
transkripsiyon sonrası, kesim (splayzing) ile intronlar çıkarılarak ekzonlar 
birleştirilmektedir. Böylece, protein sentezi için kullanılacak gendeki kodlama 
bölgeleri mRNA’da bir araya gelmektedir [14-16]. 

Bazı mRNA’ların ekspresyon kontrolü ise translasyonel aşamada 
yapılmaktadır. Translasyonel kontrol, translasyon başlatıcı faktörlerin fosforile 
edilmesi ve ribozom alt ünite kompleksinin oluşumunun düzenlenmesi ile 
yapılmaktadır. Bazı mRNA’ların 3’ ve 5’ uçlarında bulunan transle olmayan 
bölgelere (UTRs) bağlanan belirli faktörler translasyonun başlaması, devamı 
ve sonlanmasında rol oynamaktadır. Posttranslasyonel kontrol ise 
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sentezlenen proteinlerin modifikasyonu ve degredasyon işlemleri ile 
gerçekleştirilmektedir. Böylece, hücrenin ihtiyacına bağlı olarak proteinler 
yıkılabilmekte ya da fosforilasyon işlemi ile proteinlerin aktivitesi 
baskılanmakta ya da arttırılabilmektedir [17].  

 

Şekil 2.10.  Memeli dişi germ hücrelerinde translasyonel aktivasyon. Translasyonel olarak 
inaktif olan mRNA’lar, kısa bir poli(A) kuyruğuna sahiptir. Bu mRNA’lardan 
protein sentezleneceği zaman poli(A) kuyrukları uzatılmaktadır. Uzamış poli(A) 
kuyruğuna bağlanan PABP proteinleri, 5’-başlık kısmına bağlanan diğer 
faktörlerde etkileşerek translasyonu başlatmaktadır. Bu şekil, [18] nolu 
kaynaktan alınmıştır. 

Erkek ve dişi germ hücreleri, somatik hücreler ile karşılaştırıldığında 
posttranskripsiyonel kontrol aşamasında farklılıklar göstermektedirler. Germ 
hücrelerinde, sitoplazmaya taşınan bazı mRNA’lar, daha sonraki dönemde 
kullanılmak üzere translasyonel olarak baskılanmış ribonükleoprotein 
partiküller (RNP) olarak depolanır. RNP olarak mRNA’ların depolanma 
işleminin en iyi örnekleri, erken spermatogonez ve oositin mayotik uyarımdan 
önceki dönemlerinde görülmektedir. Bu mRNA’ların translasyonlarının 
başlaması için çok sayıda faktörün görev yaptığı bir kompleks oluşmaktadır. 
mRNA’ların 5’-başlık yapısını oluşturan m7G (7-metil guanozin), eIF4E 
(ökaryotik başlatma faktörü 4E) ile etkileşmektedir. Poli(A) kuyruğuna ise 
poli(A) bağlanma proteinleri (PABP’lar) bağlanmaktadır. Translasyonun 
başlatılabilmesi için PABP’ın 80 ile 250 poli(A) rezidüsüne bağlanmasının 
gerekli olduğu belirtilmektedir [18-20].  

İskelet proteini olarak görev yapan eIF4G proteini de, eIF4E ve 
PABP proteinleri ile ilişki kurmaktadır. Bu üç protein, mRNA yapısını stabilize 
etmekte ve oluşan kapalı sirküler yapının devamlılığını sağlamaktadır (Şekil 
2.10). Komplekse bağlanan eIF3 molekülünün eIF4G ile etkileşmesi 
sonucunda ribozom alt üniteleri (40S ve 60S) bu bölgeye toplanarak, 
translasyon gerçekleştirilir. Hücrenin gereksinim duyduğu miktarda protein 
sentezlendikten sonra, PARN enzimi tarafından transle edilen mRNA’nın 
poli(A) kuyruğu parçalanarak; mRNA’nın degradasyonu gerçekleştirilir. Bu 
mekanizma, belirli proteinlerin ihtiyaç duyulan gelişim döneminde ve istenilen 
miktarda sentezlenmesine imkân vermektedir [21-23].  
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2.4.1.   Spermatogenik Hücrelerde Transkripsiyon ve  Translasyon 
Spermatogenez, oldukça kompleks bir işlem olması nedeniyle bu 

süreçte çok sayıda protein ve transkripte ihtiyaç duyulmaktadır. Bu proteinler 
ve transkriptleri eksprese eden genler, üç ana grupta toplanabilmektedir. İlk 
grubu sadece spermatogenik hücreler tarafından eksprese edilenler 
oluşturur. Bu genlerin homologları da,  somatik hücrelerde de bulunmaktadır. 
Bu grupta gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenez, fosfogliserat kinaz-1, ısı şok 
protein 70 gibi genler yer almaktadır. İkinci grupta yer alan genler ise somatik 
hücrelerde transkribe edilmeyip, sadece germ hücrelerinde eksprese 
edilmektedir. Bu grup genlere örnek olarak protamin ve geçiş proteinleri 
verilebilir. Üçüncü grup genler ise alternatif kesim, alternatif promotorlar ve 
farklı transkripsiyon başlama bölgelerinin bulunmasına bağlı olarak farklı 
uzunluk ve farklı amino asit içeriğinde proteinler ve transkriptler 
üretilmektedir. Bu genlerin ürünleri germ hücrelerinde olduğu gibi somatik 
hücrelerde de bulunmaktadır. Bu tip transkriptlere örnek olarak tip 1 
hekzokinaz (Hk1) verilebilir. Bu genin germ hücre özgül olan Hk1-sa, Hk1-sb, 
Hk1-sc gibi farklı transkriptlerinin olduğu ortaya konulmuştur [11]. 

Erkek germ hücrelerinde, somatik hücrelerde olduğu gibi yukarıda 
tanımlanan üç gen tipinin ekspresyonel kontrolleri transkripsiyonel, 
translasyonel (posttranskripsiyonel) ve posttranslasyonel aşamalarda 
gerçekleşmektedir. Transkripsiyonel kontrol, genin promotor bölgesine 
transkripsiyon faktörlerinin bağlanması, poli(A) kuyruğunun 3’ ucuna 
takılması, 5’-ucuna başlık takılması (7-metil guanozin) ve alternatif kesilme ile 
intronların aradan çıkarılması gibi işlem basamaklarında olabilmektedir [11].  

Translasyonel kontrol ise mRNA’ların 3’- ve 5’- uçlarına eIF4E, 
eIF4G, PABP proteinleri ile diğer moleküllerin bağlanmasıyla oluşan 
translasyon kompleksinin oluşumu ve ribozomal alt ünitelerin bağlanması gibi 
aşamalarda gerçekleştirilmektedir. Protein sentezi sonrasında endoplazmik 
retikulum ve golgi organellerinde proteinlerin bazı aminoasitlerine belirli 
grupların takılması, fazladan sentezlenen ya da yanlış sentezlenen 
proteinlerin proteazomlarda yıkılması gibi işlemler ise translasyonel kontrol 
amaçlı yapılmaktadır [11].  

Transkripsiyonel aktivite, spermatogenezin alt aşamalarından olan 
spermiyogenezin ortasında durmaktadır. Bu nedenle postmayotik hücreler 
olan yuvarlak spermatidler, uzamış spermatidler ve sperm hücrelerinde 
transkripsiyon gerçekleşmemektedir (Şekil 2.11). Bu nedenle, spermatogenik 
germ hücreleri posttranskripsiyonel kontrole gereksinim duymaktadır. Bilindiği 
gibi, erken spermatogenez sürecinde spermatogonyalar ve spermatositler 
tarafından transkribe edilen mRNA’ların bir kısmı gerekli proteinlerin 
sentezinde kullanılırken; bir kısmı ise depolanmaktadır. Depolanan 
mRNA’lar, ribonükleoprotein partiküller halinde hücre sitoplazmasında 
translasyonel olarak baskılanmış durumda kalmaktadır [24-26].  
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Şekil 2.11.  Memeli spermatogenik hücrelerin transkripsiyonel aktiviteleri. Spermatogenez, 
mitotik bölünmeler, mayoz bölünme ve spermiyogenez fazlarından 
oluşmaktadır. Spermatogonya, pakiten spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde 
transkripsiyon gerçekleştirilirken; spermiyogenez sürecinde ise transkripsiyonel 
aktivite durmaktadır. Transkripsiyonel aktivitenin pakiten spermatositlerde en 
yüksek düzeye ulaştığı görülmektedir. Bu şekil, [27] nolu kaynaktan alınmıştır. 

Geç spermiyogenez sürecinde görülen morfolojik ve fizyolojik 
değişimler için gerekli proteinler, depo mRNA’ların translasyonu ile 
sağlanmaktadır. Uzayan ve uzamış spermatidler sahip oldukları ribozomlar 
ile bu sessiz mRNA’ların translasyonlarını gerçekleştirebilmektedirler. Bu 
hücreler tarafından depo mRNA’lardan üretilen proteinler arasında akrosomal 
protein SP-10 [28], geçiş proteinleri [29], protaminler [30] ve diğer sürekli 
üretilen proteinler yer almaktadır. 
 
 
2.4.2.   Spermatogenik Hücrelerde Posttranskripsiyo nel Kontrol  

Memeli dişi germ hücreleri ve erken embriyonik gelişim dönemlerinde 
transkripsiyonel aktivite ile ilgili çok sayıda çalışma yapılmıştır. Bu çalışmalar 
sonucunda, oogenez sürecinde mayotik matürasyonla birlikte 
transkripsiyonun durduğu ve embriyonik genom aktivasyonuna kadar depo 
mRNA’lardan gerekli proteinlerin üretildiği belirlenmiştir. Embriyonik genom 
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aktivasyonu, farede 2-hücreli aşamada olurken [31]; insanda ise 4-8 hücreli 
embriyo aşamasında meydana gelmektedir [32]. Transkripsiyonun durduğu 
mayotik matürasyon dönemine kadar transkribe edilip, depolan mRNA’ların 
poli(A) kuyrukları kısaltılmaktadır. Oogenez ve erken embriyo gelişim 
döneminde, bu mRNA’lardan belirli proteinlerin sentezi için poli(A) kuyrukları 
uzatılmaktadır. Böylece, RNA-bağlanma proteinleri poli(A) kuyruğuna 
bağlanarak translasyonel aktiviteyi indüklemektedirler [33, 34]. 

Memeli spermatogenez aşamalarında spermatogonya, mayoz ve 
erken spermiyogenez süreçlerinde transkripsiyon devam etmektedir. Fakat, 
oogeneze benzer olarak, spermiyogenez sürecinin ortasında transkripsiyon 
durmaktadır. Transkripsiyonun uzayan spermatidlerde (9-10. aşamalarda) 
durmasının, transkripsiyonel işlemlerde meydana gelen değişimlerden 
kaynaklandığı düşünülmektedir. Uzayan spermatid aşamaları 12-13’de 
transkripsiyonel baskılanmanın devamlılığı ise kromatin yapısındaki 
düzenlenmelere ve kromozomal kondensasyondan kaynaklandığı tahmin 
edilmektedir [24, 35].  

Mid-spermiyogenezde transkripsiyon durduktan sonra, geç 
spermiyogenez fazında nüklear kondensasyon, sperm kuyruk oluşumu, 
organellerin yeniden düzenlenmesi gibi morfolojik değişimler 
gerçekleştirilmektedir. Bu morfolojik ve fizyolojik değişimler için belirli 
proteinlere ihtiyaç duyulmaktadır. Bu amaçla, erken spermatogenez 
sürecinde sentezlenen mRNA’lar translasyonel olarak baskılanmış olarak, 
ribonükleoprotein partikülleri (RNP) şeklinde depolanır. Bu depolanmış 
mRNA’ların, uzayan ve uzamış spermatidlerde translasyonları yapılarak 
gerekli proteinler sentezlenmektedir [26]. Gerekli proteinlerin, belirli 
dönemlerde depolanan mRNA’lardan sentezlenmesi işlemi oldukça kompleks 
ve sıkı düzenlenme gerektirmektedir. Bu düzenlenmede, translasyonel ya da 
postranskripsiyonel kontrol mekanizmaları görev almaktadır [36].  

Postranskripsiyonel kontrol mekanizmalarından en önemlisi, 
mRNA’ların 3’ ucunda bulunan poli(A) kuyruğunun uzatılıp kısaltılmasıdır. Bu 
mekanizma ile kontrol edilen genlerden olan protamin 1 ve 2 (Prm1, 2) ve 
geçiş proteinleri (Tp) yuvarlak spermatid (aşama 7) tarafından transkribe 
edilmekte ve RNP olarak depolanmaktadır. Bu mRNA’lar uzamış spermatid 
(US) döneminde (aşama 13) translasyonel olarak aktive edilerek protamin ve 
geçiş proteinleri sentezlenir. Yuvarlak spermatidlerde transkripsiyon sonrası 
translasyonal olarak inaktif durumda bulunan Prm ve Tp mRNA’ları yaklaşık 
180 nükleotidlik poli(A) kuyruğuna sahiptir. Bu uzun poli(A) kuyruğuna sahip 
olan mRNA’ların translasyonel baskılanmasında, MSY2 ve MSY4 RNA-
bağlanan proteinlerin rol oynadığı ortaya konulmuştur [37, 38]. MSY2 (Y 
kromozomu erkek-spesifik bölgesi 2) ve MSY4 (Y kromozomu erkek-spesifik 
bölgesi 4) dışında diğer RNA-bağlanan proteinlerin de katılmasıyla, haberci 
ribonükleoprotein partiküller (mRNP’ler) oluşmaktadır.  mRNP’ler 
translasyonel olarak sessiz olması yanı sıra, mRNA yıkımına karşı da 
dirençlidirler. Protamin ve geçiş proteinlerini kodlayan mRNA’lar ilk 
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sentezlendiklerinde yaklaşık 160 nükleotidlik poli(A) kuyruğuna sahip olarak 
mRNP’de depolanmaktadır [39, 40]. 

Spermiyogenez ortasına doğru transkribe edilip, depolan mRNA’lar 
olduğu gibi spermatogenezin mayoz ve erken spermiyogenez dönemlerinde 
de transkribe edilip mRNP’lerde depolanan mRNA’larda bulunmaktadır. Bu 
tip bir posttranskripsiyonel kontrole örnek olabilecek mRNA’lar arasında 
PGK-2 [41], TENR [42] ve SPNR [43] yer almaktadır. SPNR proteini, 
mikrotübül-bağlanan bir protein olup; uzayan ve uzamış spermatidlerdeki 
manşet ile ilişki içindedir. Bu protein, depo mRNA’ların translasyon 
işlemlerinde görev alabilmektedir [43]. PGK-2, TENR ve SPNR genlerinden 
üretilen mRNA’lar, pakiten spermatositler tarafından transkribe edilmekte ve 
spermiyogenez sürecine kadar translasyonel olarak baskılanmış halde 
depolanmaktadırlar [44]. 

 

Şekil 2.12.  Memeli spermatogenik hücrelerde translasyonel aktivasyon. Spermatogenezin 
erken dönemlerinde transkribe edilen uzun poli(A) kuyruğuna sahip olan 
mRNA’lar depolanmaktadırlar. Depolanan bu inaktif mRNA’lar, 
spermatogenezin geç dönemlerinde poli(A) kuyrukları kısaltılarak translasyonel 
olarak aktive edilmektedirler. Bu şekil, [18] nolu kaynaktan alınmıştır. 

mRNA’ların 3’ ve 5’ uçlarında bulunan UTR (transle olmayan bölge) 
olarak bilinen ve proteine dönüşmeyen sekanslar, depo mRNA’ların 
translasyonel kontrollerinde rol oynamaktadır. 5’-UTR’de bulunan kontrol 
elementleri, translasyon kompleksinin oluşumunun baskılanması ve 43S 
ribozomal ünitenin yer değiştirmesinin engellenmesi ile translasyonu 
baskılamaktadır. 3’-UTR bölgesinde yerleşik olan kontrol elementleri ise 
translasyonun baskılanmasını mRNP bileşenlerin toplanmasına olanak 
sağlayarak gerçekleştirmektedir. Böylece, mRNP hücre içinde p-cisimcikler 
olarak tanımlanan bölgelerde beklemektedir. Bu 3’ ve 5’ uçlarda bulunan 
UTR bölgeleri, posttranskripsiyonel kontrolde etkin bir rol oynadıkları gibi 
translasyonel süreçte de görev yapmaktadırlar. Ayrıca, bu bölgeler dışında 
mRNA’ların posttranskripsiyonel kontrolünde görev alan diğer sekansların 
olabileceği de belirtilmektedir [45, 46]. 

Depo mRNA’lar, protein sentezi için kullanılacakları zaman 
translasyonel olarak aktif polizomal bölgeye yönlendirilmektedir. 
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Uzayan/uzamış spermatidlerde, bu mRNA’lar aktive olduklarında poli(A) 
kuyrukları 30 nükleotide düşmektedir (Şekil 2.12) [47]. Bu mRNA’ların 
translasyonal aktivasyon süreci ve poli(A) kuyruğunun kısaltılması 
mekanizmasını kontrol eden faktörler tam olarak bilinmemektedir. Poli(A) 
kuyruğunun kısaltılmasının translasyonel aktivite için önemli bir gereksinim 
mi? yoksa translasyon sonucu ortaya çıkan bir durum mu olduğu henüz net 
olarak açıklanamamıştır. Bu işlemler için mRNP partikülünde yer alan bazı 
proteinleri modifiye eden protein kinaz ve fosfataz enzimlerinin de bu süreçte 
önemli olduğu belirtilmektedir [44]. Geç spermiyogenez sürecinde depo 
mRNA’larının translasyonları kritik bir öneme sahiptir. Herhangi bir hataya 
bağlı olarak posttranskripsiyonel kontrol mekanizmalarında meydana 
gelebilecek olası bozukluklar, spermatid farklılaşmasında duraklama ve erkek 
infertilitesine neden olabilmektedir [44].  

Ökaryotik hücre için yukarıda anlatılan mekanizmaya benzer olarak 
spermatogenik hücrelerdeki translasyonel aktivite için oluşan komplekste 
eIF4A, eIF4G, eIF3, 40S ve PABP proteinleri yer almaktadır (Şekil 2.13). 
Depo mRNA’ların translasyonel aktivitelerinin başlaması, devamlılığı ve 
azaltılması aşamalarında en önemli görevi bir RNA-bağlanma proteini olan 
PABP [poli(A) bağlanma proteini] proteinleri üstlenmektedir. 

2.5.    Poly(A) Ba ğlanma Proteinlerinin (PABP’lar) Genel Özellikleri 
Poli(A) bağlanma proteinleri (PABP’lar), ökaryotik hücrelerde 

bulunurken; prokaryotik hücrelerde bulunmamaktadır. PABP’ların fonksiyonel 
özellikleri ilk olarak mayalarda belirlenmiştir. Bu proteinlerin mayaların 
yaşamlarının devamlılığı için önemli olduğu gözlenmiştir [48]. Drosophila’da 
ise sadece bir tip PABP geni olduğu ortaya konulmuştur. pAbp olarak 
sembolize edilen bu PABP geninin delesyonu embriyonik lethaliteye neden 
olmaktadır [49]. Yuvarlak solucanlarda (Caenorhabditis elegans), iki adet 
PABP proteini tanımlanmıştır. PABP proteinlerinden birisi olan Pab-1’in 
interfarans RNA ile baskılanması %50-80 oranında embriyonik lethalite, steril 
yavru oluşumu ve büyüme geriliği gibi bozukluklara neden olmaktadır [50]. 

Çok sayıda PABP proteini içeren omurgalılarda, hücre içi yerleşimleri 
ve evrimsel ilişkilerine göre PABP proteinleri iki gruba ayrılmaktadır. İlk 
grubun prototipi PABP1 (PABP, PAB1, PAB gibi isimlerlerde 
kullanılmaktadır.)  olup, insan ve farelerde PABPC1 olarak isimlendirilirken; 
kurbağada ise PABC olarak bilinir [51]. İnsan PABPC1 geninin klonlanması 
ve proteinin yapısal özellikleri ilk defa Grange ve arkadaşları tarafından 1987 
yılında gerçekleştirilmiştir. Bu çalışmada, PABPC1 geninin cDNA dizisi 
belirlenmiş ve bu dizinin transle ettiği proteinin moleküler ağırlığının 70.244 
kDa olduğu rapor edilmiştir. İnsan PABPC1 proteini, maya poli(A) bağlanma 
proteini ile yüksek homoloji göstermekte ve poli(A) kuyruğuna bağlanabilme 
özelliğine sahiptir. PABPC1 mRNA’sı (2.9 kb’lık büyüklükte), sıçan karaciğer 
kanser hücreleri (hepatoma), insan melanoma hücre hattı ve ördek 
eritroblastlarında Northern blot yöntemi ilk kez ortaya konulmuştur [52].  
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Şekil 2.13.  Translasyona hazır mRNA yapısı. mRNA’nın 3’ poli(A)  kuyruğuna PABP 
proteinleri bağlanmaktadır. 5’ ucunda ise 7-metil guanozin yer almaktadır. 7-
metil guanozin, başlatıcı faktör 4E (IF-4E) başlatıcı faktör 4G (IF-4G) ile ilişki 
içindedir. IF-4G ise PABP proteini ile etkileşmektedir. Bu kapalı ilmik yapısı, 
translasyon için hazır olan mRNA’nın stabilitesini korumaktadır. Bu şekil, [53] 
nolu kaynaktan alınmıştır. 

PABPC1 proteini, N-terminal bölgesinde 4 adet RNA tanıma domaini 
(RRM) ve C-terminal bölgesinde ise bir adet PABP (PABC) domaini 
içermektedir (Şekil 2.14) [54]. RRM domaini, 12 adenozine bağlanarak; 25-27 
adet adenozin rezidusunu koruyabilmektedir. Böylece, yaklaşık 250 adet 
adenozinden oluşan poli(A) kuyruk bölgesine ardışık olarak çok sayıda PABP 
proteininin bağlanması gerekmektedir. İlk iki RRM domaini (RRM1 ve 
RRM2), poli(A) kuyruğuna yüksek istekle bağlanmakta ve bağlandıktan sonra 
globüler bir yapı halini almaktadır. Bu globüler yapı birbirine paralel olmayan 
4 adet beta tabakalı yapı ve 2 adet alfa heliks alt ünitesinden oluşmaktadır. 
RRM domaininin bir yüzü, poli(A) kuyruğuna bağlanırken; diğer yüzü ise 
protein-protein ilişkilerinde görev aldığı belirtilmektedir. RRM3 ve RRM4 
motifleri ise daha düşük istekle poli(A) kuyruğuna bağlanmaktadır. Ayrıca 
RRM3 ve RRM4, RNA’ların AU zengin bölgeleri gibi farklı mRNA sekansları 
ile de ilişki kurabilmektedir [55, 56]. PABPC1 proteinin, C-terminal bölgesinde 
prolin aminoasiti açısında zengin olan bağlayıcı bir domain ve karboksi 
terminalde ise PABC domaini bulunmaktadır. Prolin-zengin domainin, 
PABPC1 proteinlerinin homodimerizasyonunda rol oynadığı düşünülmektedir. 
Böylece, PABP proteinleri birbirlerine bağlanarak dimerler 
oluşturabilmektedir. PABC domaini, 5 adet alfa heliks alt ünitesinden 
oluşmaktadır. Bu domainin, PABP proteinlerinin kendileri ve diğer proteinlerle 
etkileşim kurmasında görev yaptığı belirtilmektedir [57, 58]. 

Birinci grup PABP’ların arasında PABPC1 dışında iPABP, PABPC2, 
PABP5 ve ePABP gibi poli(A) bağlanma proteinleri de yer almaktadır (Şekil 
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2.14). iPABP (indüklenebilir poly(A) bağlanma proteini, APP-1 ve PABC4 
olarakta bilinir.), ilk olarak T-hücrelerinde tanımlanmıştır.  T-hücrelerinin 
aktive edilmesi durumunda iPABP mRNA düzeyinin belirgin miktarda arttığı 
belirlenmiştir. Ayrıca, iPABP timus, dalak, prostat, testis, ovaryum, ince 
bağırsak gibi somatik dokular tarafından da eksprese edilmektedir [59]. 
iPABP protein yapısı, PABPC1 proteini ile büyük ölçüde benzerlik 
göstermekle birlikte, RRM motifinde bazı faklı amino asitler bulunmaktadır. İki 
proteinde prolin-zengin ara domaini aminoasit içeriği açısından büyük 
farklılıklar göze çarpmaktadır. PAPC1’e benzer olarak, iPABP sitoplazmada 
yerleşik olup; mRNA’ların poli(A) kuyruğuna bağlanmaktadır. Ayrıca, iPABP 
ökaryotik salgılatıcı faktör 3 (eRF3) ile ilişki kurabilmektedir [60]. iPABP’in bu 
özellikleri belirlenmesine rağmen mRNA’ların translasyonel kontrolleri ve 
stabiliteleri üzerinde bir etkisi olup olmadığı ile ilgili bir bilgi ortaya 
konulamamıştır.  

Kurbağa ve memelilerde tanımlanan PABP genleri intron içermesine 
rağmen sadece PABPC2 (PABP2 olarak da bilinmektedir.) geni intron 
içermemektedir. PABPC2 geni, muhtemelen PABPC1 mRNA’sının geri 
transkriptaz enzimi tarafından DNA’ya çevrildikten sonra, genoma giren bir 
retrotranspozan olarak kabul edilmektedir. Maya ve memelilerde, bu gen 
tarafından üretilen PABPC2 proteini, RNA bağlanma özellikleri ve boyutu 
PABPC1 ile çok büyük benzerlik göstermektedir. PABPC2 genin 
ekspresyonel kontrolünde görev yapan farklı bir promotor bölgesi olması 
nedeniyle, PABPC1’den farklı transkripsiyonel kontrol mekanizmasına 
sahiptir [61].  

Testis özgü PABP (tPABP) (farede PABPC2, insanda PABPC3 
olarak bilinmektedir.) ekspresyonu, insan ve fare dokularının sadece testis 
örneklerinde gösterilmiştir. tPABP ile PABPC1 proteinleri arasında yüksek 
benzerlik vardır. Fakat, tPABP’in RRM domainindeki amino asit 
sekanslarındaki değişime bağlı olarak poli(A) kuyruğuna bağlanma afinitesi 
PABPC1’e göre daha düşüktür. Bu genin en ilgi çekici özelliği ise 
memelilerde sadece testis dokusunda yoğun olarak eksprese edilmesidir [61, 
62].  

PABPC5 olarak da bilinen PABP5, insan ve farelerde X-
kromozomunda yerleşik bir gen tarafından transkribe edilmektedir. Bu genin 
mRNA düzeyinde ekspresyonel varlığı, RT-PCR ile amigdala, kaudat 
nükleus, beyincik, korpus kallozum, hipokampus, fetal beyin, kalp, böbrek, 
testis ve ovaryum gibi dokularda gösterilmiştir. İlginç olarak, bu genin 
ovaryumdaki ekspresyon düzeyi diğer dokulara göre daha yüksek 
bulunmuştur [63]. PABP5 genel yapısına bakıldığında PABPC1, PABPC2 ve 
iPABP proteinlerinden farklı olarak prolin-zengin bölge ve PABC domaini 
içermemektedir. Günümüze kadar, PABP5 ile ilgili çok az araştırma 
yapılmıştır. Bu nedenle, PABP5’in poli(A) kuyruğuna bağlanma durumu, 
hücre içi yerleşimi ve mRNA’ların translasyon ve stabilizasyon süreçlerindeki 
görevleri henüz belirlenememiştir. 
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İlk grupta yer alan PABP proteinlerinden olan ePABP, ilk olarak 
kurbağada AU-zengin bölgelere bağlanan bir RNA-bağlanan protein olarak 
tanımlanmıştır [64]. Ayrıca, ePABP proteini eRF3 faktörüne de bağlanma 
özelliğine sahiptir. PABPC1 proteinine benzer olarak ePABP proteini de 
poli(A) kuyruğuna bağlanarak, mRNA’ların translasyonel aktivitelerinin 
düzenlenmesi ve deadenilasyondan korunmasında görev almaktadır [60, 64]. 
ePABP ve PABPC1 proteinleri amino asit sekansları bakımından büyük 
ölçüde benzemelerine rağmen RRM3 ve prolin-zengin domainlerin de 
aminoasit sekansı açısından farklıklar göze çarpmaktadır. İnsan, fare ve 
kurbağalarda, ePABP gen ekspresyonunun oogenez ve erken embriyonik 
gelişim dönemlerinde yoğun olduğu belirlenmiştir. Oosit gelişimi ve 
embriyonik genom aktivasyonuna kadar yüksek düzeyde ePABP 
ekspresyonu izlenirken; genom aktivasyonu sonrasında ise PABPC1 düzeyi 
artmaktadır [64-66]. Bu durum, ePABP ve PABPC1’in farklı gelişim 
dönemlerinde benzer görevleri yaptıklarını düşündürmektedir. 

İkinci grup PABP’ın en iyi bilinen prototipi PABPN1 (OPMD, PABP2, 
PAB2, PABPII olarak da bilinmektedir.) olup, 1 adet RRM domaini içermekte 
ve 49 kDa molekül ağırlığındadır (Şekil 2.14) [67]. PANPN1 proteini, prolin 
zengin bir ara domain ve C-terminal bölgesinde PABC domainine sahip 
değildir. Bu protein N-terminalinde asidik aminoasitler açısından zengin bir 
bölge bulundurmaktadır. C-terminalinde ise arjinin aminoasiti açısında zengin 
bir zincir içermektedir. PABPN1, oosit ve embriyolarda dâhil olmak üzere 
bütün ökaryotik hücreler tarafından eksprese edilmektedir [68, 69].  

PABPN1 proteini, çekirdeğe yerleşik olup; yeni transkribe edilen 
mRNA’ların poli(A) kuyruk uzamasının kontrolünde görev yapmaktadır. Bu 
görevini CPSF (kesim ve poliadenilasyon özgü faktör) ve PAPOLA (poli(A) 
polimeraz) proteinleri ile ilişkiye girerek gerçekleştirmektedir [53, 70, 71].  

İkinci grup PABP’ın embriyonik formu olan ePABP2’in,  kurbağa ve 
farede erken dönem embriyolarda varlığı belirlenmiştir. ePABP2’in yapısal 
özellikleri PABPN1 ile büyük ölçüde benzemektedir. Sitoplazmada yerleşik 
olan ePABP2, mRNA’ların poli(A) kuyruklarına bağlanabilmektedir. Fakat 
ePABP2’in bu görevini, EGA’dan bağımsız olarak yaptığı görülmüştür [68, 
72]. ePABP2’nin mRNA’ların translasyonal aktiviteleri ve poli(A) kuyruk 
uzunluğunun düzenlenmesindeki muhtemel rollerinin belirlenmesi için yeni 
çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 

Genel olarak bakıldığında farklı poli(A) bağlanma proteinleri farklı 
dokularda farklı düzeylerde eksprese edilmektedir. Bu durumun olası 
nedenleri: a) PABP proteinlerinin görevleri arasında farklılıklar olabilir. Belirli 
görevleri yerine getirmesi için, evrimsel olarak farklı PABP proteinlerinin 
oluşmasına ihtiyaç duyulmuş olabilir. b) Her bir PABP proteini belirli 
mRNA’ların translasyonel aktivitesini kontrol ediyor olabilirler. Bu farklı tipte 
PABP proteinlerinin oluşmasına neden olmuş olabilir. c) Bilindiği gibi bazı 
PABP proteinleri bazı somatik ya da gonadal dokularda belirli hücre tiplerinde 
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daha yüksek düzeyde üretilmektedir. Bu yüksek ekspresyonun, dokudaki 
hücre tipine göre farklı hücresel aktivite gereksinimden kaynaklandığı 
düşünülmektedir [69]. 

 

Şekil 2.14.  Poli(A) bağlanma protein (PABP) ailesi üyelerinin yapısı. PABPC1 olarak bilinen 
PABP1, dört farklı RNA tanıma motifine (RRM) sahiptir. RRM motifleri, C-
terminal bölgede bulunan PABC domainine prolince zengin bir ara bölge ile 
bağlanmaktadır. Testis özgül PABP proteini olan tPABP ve iPABP, PABP1 
(PABPC1) ile benzer yapısal özelliklere sahiptir. PABP5 (PABPC5) proteini, 
prolince zengin bağlayıcı bölge ve PABC domainine sahip değildir. PABPN1 ve 
ePABP2 ise sadece bir adet RRM motifi, uzun asidik N-terminal ve kısa bir 
arjinin zengin C-terminal domainlerine sahiptir. Bu şekil, [69] nolu kaynaktan 
alınmıştır. 

2.5.1.   PABP Proteinlerinin Görevleri 
Çekirdekte transkribe edilen mRNA’lar sitoplazmaya geçtiklerinde, 3’ 

ve 5’ uçları birbirlerine yaklaştırılarak kapalı bir ilmik oluşması 
sağlanmaktadır. Kapalı ilmik oluşumu, 3’ uçta bulunan poli(A) kuyruğuna 
bağlanan PABP proteinleri ile 5’ ucuna bağlanan faktörlerin etkileşimi ile 
meydana gelmektedir. Poli(A) kuyruğuna bağlanan PABP proteininin RRM 1-
2 domaini ile eIF4G (ökaryotik başlatıcı faktör 4G) arasında ilişki 
kurulmaktadır. eIF4F kompleksinin bir bileşeni olan eIF4G ise eIG4E 
aracılığıyla 5’ uçtaki başlıkla (7 metil guanozin) etkileşmektedir. eIF4G, eIF4E 
ve PABP proteinleri arasındaki ilişki mRNA uçlarının birleşip, kapalı bir ilmik 
oluşumunu ve kararlığını sağlamaktadır. eIF4G ile PABP etkileşimi,  hem 
PABP proteinlerinin poli(A) kuyruğuna bağlanma isteğini hem de eIF4E’nin 
başlık kısmına bağlanma afinitesini arttırmaktadır. Böylece, mRNA’nın 
translasyonel aktivitesi ribozomal alt ünitelerin bağlanması ile birlikte 
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başlatılmaktadır. Bu mekanizmada PABP proteinleri oldukça kritik bir rol 
oynamaktadır [23, 73, 74].  

Genel translasyonel mekanizmaların kontrolünde görev yapan PABP 
proteinlerinin, özgün olarak belirli mRNA’ların düzenlenmesinde de işlevsel 
oldukları belirlenmiştir. Bu genlerden birisi siklin B1 olup, matürasyon 
indükleyici faktörün (MPF) bir bileşenidir. MPF’ye kurbağalarda oosit 
matürasyonu için gereksinim duyulmaktadır. Siklin B1, translasyonel olarak 
baskılanmış durumdayken kısa bir poli(A) kuyruğuna sahiptir. Bu baskılama, 
mRNA’nın 3’-UTR bölgesindeki CPE elementine CPEB proteinin bağlanması 
ile gerçekleştirilmektedir. İlginç olarak, bu element ve CPEB proteini bu 
mRNA’nın poliadenilasyonu içinde gereklidir [75, 76]. mRNA’nın 3’-ucundaki 
CPE elementine bağlanan CPEB, eIF4E ve maskin proteinler bir kompleks 
oluşturmaktadır. Bu kompleks, eIF4E ile eIF4G arasında ilişki kurulmasını 
engelleyerek, translasyonel aktiviteyi baskılamaktadır (Şekil 2.15) [77]. 
Kurbağada progesteron ile uyarımına bağlı olarak, CPEB fosforile edilmekte 
ve siklin B1 mRNA’sı poliadenilasyona uğramaktadır. CPEB’in fosforilasyonu, 
maskinin baskılayıcı etkisini ortadan kaldırmakta ve eIF4G ile PABP 
proteinleri etkileşim içine girebilmektedirler. Böylece, siklin B1 mRNA’sından 
protein sentezi gerçekleştirilmektedir (Şekil 2.15). PABP proteinleri, siklin gibi 
hücre siklus proteinleri ve erken embriyo gelişiminin belirli dönemlerinde 
ihtiyaç duyulan diğer proteinleri kodlayan mRNA’ları kontrol etmektedirler [78, 
79] 

PABP proteini ile eIF4G etkileşimi mRNA’nın ilmik oluşturmasına 
katkı sağlamasına rağmen; bu etkileşimin translasyon için önemli bir kriter 
olmadığı belirlenmiştir. eIF4G geni mutasyona uğratılmış mayaların büyüme 
ve canlılık özelliklerinde değişim gözlenmemiştir. Oluşturulan mutasyon, 
Pab1p proteini ile eIF4G arasındaki ilişkiyi engellemektedir. Bu durum, eIF4G 
dışında translasyon faktörlerinin de translasyonel aktivitede rol oynadığını 
düşündürmektedir [80]. Translasyonun sonlandırılması ve mRNA’ların yıkımı, 
sırasıyla eRF1 ve eRF3 faktörlerinin etkinliğinde olmaktadır. Memeli ve 
mayalarda yapılan çalışmalarda PABPC1 proteini PABC domaini ile eRF3 
faktörüyle ilişki kurduğu gözlenmiştir. eRF3 proteini, GTPaz aktivitesine sahip 
olup; eRF1’in aktivitesini arttırmaktadır. Bilindiği gibi eRF1, translasyonu 
sonlandırmaktadır. eRF3 ise PABP proteinlerinin poli(A) kuyruğuna 
bağlanmasını engelleyerek, deadenilasyona neden olabilmektedir. 
Deadenilasyon ise mRNA’ların yıkımı ile sonuçlanmaktadır [81, 82].   

PABP proteinlerinin mRNA’ların translasyonel aktivitelerinin kontrolü 
dışında, mRNA’ların stabilitesinin devamlılığında da görev yaptığı 
belirtilmektedir. Bu proteinlerin mRNA kararlılığının devamlılığını nasıl 
gerçekleştirdiklerinin mekanizması tam olarak bilinmemektedir. Fakat, bu 
görevlerini mRNA’ların deadenilasyonu takiben başlık kısmının 
uzaklaştırılması ve 3’-5’ eksozom aracılı degradasyondan koruyarak 
yaptıkları öne sürülmektedir. Ayrıca, PABP proteinleri mRNA’ların korunması 
sürecinde poli(A) kuyruğunu kısaltan poli(A) ribonükleaz (PARN) gibi 
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deadenilaz enzimlerinin aktivitesini de baskılamasıdır [84, 85]. eIF4E-eIF4G-
PABPC1 proteinlerinin oluşturduğu kompleks, mRNA’nın iki ucunu iyi bir 
şekilde kapatmaktadır. Böylece,  hem deadenilazların hem de başlık kısmını 
parçalayan enzimlerin bu kapalı ilmik bölgesine girişini engellenmektedir. In 
vitro çalışmalarda, translasyon durdurduktan sonra PABP1’in eIF4E’den 
bağımsız olarak direkt 5’ başlık kısmına bağlanarak degredasyonun 
başlamasını engelleme potansiyeline sahip oldukları da ortaya konulmuştur. 
Fakat bu bulgular in vivo uygulamalarla henüz değerlendirilmemiştir [86, 87]. 

 

Şekil 2.15.   Oogenez ve embriyonik gelişimde translasyonel düzenlenim. Oosit gelişimi ve 
erken dönem preimplantif embriyolarda depo mRNA’ların ihtiyaca göre 
translasyonel baskımla ve aktivasyonları gerçekleştirilmektedir. Bu şekil [83] 
nolu kaynaklan alınmıştır. 

PABP proteinlerinin aktivitesini ve görevlerini etkileyen diğer 
proteinlerde bulunmaktadır. Bu proteinlerden birisi olan rotavirüs yapısal 
olmayan protein (NSP3) PABP aktivitesini, eIF4G’ye bağlanarak 
düzenlemektedir. Ayrıca, mRNA’nın stabilitesini bozan faktörlerde PABP’ların 
mRNA üzerindeki ARE bölgesine bağlanmasını engellemektedir. NSP3, 
eIF4G’e bağlanarak; PABPC1’in eIF4G’ye bağlanmasını baskılamaktadır. Bu 
durumda mRNA’nın translasyonunun durdurulmasına neden olmaktadır [88]. 
mRNA’lardan yeterli protein sentezi yapıldıktan sonra yıkılmak istendiğinde 
ise mRNA’nın kararlılığını bozan faktörler AU-zengin bölgeye bağlanmaktadır 
[89]. Bilindiği gibi ARE olarakta bilinen AU-zengin bölgeye PABP proteinleri 
bağlandığında mRNA’nın kararlılığının devamlılığı sağlanmaktadır. 
mRNA’nın kararlılığını bozan faktörlerin konsantrasyonunun artması ile ARE 
bölgesine PABP’lar artık bağlanamamakta, böylece yıkım süreci 
başlamaktadır. mRNA’ların yıkımı, eksozom kompleks ve PARN enzimlerinin 
etkinliğinde olmaktadır [90]. PABP proteinleri, diğer proteinler gibi apoptoz ve 
viral enfeksiyona bağlı olarak proteolitik yıkıma uğramaktadır. Proteolitik 
yıkımda, PABC domaini RRM domainlerinden ayrılmaktadır. Böylece, poli(A) 
bağımlı translasyonda baskılanmaktadır [91]. 
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PABP proteinler, metilasyon ve fosforilasyon gibi modifikasyonlara da 
uğramaktadır. Maya, bitkiler, deniz kestanesi gibi canlılarda yapılan 
araştırmalar PABP proteinlerinin çoklu fosforilasyona uğradıklarını 
göstermiştir [92]. Kurbağa böbrek hücreleri ile in vitro ortamda yapılan bir 
çalışmada, serum ile uyarımı kinazları aktive ettiği belirlenmiştir. Bu 
aktivasyon, PABP protein fosforilasyonuna bağlı olarak PABPC1-eIF4G 
ilişkisini arttırmaktadır [93]. İnsan PABPC1’in, p38-mitojen-aktive edilmiş 
protein kinaz yolu in vitro ortamda fosforile edildiği de ortaya konulmuştur 
[94]. Ayrıca, PABPC1 proteinin prolin zengin bölgesindeki arjinin 
aminoasitleri, arjinin metiltransferaz enzimi tarafından metile edilmektedir. Bu 
bulgu, in vitro ortamda HeLa hücreleri ile yapılan çalışmada da belirlenmiştir 
[95].  

PABPC1 proteinin en önemli görevi mRNA’ların yapısal 
bütünlüğünün korunması ve translasyonel aktivitelerinin düzenlenmesi 
olduğu bilinmesine rağmen [96], bu protein çekirdeğe de geçmektedir. Bu 
durum, PABPC1’in nükleusta farklı görevlerinin olabileceğini de 
düşündürmektedir [97]. PABPC1 geni, germ hücreleri ve erken dönem 
embriyolarda dâhil bütün ökaryotik hücrelerde farklı düzeylerde transkribe 
edilmektedir [53]. PABPC1 mRNA’ları da farklı dokular tarafından, farklı 
düzeylerde transkribe edilmektedir. Bunu sağlamak için de sıkı bir kontrol 
mekanizmasına gereksinim duyulmaktadır. Örneğin PABPC1 mRNA’sının 
translasyonel kontrolü iki farklı mekanizma tarafından kontrol edilmektedir. 5’ 
terminal oligoprimidin (5’-TOP), büyümeye bağlı olarak PABPC1 protein 
sentezini düzenlemektedir [98]. Ayrıca, PABPC1 proteinleri kendi 
mRNA’larının 5’-UTR bölgesindeki A-zengin bölgeye bağlanarak 
otoregülasyon yapmaktadır. Bu bağlanma ile PABPC1 düzeyi yükseldiğinde, 
PABPC1’in protein sentezi azaltılmaktadır [99, 100]. iPABP’te otoregülasyon 
ile kontrol sağlanırken; PABPC2’de ise böyle bir düzenleme mekanizması 
olmadığı belirlenmiştir [62]. 

2.5.1.1. Memeli Testisinde PABPC1 ve PABPC2 Ekspres yonu 
PABPC1 ve PABPC2 genlerinin memeli testis dokusu ve somatik 

dokularında zamansal ekspresyon durumları belirlenmiştir. Ayrıca, bu 
genlerin, mRNA’ların translasyonel kontrol sürecindeki olası rolleri de 
tartışılmıştır [61, 62, 101].  

Erken dönem (puberta öncesi) ve ergin fare testis dokularında, 
PABPC1 cDNA probu kullanılarak bu genin mRNA düzeyi Gu ve arkadaşları 
tarafından 1995 yılında belirlenmiştir. Altı günlük fare testisinde, oldukça 
düşük düzeyde PABPC1 mRNA’sı olduğu ortaya konulmuştur. Bu dönemde 
testiste çok sayıda mitotik bölünmeler geçiren germ hücreleri ve somatik 
hücreler bulunmaktadır. On iki günlük testiste ise 3.9 kb büyüklükte, düşük 
yoğunlukta fakat altı günlük testisten daha yüksek PABPC1 mRNA varlığı 
gözlenmiştir. Oniki günlük testiste spermatogenez ilerlemiş ve germ hücreler 
mayoza girmeye yaklaşmıştır. PABPC1 mRNA düzeyinin 17 günlük fare 
testis ekstraktında ise oldukça arttığı belirlenmiştir. Bu dönemde artık çok 
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sayıda germ hücre mayoz sürecindedir. PABPC1 mRNA’sın en yüksek 
düzeyi ise seksüel olarak olgun ergin fare testis dokusunda gözlenmiştir. 
Ayrıca, 17. gün ve ergin fare testis dokularında 3.9 kb’lik mRNA’nın dışında 
3.7 kb’lik PABPC1 izoformuda bulunmuştur. Ayrıca, ergin fareden elde edilen 
karaciğer ve beyin doku örneklerinde de 3.9 kb’lik PABPC1 transkripti de 
belirlenmiştir. Fakat, ergin fare testis dokusundaki PABPC1 mRNA düzeyi, 
karaciğer ve beyin gibi somatik dokularda belirlenenden daha yüksek 
düzeydedir [102].  

Aynı çalışmada, izole edilen pakiten spermatosit, yuvarlak spermatid 
ve uzayan spermatidlerdeki PABPC1 mRNA düzeyi Northern blot yöntemi ile 
değerlendirilmiştir. Pakiten spermatosit (mayotik) ve yuvarlak spermatidlerin 
(erken postmayotik) oldukça yoğun PABPC1 mRNA düzeyine sahip oldukları 
belirlenmiştir. Geç postmayotik yuvarlak spermatid olarak da bilinen uzayan 
spermatidlerde ise PABPC1 mRNA düzeyinde belirgin miktarda azalma 
görülmüştür. Testis ekstraktlarında olduğu gibi pakiten spermatosit ve 
yuvarlak spermatidlerde de iki PABPC1 transkript izoformu da görülmüştür. 
Ayrıca, çalışma kapsamında fare testis PABPC1 mRNA’larının translasyonel 
durumları da analiz edilmiştir. Ergin fare testiküler hücreleri parçalandıktan 
sonra, sükroz gradiyent santrifügasyonu ile mitokondriyal özüt fraksiyonu 
elde edilmiştir. Fraksiye edilmiş RNA örnekleri fare PABPC1 cDNA probu ile 
hibridize edildiğinde, PABPC1 mRNA’larının çoğunun polizom içermeyen 
fraksiyonda olduğu ortaya konulmuştur. Polizomlarda ise oldukça düşük 
düzeyde olduğu gözlenmiştir. Bu durum, PABPC1 mRNA’larının 
translasyonel aktivitesinin düşük düzeyde olduğunu düşündürmektedir  [102]. 
Çalışma kapsamında gerçekleştirilen, Western blot ve immünositokimya 
uygulamaları ile PABPC1’in memeli testisinde yoğun düzeyde eksprese 
edildiği gözlenmiştir. Özelliklede yuvarlak spermatidlerde yoğun ekspresyon 
dikkat çekmiştir. Uzayan spermatidlerde mRNA’sı neredeyse hiç olmamasına 
rağmen, PABPC1 proteinin bulunması bu proteinin spermatogenezin geç 
dönemlerinde stabilitesini koruduğunu göstermektedir [102]. İzole edilen 
spermatogenik hücrelerde gerçekleştirilen Western blot uygulaması 
sonucunda ise PABPC1 protein düzeyi mayotik pakiten spermatositler ve geç 
postmayotik uzayan spermatidlerde benzer düzeyde bulunmuştur. Fakat, 
erken postmayotik germ hücreler olan yuvarlak spermatidler ve ergin testiste 
oldukça yüksek miktarda PABPC1 proteini bulunduğu görülmüştür. Beyin ve 
karaciğer örneklerindeki PABPC1 protein düzeyinin, ergin testise göre 
oldukça düşük olduğu da belirlenmiştir [102].  

Sıçan testis kesitleri üzerinde gerçekleştirilen PABPC1 
immünohistokimyasal uygulama sonucunda, genel olarak yuvarlak spermatid 
(aşama 7-8’den 14-15’e kadar) ve erken dönem uzamış spermatidlerin 
sitoplazmalarında yüksek PABPC1 ekspresyonu belirlenmiştir. 
Spermatositlerde düşük düzeyde, spermatogonyalar da ise eser düzeyde 
sitoplazmik PABPC1 ekspresyonu gözlenmiştir. Seminifer tübül aşamasına 
bağlı olarak spermatogenik hücre tiplerindeki PABPC1 ekspresyon 
şiddetlerinde farklılıklarda tespit edilmiştir [102]. 
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Kleene ve arkadaşları, fareler üzerinde PABPC1 ve PABPC2 gen 
ekspresyonları ile ilgili 1994 yılında yaptıkları çalışmada, PABPC1 
mRNA’sının karaciğer, kas, böbrek, dalak ve testis dokularındaki varlığı 
Northern blot tekniği ile göstermişlerdir. PABPC2’nin sadece testis 
dokusunda olduğu, RT-PCR ile ortaya konulmuştur. Ayrıca, izole edilmiş 
spermatogenik hücre fraksiyonlarında (pakiten spermatosit, yuvarlak 
spermatid ve uzamış spermatid) PABPC1 ve PABPC2 mRNA’larının 
ekspresyon düzeyleri Northern blot yöntemiyle değerlendirilmiştir. Pakiten 
spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde yoğun düzeyde eksprese edildikleri 
gözlenen bu genlerin, uzamış spermatidlerdeki ekspresyonlarının ise oldukça 
zayıf düzeyde olduğu gözlenmiştir. PABPC1 ve PABPC2’nin, spermatogenik 
hücrelerde görülmesi; bu izoformların spermatogenez sürecinde mRNA’ların 
translasyonel kontrolünde birlikte görev aldıkları şeklinde yorumlanmıştır [61]. 

Kimura ve arkadaşları tarafından, 2009 yılında yapılan çalışmada da 
PABP genlerinin fare testis dokusundaki ekspresyon durumları 
değerlendirilmiştir. Bu çalışmada, araştırmacılar farede karaciğer, akciğer, 
ovaryum ve testis gibi dokularda PABPC1 ve PABPC2 genlerinin 
ekspresyonlarını araştırmışlardır. Immünblotlama yöntemiyle, Kleene ve 
arkadaşlarının çalışmasıyla uyumlu olarak PABPC2’nin sadece testiste, 
PABPC1’in ise testis, beyin, akciğer, kalp, karaciğer, dalak, ovaryum, böbrek 
ve uterus dokularında üretildikleri belirlenmiştir. Ayrıca, PABPC2 proteini 
spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde eksprese edilirken; PABPC1 ise 
spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzayan spermatidlerde eksprese 
edilmektedir. Bu çalışmada, PABPC2’in yoğun olarak germ hücrelerinde 
RNP’lerde bulunurken; PABPC1’in ise aktif olarak translasyon gerçekleştiren 
poliribozomlarda yer aldığı da ortaya konulmuştur. Ayrıca, PABPC2 
PABPC1’den farklı olarak yuvarlak spermatidlerin kromatoid cisimciklerinde 
yerleşiktir. Bu sonuçlar, PABPC2’nin PABPC1 ile birlikte haploid germ 
hücrelerinde translasyonel kontrolde görev aldığı şeklinde yorumlanmıştır 
[101]. 

  Ferál ve arkadaşları tarafından 2001 yılında gerçekleştirilen 
araştırmada, insan testis özgül poli(A) bağlanma proteini olan PABP3 
(PABPC3, farede PABPC2 olarak bilinmektedir.) ilk kez tanımlanmıştır. 
PABPC3, 70.1 kDa moleküler ağırlıkta, 631 aminoasitten oluşmakta ve 
PABPC1 ile %92.5 oranında yapısal benzerlik göstermektedir. Oligonükleotid 
problar kullanılarak gerçekleştirilen Northern blot uygulamasında, insan 
testisinde iki PABPC3 izoformu (2.1 ve 2.5 kb) olduğu gösterilmiştir. 
İnsandan alınan dalak, timus, prostat, testis, ovaryum, incebağırsak ve kolon 
gibi somatik dokuların hepsinde PABPC1 ekspresyonu görülürken; 
PABPC3’ün ise sadece testis dokusunda olduğu Western blot yöntemi ile 
belirlenmiştir. RNA in situ uygulaması ile insan testis doku kesitlerinde 
PABPC3 ve PABPC1 mRNA’larının hücresel yerleşimleri de ortaya 
konulmuştur. PABPC1 mRNA’sı yuvarlak spermatidlerde yoğun düzeyde 
eksprese olurken; pakiten spermatositlerde ise çok düşük düzeyde olduğu 
belirlenmiştir. PABPC3 mRNA’sı ise sadece yuvarlak spermatidlerde 
görülmüş olup, PABPC1’e göre daha düşük düzeyde bulunmuştur. PABPC3 



 
 

35 
 

proteini, PABPC1’e göre poli(A) kuyruğuna daha zayıf istekle 
bağlanmaktadır. Ayrıca, insan PABPC3 geni de PABPC1’den faklı olarak 
intron içermemekte ve transkripsiyon başlangıç bölgesinin nükleotid dizisi de 
farklılıklar göstermektedir [62]. 

Ferál ve arkadaşları aynı çalışmada, insan testis doku ekstraktında 
PABPC3 dışında PABP4 olarak adlandırılan farklı bir poli(A) bağlanma 
protein izoformu daha tanımlamışlardır. PABPC1 ile yüksek oranda benzerlik 
gösteren PABP4, sekans analizi yapıldığında açık okuma bölgesinin sadece 
56 amino asitten oluşan güdük bir protein sentezlediği görülmüştür. Bu 
proteinin RNA tanıma domaininin, ancak yarısını içermektedir. Bu yapıdaki 
RNA tanıma domaini normal RRM domainin yaptığı gibi RNA’nın poli(A) 
kuyruğuna bağlanamamaktadır. Sonuç olarak: PABP4 geni, fonksiyonel 
olmayan bir protein kodlaması nedeniyle, psödogen olarak kabul edilmektedir 
[62]. 

PABPC1 genin insan ve fare oositleri ile erken dönem 
embriyolarındaki ekspresyonları, Seli ve arkadaşları tarafından mRNA 
düzeyinde gösterilmiştir [65, 66]. Bu çalışmalarda, bu genin ePABP geni ile 
olan ekspresyonel ilişkisi de incelenmiştir. PABPC1, fare oositleri (profaz I ve 
metafaz II) ile erken dönem embriyolarda (1-hücre, 2-hücre ve 4-hücre) zayıf 
düzeyde transkribe edilirken; 8-hücre ve blastosist dönemi embriyolarda ise 
yüksek düzeyde eksprese edilmektedir. Farelerde embriyonik genom 
aktivasyonun (EGA) 2-hücreli embriyo döneminde olması nedeniyle, 
PABPC1 ekspresyonunun fare erken dönem embriyolarında EGA bağımlı 
olduğu şeklinde değerlendirilmiştir [65]. Faredeki ekspresyona benzer bir 
durum insan oosit [germinal vezikül (GV) ve metafaz II (MII) oositleri] ve 
erken dönem embriyolarındaki (8-hücre ve blastosist) analizlerde 
gözlenmiştir [66]. PABPC1, GV ve MII oositlerinde düşük düzeyde eksprese 
edilirken; 8-hücreli embriyo ve blastosist dönemindeki erken dönem 
embriyolarda ise yüksek düzeyde eksprese edildiği belirlenmiştir. İnsanda 
EGA’nın 4-8 hücreli embriyo aşamasında olması nedeniyle; erken dönem 
embriyolardaki PABPC1 gen ekspresyonu, embriyonik genom aktivasyonuna 
bağımlı olarak değişmektedir [66]. 

Çeşitli dokular tarafından üretilen PABPC1 ve diğer PABP 
proteinlerinin aktivitesi, PABP ile ilişkili genler (Paip1 ve Paip2) tarafından 
düzenlenmektedir. Memelilerde Paip2’nin (PABP-ilişkili protein 2), Paip2a ve 
Paip2b olmak üzere iki izoformu bulunmaktadır. Paip1, PABP etkinliğinde 
gerçekleştirilen translasyonel aktiviteyi eIF3 (ökaryotik başlatıcı faktör 3) ile 
ilişki kurarak arttırmaktadır [103]. Paip2 ise translasyonel baskılayıcı olup, 
eIF4G ile PABP’a bağlanmak için yarışmaya girer. Böylece, PABP proteininin 
poli(A)’ya bağlanma isteği düşürülmektedir [104, 105]. Paip2, oldukça asidik 
bir protein olup; iki farklı PABP-bağlanma motifi (PAM) içerir [106]. Paip2’nin 
iki izoformununda (Paip2a ve 2b) PABP’a bağlanabilmesine rağmen 
pankreas, beyin ve testiste dokularında farklı düzeyde eksprese edilirler. 
Paip2a, Paip2b’ye göre pankreas, beyin ve testis dokularına göre daha 
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yüksek miktarda üretilmektedir. Bu durum iki izoformun doku özgü özellik 
gösterdiğini ve farklı uyaranlara cevap verdiğini düşündürmektedir [107]. 

2.5.1.2. Germ Hücre ve Erken Dönem Embriyolarda ePA BP Gen 
Ekspresyonu  
Birinci grup PABP ailesinin embriyonik formu olan ePABP, ilk olarak 

Voeltz ve arkadaşları tarafından 2001 yılında kurbağa (Xenopus laevis) oosit 
ve erken dönem embriyo özütlerinde belirlenmiştir [64]. Kurbağa ePABP 
proteini, 629 amino asitten oluşmakta ve kurbağa PABC proteini ile %72 
oranında benzerlik göstermektedir. Sitoplazmada yerleşik olan ePABP 
proteini, kurbağada embriyonik genom aktivasyonun görüldüğü mid-blastula 
dönemine kadar yüksek düzeyde eksprese edilirken; bu dönemde sonra 
görülmemektedir. Kurbağa oosit ve erken embriyonik gelişim döneminde 
belirlenen ePABP’in temel görevi, depolanmış mRNA’ları deadenilasyondan 
korumak ve translasyonlarını kontrol etmektedir [64].  

Kurbağalarda (Xenopus laevis) yakın zamanda yapılan diğer bir 
çalışmada, ePABP proteininin dört rezidüsünden fosforile edilmesinin oosit 
matürasyonu için gerekli olduğu ortaya konulmuştur [108]. Bu fosforilasyon, 
depo mRNA’ların sitoplazmik poliadenilasyonu için kritik bir öneme sahiptir. 
Fakat, ePABP fosforilasyon işlemininin mRNA’ların translasyonel 
aktivitelerinin indüklenmesi için gerekli olmadığı da belirlenmiştir. Bu çalışma 
ile ePABP protein aktivitesi için, posttranslasyonel modifikasyonun gerekli 
olduğu ilk kez ortaya konulmuştur [108]. 

Kurbağada tanımlanan ePABP, farede 2005 yılında Seli ve 
arkadaşları tarafından karakterize edilmiştir [65]. Bu çalışmada karaciğer, 
dalak, kalp, akciğer, ovaryum ve testis gibi birçok dokuda RT-PCR ile 
yaptıkları analizler sonucunca ePABP’in sadece ovaryum ve testiste 
eksprese olduğunu göstermişlerdir [65].  

ePABP mRNA’sının ovaryum dokusundaki hücresel yerleşimi ise 
RNA in situ hibridizasyon tekniği ile ortaya konulmuştur. Bu uygulama ile 
ePABP mRNA’sının ovaryumda sadece gelişim aşamasındaki foliküllerin 
oositlerinde görülmüştür. Gelişen folikül oositlerinde, ePABP mRNA’sı 
sitoplazmik yerleşim göstermektedir. Ayrıca, çalışma kapsamında, profaz I ve 
metafaz II oositlerinde, 1-, 2-, 4-, 8-hücreli ve blastosist dönemi erken dönem 
embriyolarda RT-PCR ile ePABP ve PABPC1 gen ekspresyon durumları da 
araştırılmıştır. Bu uygulama ile ePABP mRNA’sının PI ve MII oositleri ile 1-
hücreli ve 2-hücreli embriyolarda olduğu ve daha sonraki embriyonik gelişim 
aşamalarında (4-hücre, 8-hücre ve blastosist) ise olmadığı görülmüştür. 
PABPC1 mRNA düzeyi ise 4-hücreli aşamaya kadar düşük düzeydeyken, 8-
hücreli ve blastosist dönemlerinde ise yüksek düzeyde bulunmuştur. ePABP 
ve PABPC1 genlerinin oosit gelişimi ve erken dönem embriyolarındaki 
ekspresyon durumu, bu genlerin embriyonik genom aktivasyonuna bağımlı 
olduğu şeklinde yorumlanmıştır. Bilindiği gibi, farelerde embriyonik genom 
aktivasyonu 2-hücreli embriyo aşamasında olmaktadır. ePABP, embriyonik 
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genom aktivasyon öncesi dönemde mRNA’ların translasyonel kontrollerini 
gerçekleştirirken; embriyonik genom aktivasyon sonrasında ise bu görevi 
PABPC1’in yaptığı düşünülmektedir [65]. 

Seli ve arkadaşları, insan oosit ve erken dönem embriyolarında da 
ePABP ve PABPC1 genlerinin ekspresyon durumlarını değerlendirmişlerdir 
[66]. Bu çalışmada, fareden farklı olarak insan somatik dokularında (kalp, 
beyin, plasenta, akciğer, karaciğer, böbrek, pankreas, dalak, timus, prostat, 
incebağırsak, kolon, testis, ovaryum ve dalak) ePABP ekspresyonu olduğu 
RT-PCR ile belirlenmiştir. Ayrıca, insan oosit (GV ve MII oosit) ve erken 
dönem embriyolarında (8-hücre ve blastosist) ePABP ve PABPC1 
mRNA’larının göreli miktarları da gerçek zamanlı PCR ile araştırılmıştır. Bu 
uygulama sonucunda GV ve MII oositlerinde, 8-hücre ve blastosistlere göre 
anlamlı düzeyde daha fazla ePABP mRNA’sı olduğu belirlenmiştir. PABPC1 
ise tam tersi olarak, 8-hücreli ve blastosist dönemi embriyolarda GV ve MII 
oositlerden oldukça fazla bulunmuştur [66]. 

ePABP geni ekzon 2 bölgesi çıkarılmış (ePABP-/-) fare modeli ile ilgili 
yeni bir çalışma yayınlanmıştır [109]. Güzeloğlu-Kayisli ve arkadaşları 
tarafından gerçekleştirilen bu araştırmada dişi fareler infertil olarak 
bulunurken; erkek farelerin ise fertil oldukları görülmüştür. ePABP geni 
çıkarılmış olan dişi farelerden elde edilen oositler, Siklin B1 ve Dazl gibi depo 
mRNA’ların stimülasyona bağlı olarak translasyonel aktivitelerini 
gerçekleştirememişlerdir. Germinal vezikül aşamasındaki ePABP-/- oositlere, 
ePABP mRNA’sı mikroenjekte edildiğinde oosit matürasyonu geriye 
döndürülememiştir. Bu durum,  ePABP’e oogenezin erken döneminde 
gereksinim duyulduğu şeklinde yorumlanmıştır. Ayrıca, ePABP-/- fare 
ovaryumundaki geç dönem antral foliküllerde kumulus genişlemesinde 
bozulma ve ovulasyonda 8-katlık azalma belirlenmiştir. Bu bozuklukların, 
EGF-benzeri büyüme faktörü, Areg, Ereg ve Btc ile bu genlerin kontrollerinde 
görevli olan Ptgs2, Has2 ve Tnfaip6 mRNA’larının belirgin düzeyde 
azalmasıyla ilişkili olabileceği düşünülmüştür [109]. 

Sonuç olarak; ePABP ve PABPC1 genleri kurbağa, fare ve insan 
oosit ve erken dönem embriyolarında EGA öncesinde ePABP; EGA 
sonrasında ise PABPC1 mRNA’ların translasyonel kontrollerini 
gerçekleştirmektedir. 

2.6.    Hipotez 
Postnatal fare testislerinde ve spermatogenik hücrelerdeki ePABP 

gen ekspresyonu ve bu genin PABPC1 ile ekspresyonal ilişkisini 
değerlendiren herhangi bir çalışma bulunmamaktadır. Ayrıca, postnatal fare 
testislerinde ePABP mRNA’sının hücresel yerleşimi de henüz 
belirlenmemiştir. Bu projedeki hipotezimiz: Postnatal fare testisinde ve izole 
edilen spermatogenik hücrelerde ePABP özgül bir ekspresyon gösterir ve 
spermatogenez sürecinde PABPC1 ile ekspresyonel bir ilişki içindedir. Bu 
çalışmada amacımız, fare postnatal testisinde ve izole edilen spermatogenik 
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hücrelerde ePABP ve PABPC1 genlerinin ekspresyonel durumlarını ve 
hücresel yerleşimlerini belirlemektir. 
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GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1.    Postnatal Farelerden Testis Örneklerinin To planması 
Postnatal farklı yaşlardaki C57BL/6 erkek fareler (immatür: 6., 8., 16., 

20., 29., 32.  ve matür: 88. gün),  CO2 inhalasyonu ve servikal dislokasyon ile 
eks edildi. Farelerin karın ön duvarı, steril koşullarda açılarak testisleri alındı. 
Alınan testisler, total RNA izolasyonu (n=2), spermatogenik hücre izolasyonu 
(n=3) ve RNA in situ hibridizasyon uygulamalarında (n=2) kullanıldı.  

3.1.1.  Postnatal Testislerden Total RNA İzolasyonu 
Postnatal farelerden alınan (iki adet fareden alınan toplam 4 adet 

testis alındı) testislerden total RNA izolasyonu aşağıda belirtilen 
basamaklarda gerçekleştirildi.  

1. Testisler (her fareden alınan iki testisin RNA izolasyonu aynı anda 
yapıldı.), steril 1.5 ml’lik tüplere alındı ve üzerine 1 ml Trizol reagentı 
(Invitrogen, katalog no: 15596-018) konulup, RNA izolasyon işlemine 
kadar -80 oC’de saklandı. RNA izolasyonu için testis dokuları ile Trizol 
reagentı,  içinde 1 mm çapında boncuklar (Biospec products, katalog no: 
11079110z) bulunan polipropilen bir tüpe (Biospec products, katalog no: 
10831) alındı.  Bu tüp, Mini-Beadbeater (Biospec products, Bartlesville, 
OK, ABD) aleti ile iki defa 2 dakika, hızı 3 olacak şekilde tutulup; dokunun 
iyice parçalanması sağlandı.  

2. Parçalanmış testis doku homojenatı, 1.5 ml steril bir tüpe mikropipet 
yardımıyla alındı. Boncukların alınmamasına dikkat edildi. 

3. Tüp, oda ısısında beş dakika inkübe edildikten sonra üzerine 200 µl 
kloroform eklenip, iyice karıştırıldı ve 3 dakika oda ısısında bekletildi. 

4. Süre sonunda tüpler, 15 dakika, +4 oC’de, 13200 rpm’de santrifüj edildi. 

5. Santrifüj işleminden sonra tüpün üstünde RNA’nın bulunduğu şeffaf 
kısım, mikropipetle ile steril 1.5 ml’lik yeni bir tüpe alındı. 

6. Tüpe 500 µl izopropanol eklenip yavaşça çalkalandı ve oda ısısında 10 
dakika inkübe edildi. 

7. Süre sonunda, tüp 10 dakika, +4 oC’de, 13200 rpm’de santrifüj edildi. 
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8. Santrifüj sonrası süpernatant atılıp, geriye kalan pelet üzerine %70’lik 
etanolden 1 ml konuldu.  

9. Tüp, 10 dakika, +4 oC’de, 13200 rpm’de santrifüj edildi ve süpernant 
mikropipet yardımıyla atıldı. 

10. Tüpler, oda ısısında 20 dakika bekletildikten sonra; yaklaşık 50 µl steril 
distile su ile çözüldü. Çözülecek su miktarı pelet büyüklüğüne göre 
ayarlandı.  

11. Çözülen RNA’yı içeren tüp, -80 °C’de saklandı. 

Her bir gruba ait testislerden izole edilen RNA’lar, spektrofotometre 
ile ölçülerek saflık ve konsantrasyonları belirlendi. İzole edilen RNA miktarı = 
(Absorbans değeri) x (Sulandırma faktörü) x (RNA sabiti (40)) formülü ile 
hesaplandı.  

Çizelge 3.1.    DNaz uygulmasında kullanılan içerikler. Bu uygulama ile genomik DNA’lar 
     ortamdan uzaklaştırılmaktadır. 

 

3.1.2.   İzole Edilen Total RNA’ya DNaz Uygulaması  
İzole edilen total RNA örneklerinden genomik DNA’nın 

uzaklaştırılması için DNaz uygulaması aşağıdaki basamaklarda 
gerçekleştirildi. DNaz uygulamasında, Ambion kiti (Ambion, katalog no: 1906) 
kullanıldı. 

1. Aşağıda reaksiyon içerikleri 0.2 ml’lik steril tüplere konuldu (Çizelge 3.1).  
0.2 ml’lik PCR tüpüne konulan içerikler 37 oC’de, 45 dakika inkübe edildi. 
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2. Süre sonunda tüplere 1.2 µl (total hacmin %10’u kadar) DNaz I 
inaktivasyon solüsyonundan konulup, tüpler iyice karıştırılıp; oda ısısında 
2 dakika inkübe edildi. 

3. Son olarak tüpler, 13200 rpm’de, +4 oC’de, 3 dakika santrifüj edildi. 

4. Santrifüj sonrası RNA’yı içeren süpernatantlar yeni steril tüplere alındı. 

Çizelge 3.2.  cDNA eldesinde kullanılan içerikler. Verilen miktar ve son konsantrasyonlar, 
toplam reaksiyon hacmi olan 20 µl için hesaplandı.  Elde edilen cDNA’lar 
gen ekspresyonlarının belirlenmesinde kullanıldı. 

 

3.1.3.   cDNA (Komplementer DNA) Eldesi  
cDNA eldesinde Ambion kiti (Ambion, katalog no: AM1710) kullanıldı. 

Her bir tüpe, homojen ve eşit miktarda reaksiyon karışımı ekleyebilmek 
amacıyla bir ana karışım hazırlandı.  

Hazırlanan ana karışımdan her bir tüpe 8 µl konuldu. Temel karışım 
(10X RT tamponu, dNTP, RNaz inhibitörü ve MMVL-geri transkriptaz 
oluşmaktadır.) ve cDNA eldesinde kullanılan diğer içerikler Çizelge 3.2’de 
verildi. 



 
 

42 
 

 

1. 0.2 µl’lik reaksiyon tüplerine izole edilmiş olan RNA’dan 2 µg’lık hacimde 
konularak, üzerlerine 2 µl random dekamer (son konsantrasyon 5 µM 
olacak şekilde) eklendi. RNA ve random dekamer karışımı 85 oC’de, 3 
dakika inkübe edilerek; sekonder RNA kıvrımlarınnın açılması sağlandı. 

2. Daha sonra, her bir tüpe 8 µl ana karışımdan eklenerek, 44 oC’de, 60 
dakika inkübe edildi. 

3. Son olarak, tüpler 92 oC’de 10 dakika bekletildi. 

4. Bu aşamalardan sonra elde edilen cDNA’lar  -20 oC’de saklandı. 

Çizelge 3.3.  RT-PCR ve qRT-PCR tekniklerinde kullanılan primerler. Bu primerler ePABP, 
PABPC1, beta aktin, Scp3 ve Prm2 genlerinin belirli bölgelerinin 
çoğaltılmasını sağlamıştır. 

 

3.1.3.1. RT-PCR Reaksiyonunun Kurulması  
Elde edilen cDNA ve primerlerin kaliteleri ile PCR reaksiyon 

koşullarının belirlenmesi için ilk olarak geri transkriptaz polimeraz zincir 
reaksiyonu (RT-PCR) kuruldu. 

1. RT-PCR ve qRT-PCR tekniklerinde kullanılan primer dizileri Çizelge 
3.3’de verildi. 

2. Her üç gen için, aşağıda belirtilen miktarları içeren ana karışımlar 
hazırlandı (Çizelge 3.4). ePABP, PABPC1 ve beta aktin (aktin) genleri 
için tüpler oluşturuldu.  

3. cDNA içermeyen negatif kontrol tüpü oluşturularak, kullanılan reaksiyon 
içeriğinde DNA kontaminasyonu olup olmadığı da gözlendi. 
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Çizelge 3.4.  RT-PCR reaksiyonu için kullanılan içerikler. Toplam reaksiyon hacmi olan 25 
µl’deki son konsantrasyonlarda verildi. RT-PCR ile ePABP, PABPC1 ve aktin 
genlerinin semi-kantitatif ekspresyonları belirlendi. 

 

4. ePABP, PABPC1 ve beta aktin genleri için amplifikasyon, 35 döngüde 
gerçekleştirildi. PCR cihazında (Bio-Rad, iCycler version 4.006, Hercules, 
CA, ABD) aşağıda belirtilen program kullanıldı (Çizelge 3.5). PCR 
protokolü (PCR programı tasarlanırken touch-down sisteminden 
yararlanıldı.)  
 

5. PCR reaksiyonu sonucunda elde edilen PCR ürünleri, hazırlanan 
%1,5’luk agaroz (American Bioanalytical, katalog no: AB00972-00500;) 
jelde yürütüldü. Tüm PCR ürünleri 100 voltta (3.00, 300 W), 45 dakika 
güç sağlayıcı (BioRad, PawerPac HCTM, Firmware, version 1.07, 
Hercules, CA, ABD) ile yürütülmesi jel elektroforezi gerçekleştirildi. 

6. Her PCR reaksiyon ürünleri agaroz jele yüklenmesi sürecinde DNA 
belirteci de (Invitrogen, katalog no: 10787-018) yüklendi. Böylece, elde 
edilen PCR ürünlerinin boyutları kontrol edildi. 
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Çizelge 3.5.  RT-PCR için kullanılan PCR protokolü. Bu protokolede toch-down sistemi 
kullanıldı. 

 

3.1.3.2. Postnatal Testisler için Kantitatif Gerçek  Zamanlı  PCR 
Uygulaması 
Göreli ve kesin mRNA miktarını belirlemek için sıklıkla tercih edilen 

bir yöntem olan kantitatif gerçek zamanlı PCR, gen ekspresyonu 
çalışmalarında yoğun olarak kullanılan güvenilir bir tekniktir.  

Çalışmada, her hücrede sabit miktarda eksprese olduğu bilinen beta 
aktin gen ekspresyonu temel alınarak; immatür ve matür testislerdeki ePABP 
ve PABPC1 genlerinin göreli kantitatif ekspresyon düzeyleri belirlendi. 
Ayrıca, PCR verimliliği ile göreli ePABP ve PABPC1 miktarlarını belirlemek 
için standard oluşturuldu. Standard oluşturulmasında, 1:4 oranında seri 
dilüsyonları yapılan erkek fare ovaryum cDNA’sı kullanıldı. Her bir gen için 
bu standartlar oluşturuldu. 

1. İmmatür ve matür erkek fare testislerinden elde edilen cDNA’lar bu 
aşamada da kullanıldı. Aşağıdaki çizelgede belirtilen içerikler konularak 
reaksiyon ana karışımı oluşturuldu (Çizelge 3.6). 
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2. ePABP, PABPC1 ve beta aktin genleri için gerçek zamanlı PCR 
uygulaması üç kuyucuklu (triplicate) olarak gerçekleştirildi. Gerçek 
zamanlı PCR aşamasında kullanılan primerler, Çizelge 3.3’de verildi. 

3. ePABP, PABPC1 ve beta aktin genleri için hazırlanmış örnekler kantitatif 
gerçek zamanlı PCR aletinde (Bio-Rad, iCycler Q Detection System, 
Hercules, CA, ABD)  analiz edildi. Amplifikasyon, ilk 10 döngüde touch-
down (-1 oC/dögü) ile kalan 30 döngü ise normal PCR uygulaması olacak 
şekilde toplam 40 döngü olarak kantitatif gerçek zamanlı PCR 
gerçekleştirildi (Çizelge 3.7). Ayrıca, melting curve analizi ile ürünlerin 
beklenen ve gözlenen Tm değerleri karşılaştırılarak, PCR ürünlerinin 
doğruluğu değerlendirildi.  

Çizelge 3.6.  qRT-PCR uygulamasında kullanılan içerikler. Toplam reaksiyon hacmi olan 25 
µl’deki son konsantrasyonlarda verildi. qRT-PCR uygulaması ile ePABP ve 
PABPC1 gen ekspresyonlarının kantitatif düzeyleri belirlendi. 

 

4. Gerçek zamanlı PCR aletinin standarda göre vermiş olduğu göreli 
miktarlar kullanılarak, genlerin göreli ekpresyon düzeyleri belirlendi. 
Böylece, immatür ve matür erkek fare testis dokularındaki göreli ePABP 
ve PABPC1 gen ekspresyonları kantitatif düzeyde belirlendi. 

Postnatal fare testis dokuları için ePABP ve PABPC1 genlerinin 
kantitatif gen ekspresyon düzeylerinin belirlenmesi: fare ovaryum cDNA’sının 
ana stok konsantrasyonu 200 ng/µl olarak kabul edilmiştir. Bu durumda, seri 
dilüsyon 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 hesaplandı. Böylece, her bir grup için ePABP, 
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PABPC1 ve beta aktin için göreli miktarlar software program tarafından 
otomatik olarak hesaplanmıştır. 

Normalize değer (ePABP için)= ePABP göreli miktar/beta aktin göreli 
miktar 

Normalize değer (PABPC1 için) = PABPC1 göreli miktar/beta aktin 
göreli miktar 

Çizelge 3.7.   qRT-PCR ve melting curve analizinde kullanılan PCR programı. Her 
basamakta kullanılan sıcaklık ve süreler verilmiştir. Melting curve analizi, 
elde edilen PCR ürünlerinin beklenen PCR ürünleri olduğu konusunda bilgi 
verici bir uygulamadır.  

 

ePABP için hesaplanan tüm normalize değerler en küçük değere 
oranlanarak ekspresyon düzeyindeki kat değişimler belirlendi. PABPC1 göreli 
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ekspresyon düzeyi de, aynı şekilde bütün göreli miktarların en küçük değere 
bölünmesi ile elde edilmiştir. Böylece, qRT-PCR ile analiz edilen postnatal 
testis dokularındaki ePABP ve PABPC1 gen ekspresyon değişimleri 
belirlenmiştir.  

3.2.  Postnatal Testis Dokularına RNA İn Situ Hibridizasyon 
Tekniğinin Uygulanması 
RNA in situ hibridizasyon (RNA ISH) ile ePABP mRNA’sının 

postnatal testis dokularındaki hücresel yerleşimleri belirlendi. Ergin erkek fare 
testis dokusunda ise hem ePABP ve hem de PABPC1 mRNA’larının hücresel 
yerleşimleri gözlendi. 

Kullanılan solüsyonlar: 

Bouin fiksatifi:  Aşağıdaki solüsyonları içeren hazır solüsyon (Sigma , 
katalog no: HT10132) olarak alınmıştır. 

Suda doyurulmuş 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, PABPC1 ve beta aktin primerlerin hazırlanmas ı (10 µµµµM): 
Liyofilize halde Yale Universitesi, Tıp Fakültesi, Keck Biyoteknoloji 
Laboratuvarı tarafından sentezlenen 40 nmol’lük primerler 800 µl’lik nükleaz 
içermeyen distile suda çözüldü. Böylece, 50 µM konsantrasyonda stok primer 
solüsyonları oluşturuldu. Bu stok primler solüsyonları, 1/5 oranında nükleaz 
içermeyen distile suda dilüye ederek çalışma solüsyonları oluşturuldu. 
Primerlerin, stok ve çalışma solüsyonları -20 oC’de saklanmaktadır. 

%1.5’lik agaroz jelin hazırlanması:  1.5 gram agaroz (American 
Bioanalytical, katalog no: 9012-36-6) hassas terazide ölçülerek 100 ml’lik 
TBE (American Bioanalytical, katalog no: AB14024-01000) solüsyonuna 
konuldu. Agaroz solüsyonu, 665 watt’lık mikrodalgada 2x5 dakika kaynatıldı. 
Kaynatma sonucunda solüsyonda agaroz parçalarının kalmayıp, berrak bir 
solüsyon halini almasına dikkat edildi. 

0.5 M EDTA: 18.6 gr EDTA 80 ml distile suda çözüldü. Solüsyon pH’ı 1 N 
NaOH eklenerek 8.0’a ayarlandı. Solüsyon hacmi 100 ml’ye tamamlandı. 

10XTBE tamponunun hazırlanması:  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’nın (pH=8.0) 
(American Bioanalytical, katalog no: AB00502)  40 ml’si, 1 litre distile suda 
çözülerek pH’ı 8.3’e ayarlandı. Bu şekilde hazırlanan 10X stok TBE 
solüsyonu, 1/10 oranında distile su ile dilüye edilerek 1X’lik çalışma 
solüsyonu oluşturularak kullanıldı. 
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Markırın hazırlanması:  aşağıda belirtilen miktardaki solüsyonlarının 
karıştırılması ile hazırlandı. Hazırlanan markır solüsyonu 50 µl’lik hacimlerde 
tüplere bölünüp -20 oC’de saklandı. 

 
DNA markır (Invitrogen,  katalog no: 10787-018):             96 µl 
1XTBE (American Bioanalytical, katalog no: AB14022-01000):  704 µl  
6X yükleme boyaması (Invitrogen,  katalog no: 10482055):     160 µl 

1XPBS’in hazırlanması: 
Na2HPO4 (Merck, katalog no: M106580.1000):               7.2 gr 

KH2PO4 (Merck, katalog no: M104873.1000):                 0.8 gr 
NaCl (Merck, katalog no: M106404.1000):                   16 gr 

Miktardaki kimyasallar 2 litre distile suda çözülüp, pH değeri 7.3’e ayarlandı. 

Proteinaz K solüsyonu (5 µµµµg/ml):  100 mg proteinaz (Roche, katalog no: 
03115879001) 10 ml distile suda çözülerek, 10 mg/ml konsantrasyonda ana 
stok hazırlandı. Bu ana stok,  1/2000 oranında distile su ile dilüye edilip; 5 
µg/ml konsantrasyonda proteinaz hazırlandı. Çalışma solüsyonu da -20 oC’de 
saklandı.  

Permeabilizasyon solüsyonu: aşağıdaki solüsyonları belirtilen 
konsantrasyonlarda içerecek şekilde 10 ml 1XPBS içinde hazırlandı. 

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

DEPC’li suyun hazırlanması: 5 ml’lik DEPC (Sigma, katalog no: D575), 5 
litre distile suda çözülüp otoklavlandı. Böylece, RNaz içeremeyen distile su 
elde edilmiştir. 

%4 paraformaldehit: 8 gram paraformaldehit (Sigma, Cas no: 30525-89-4) 
150 ml distile suda çözüldü. Paraformaldehitin suda kolay çözünebilmesi için 
4 damla 2 N NaOH konuldu ve manyetik karıştırıcı kullanıldı. Solüsyon berrak 
bir görünüm aldıktan sonra, 0.22 mikron çapındaki filtre ile süzüldü. Süzülen 
solüsyonun pH değeri 7.3’e ayarlandı. Son olarak, 50 ml 4XPBS konularak, 
son hacim 200 ml’ye tamamlandı. Bu şekilde, %4’lük paraformaldehit 1XPBS 
içinde hazırlanmış oldu. 

Prehibridizasyon solüsyonu: Aşağıdaki solüsyon ve kimyasallardan 
belirtilen hacim ve miktarda konularak prehibridizasyon solüsyonu hazırlandı. 
Bu solüsyon karanlık ortamda saklandı. 

Formamid (American Bioanalytical, katalog no: AB00600):        5 ml 
EDTA (American Bionalytical, katalog no: AB00502) (0.5 M):   1 ml  
20XSSC (American Bioanalytical, katalog no: AB13156):         2 ml   
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Tween-20 (Sigma, katalog no: P7949):                     10 µl  
Bloklama reagentı (Roche, katalog no: 11585762001):         100 mg  
Salmon sperm DNA (Stratagene, katalog no: 201190-81):      10 µl  
CHAPS (Sigma,  katalog no: C5070):                       50 mg 

 
1XMABT tamponunun hazırlanması:  

 
Maleik asit (Sigma, katalog no: M0375):                    11.6 gr 
NaCl (American Bioanalytical,  katalog no: AB01915):         8.76 gr 
Tween-20 (Sigma,  katalog no: P7949):                    1 µl    

miktardaki kimyasallar 1 litre’lik distile suda çözülerek, pH= 7.5’e ayarlandı. 

NTMT tamponu:   

NaCl (American Bioanalytical, katalog no: AB01915):          5.8 gr 
Tris HCl (American Bioanalytical,  katalog no: AB14043-01000):  15.7 gr 
MgCl2 (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 çözülüp, pH=9.5’e ayarlandı. 

RNA ISH uygulaması, aşağıda anlatılan basamaklarda gerçekleştirildi. 
 

Postnatal C57BL/6 erkek farelerden servikal dislokasyon işleminden 
sonra, steril koşullar altında testis organları alındı. 

1. Testisler, Bouin fiksatifinde gece boyu (yaklaşık 12 saat) +4 oC’de fikse 
edildi.  

2. Fiksasyon işleminden sonra testisler, çeşme suyu ile yıkanmadan 
dehidratasyon için artan alkol serilerinden (%70, %80, %90 ve %100’lük 
etanolden) geçirildi. Alkol serilerindeki bekletme süreleri, %70’de 2 gün, 
%80 ve %90’lık etanollerde birer gün; %100’lük (absolüt)  etanolde ise 3 
saat olarak gerçekleştirildi. 

3. Dehidratasyon işleminden sonra, ksilol (Sigma, katalog no: 16446) 
uygulaması ile organların şeffaflaştırılmaları ksilol I’de 3 dakika, ksilol 
II’de 3 dakika ve ksilol III’de ise 3 dakika bekletilerek yapıldı.  

4. Şeffaflaştırmadan sonra organların parafinizasyon işlemi gerçekleştirildi. 
Parafin I, parafin II ve parafin III aşamalarında, birer saat 60 oC’lik etüvde  
tutulan testisler temiz parafin içine uygun oryantasyonda gömüldüler. 

5. Temiz parafin içine gömülen testis örnekleri, bir gün oda ısısında 
bekletildikten sonra; mikrotomda (Nikon Diaphot 300, Melville, NY, ABD) 
kesit alınabilmesi için tahtalar üzerine yapıştırıldı. Bloklardan, RNA ISH 



 
 

 

uygulamasında kullanılmak üzere pozitif yü
kesitler alındı. Kesitlerin alınmasında, rotari mikrotom (Leica, 
Almanya) kullanıldı.

Çizelge 3.8.   RNA in situ
PABPC1 problarının üretimi için, bu primerler kul
kurulmuş

3.2.1.  DIG işaretli ePABP ve PABPC1 DNA Problarının Üretimi
RNA ISH uygulamasında kullanılan ePABP ve PABPC1 DNA 

problarının eldesi, iki a

I. PCR aşaması: 
primerler kullanılarak yapıldı. ePABP geni için birinci PCR a
dişi fareden alınmış
erkek fareden alınmış

Şekil 3.1.   ePABP ve PABPC1 genleri
uygulamasında iki farklı ovaryum cDNA’sı kullanıldı. 
aşamasında 1F/5R primerleri ile 700 bç’lik bir PCR ürünü olu
PABPC1 geni için birinci PCR a
PABPC1 için kullanılan 1F/2R prim
Markır (Invit
ürünlerinin boyutlar
teknikleri ile elde edilen PCR ürün boyutlarının tahmin edilmesinde markırlar 
kullanılmaktadır. Böylece, elde edilen PCR ürünlerinin do
değerlendirilebilmektedir.
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uygulamasında kullanılmak üzere pozitif yüklü lamlara 5 
kesitler alındı. Kesitlerin alınmasında, rotari mikrotom (Leica, 
Almanya) kullanıldı. 

in situ hibridizasyon tekniğinde kullanılan primerler. ePABP ve 
PABPC1 problarının üretimi için, bu primerler kullanılarak PCR reaksiyonları 
kurulmuştur. 

aretli ePABP ve PABPC1 DNA Problarının Üretimi
RNA ISH uygulamasında kullanılan ePABP ve PABPC1 DNA 

problarının eldesi, iki aşamalı PCR uygulaması ile gerçekleştirildi.

şaması: Birinci PCR, ePABP ve PABPC1 genlerine özgü 
primerler kullanılarak yapıldı. ePABP geni için birinci PCR aş

i fareden alınmış ovaryum cDNA’sı kullanılırken; PABPC1 için ise ergin 
erkek fareden alınmış testis cDNA’sı kullanıldı.  

ePABP ve PABPC1 genlerinin birinci PCR sonuçları. a) ePABP için birinci PCR 
uygulamasında iki farklı ovaryum cDNA’sı kullanıldı. 

amasında 1F/5R primerleri ile 700 bç’lik bir PCR ürünü olu
PABPC1 geni için birinci PCR aşamasında ise fare testis cDNA’sı kullanıldı.

için kullanılan 1F/2R primerleri, 196 bç’lik bir PCR ürünü 
Invitrogen, katalog no: 10787-018), 100 bç-12 kb aralı
in boyutlarının değerlendirilmesinde kullanıldı. RT
ile elde edilen PCR ürün boyutlarının tahmin edilmesinde markırlar 

kullanılmaktadır. Böylece, elde edilen PCR ürünlerinin do
erlendirilebilmektedir. 

klü lamlara 5 µm kalınlığında 
kesitler alındı. Kesitlerin alınmasında, rotari mikrotom (Leica, Wetzlar, 

primerler. ePABP ve 
lanılarak PCR reaksiyonları 

 

aretli ePABP ve PABPC1 DNA Problarının Üretimi  
RNA ISH uygulamasında kullanılan ePABP ve PABPC1 DNA 

tirildi. 

Birinci PCR, ePABP ve PABPC1 genlerine özgü 
primerler kullanılarak yapıldı. ePABP geni için birinci PCR aşamasında ergin 

 ovaryum cDNA’sı kullanılırken; PABPC1 için ise ergin 

 

PCR sonuçları. a) ePABP için birinci PCR 
uygulamasında iki farklı ovaryum cDNA’sı kullanıldı. Ayrıca, birinci PCR 

amasında 1F/5R primerleri ile 700 bç’lik bir PCR ürünü oluşmuştur.  b) 
amasında ise fare testis cDNA’sı kullanıldı. 

196 bç’lik bir PCR ürünü vermiştir. 
aralığında olup; PCR 

RT-PCR ve qRT-PCR 
ile elde edilen PCR ürün boyutlarının tahmin edilmesinde markırlar 

kullanılmaktadır. Böylece, elde edilen PCR ürünlerinin doğruluğu 
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ePABP ve PABPC1 genleri için kullanılan primerler Çizelge 3.8’de 
verildi. ePABP ve PABPC1 genleri için birinci PCR reaksiyonu Çizelge 3.4’de 
belirtilen içerikler kullanılarak kuruldu. 

Elde edilen PCR ürünlerinin 10 µl’si %1.5’lik agaroz jelde (American 
Bioanalytical, katalog no: 9012-36-6)  yürütülerek, ePABP ve PABPC1 PCR 
ürünleri kontrol edildi (Şekil 3.1). Kalan PCR ürünleri ile de ikinci PCR 
reaksiyonu kuruldu. 

Çizelge 3.9.   Prob sentezinde kullanılan içerikler ve miktarları. ePABP ve PABPC1 DNA 
probları, DIG işaretli ve DIG işaretiz olarak sentezlendi. 

 

II. PCR aşaması:  DIG işaretlemesi bu PCR aşamasında 
gerçekleştirildi. Reaksiyon içerikleri ve konulan miktarlar Çizelge 3.9’da 
verildi. İkinci PCR aşamasında ePABP geni için kullanılan primerler aşağıda 
belirtildi. PABPC1 geni için ise birinci PCR aşamasında kullanılan aynı primer 
kullanıldı (Çizelge 3.8).  
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I. ve II. PCR aşamalarında, PCR cihazında (Bio-Rad, iCycler version 
4.006, Hercules, CA, ABD) aşağıda belirtilen “touch-down” PCR programı 
kullanıldı (Çizelge 3.5). 

İkinci PCR uygulamasından elde edilen PCR ürünlerinin tamamı, 
%1.5’lik agaroz jelde (American Bioanalytical,  katolog no: AB00972-00500) 
yürütülerek DIG işaretleme durumu ve PCR ürünleri kontrol edildi (Şekil 3.2).  

DIG işaretli PCR ürünleri, işaretsiz olanlara göre daha yavaş 
yürümektedir. Agaroz jelden PCR ürünlerinin eldesi, aşağıda belirtildiği 
şekilde gerçekleştirildi. 

 

Şekil 3.2.   ePABP ve PABPC1 genlerinin ikinci PCR sonuçları. PCR ürünleri, %1.5’luk 
agaroz jelde yürütüldü. DIG ile işaretli olan ePABP ve PABPC1 PCR ürünleri, 
DIG işaretsiz olanlara göre daha yavaş yürümüşlerdir. 1: Negatif kontrol; 2, 3: 
PABPC1-işaretsiz; 4, 5: PABPC1-işaretli, 6, 7: ePABP-işaretsiz, 8, 9: ePABP-
işaretli, M: Markır. Markır (Invitrogen, katalog no: 10787-018) 100 bç-12 kb 
aralığında olup, PCR ürünlerinin boyutlarının değerlendirilmesinde kullanıldı. 

3.2.2.  Agaroz Jelden PCR Ürünlerinin Eldesi 
Agaroz jelden DIG-işaretli ve DIG-işaretsiz PCR ürünlerinin eldesin 

de “QIAEX II, jel gen ekstraksiyon kiti”(Qiagen, katalog no: 20021) kullanıldı. 

1. Steril 1.5 ml tüplerin üzerine gerekli bilgiler yazıldıktan sonra, hassas 
terazide daraları alındı.  

2. UV altında agaroz jeldeki PCR ürünleri, bistürü yardımıyla kesilip; steril 
1.5 ml’lik tüplere konuldu. 

3. Tüpler tekrar ölçülerek, içerisine konulan PCR ürününü içeren jel 
parçasının ağırlığı belirlendi. 

4. QX-1 tamponundan, her tüpe yaklaşık 900 µl konuldu (QX-1 tampon 
miktarı, 300 mg jel parçası için 300 µl olarak ayarlanmıştır.). Tüplere 
QIAEX II tamponundan da 10 µl konularak, tüpler iyice karıştırıldı. 

5. Tüpler 50 oC’lik su banyosunda 10 dakika inkübe edildi. (İnkübasyon 
süresinde tüpler her iki dakikada bir karıştırıldı.) 
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6. Süre sonunda tüpler 13200 rpm’de, 30 saniye santrifüj edildi. Peletin 
üzerindeki sıvı kısım pipetle dikkatlice alınıp, atıldı. 

7. Pelet üzerine yıkama amaçlı (kalan agaroz parçalarını uzaklaştırmak için) 
500 µl QX1 tamponundan konulup, karıştırıldı. 

8. 13200 rpm’de, 30 saniye santrifüj işleminden sonra süpernatant döküldü. 
Tüplere, yıkama amaçlı olarak tampon PE’den 500 µl konuldu. 

9. Süre sonunda tüpler 13200 rpm’de, 30 saniye santrifüj edildi. Tekrar 
tampon PE ile yıkama işlemi gerçekleştirildi. 

10. Santrifüj sonrası süpernatant döküldü ve tüpler oda ısısında 15 dakika 
kurumaya bırakıldı. 

11. Süre sonunda tüplere 25 µl tampon EB solüsyonundan konulup, 50 oC’lik 
su banyosunda 10 dakika inkübe edildi. Her iki dakikada bir tüpler 
karıştırıldı. 

12. Süre sonunda tüpler 13200 rpm’de, 30 saniye santrifüj edildi ve DNA’yı 
içeren sıvı kısım temiz bir tüpe alındı. 

13. İşaretli ve işaretsiz DNA prob eldesini arttırmak için 12. ve 13. 
basamaklar tekrarlandı. 

3.2.3.  DIG İşaretli Prob Miktarının Belirlenmesi 
İşaretli, işaretsiz ve negatif kontrol için elde edilen ürünlerin prob 

miktarları ve kalitelerinin belirlenmesi için aşağıda belirtilen basamaklar 
uygulandı. İşaretiz prob ve negatif kontrollerde reaksiyon olmaması 
beklenmektedir. 

1. DIG-işaretli kontrol DNA’dan (5 ng/µl) (Roche, katalog no: 
11585738910), 2.5 ng/µl ve 1 ng/µl’lik dilüsyonlar tampon EB içinde 
hazırlandı.  

2. Naylon membran üzerine DIG-işaretli kontrol DNA’dan ve seri 
dilüsyonların her birinden birer µl  (5 ng/µl, 2.5 ng/µl ve 1 ng/µl) 
damlatıldı.  

3. Aynı membranın alt sırasına elde edilen ePABP ve PABPC1 PCR 
ürünlerinden (DIG-işaretli, DIG-işaretsiz ve negatif kontrol) birer µl 
damlatıldı. 
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4. Membranın kuruması için oda ısısında 15 dakika bekletildi. 

5. DNA’ların membrana iyice tutunmasını sağlamak için, membran 2 dakika 
UV-ışığına maruz bırakıldı. 

6. Süre sonunda membran 1X yıkama solüsyonunda (Roche, katalog no: 
11585762001) 5 dakika, çalkalayıcıda yıkandı. 

7. Yıkama solüsyonu süre sonunda dökülüp, membran üzerine 1X maleik 
asitte (Roche, katalog no: 11585762001) hazırlanmış olan %1’lik 
bloklama solüsyonu (Roche, katalog no: 11585762001) konularak 30 
dakika, çalkalayıcıda inkübe edildi. (Kit ile 10X konsantrasyonda gelen 
stok solüsyonlar, steril distile su ile istenilen konsantrasyona dilüye 
edildi.) 

 
 

Şekil 3.3.   ePABP ve PABPC1 problarının miktar analizi. Şekilde üstte, kontrol 
DNA’nın dilüye edildiği konsantrasyonlar verildi. ePABP ve PABPC1 
prob eldesinde işaretsiz noktalarda sadece çok düşük düzeyde artalan 
reaksiyonu görülmektedir. ePABP ve PABPC1 problarının miktarları, 
kontrol DNA’daki reaksiyon şiddeti temel alınarak 3 ng/µl (soldan ilk 
nokta) ve 4 ng/µl (soldan ikinci nokta) olarak kabul edildi. 

8. Süre sonunda, bloklama solüsyonu dökülüp üzerine anti-DIG ve alkalin 
fosfataz enzimi ile işaretli antikorda (1/5000, %1 bloklama solüsyonu 
içeren 1X maleik asitte hazırlandı) çalkalayıcıda, 30 dakika inkübe edildi. 

9. Membran, aynı koşullarda 1X yıkama solüsyonunda (Roche, katalog no: 
11585762001) 2x15 dakika yıkandı. 
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10. Süre sonunda membran 1X deteksiyon solüsyonunda (Roche, katalog 
no: 11585762001) çalkalayıcıda, 2 dakika inkübe edildi. 

11. Membran üzerine, alkalin fosfataz enzimi ile reaksiyona giren substrat 
solüsyonu (45 µl NBT ve 35 µl BCIP, 10 ml deteksiyon tamponunda 
hazırlandı.) konuldu. 

12. Hazırlanan substrat solüsyonu membran üzerine konulduktan 3 dakika 
sonra sadece, işaretli PCR ürünlerinde reaksiyon gözlendi. Dilüye edilen 
kontrol DNA’nın verdiği reaksiyon şiddetine göre üretilen ePABP ve 
PABPC1 prob miktarları belirlendi (Şekil 3.3).  

3.2.4.   RNA İn Situ Hibridizasyon Uygulama Basamakları 
RNA in situ hibridizasyon uygulamasında kullanılan solüsyonlar 

DEPC ile muamele edilmiş distile suda hazırlandı. DEPC, RNaz enzimine 
bağlanarak inhibe etmektedir. Böylece, hedef dokudaki RNA’lar 
degradasyondan korunmaktadır. 

RNA ISH tekniği, aşağıda belirtilen basamaklarda gerçekleştirildi. 

1. Postnatal fare testislerinden alınmış olan kesitleri içeren preparatlar, 60 
oC’lik etüvde 1 saat bekletilerek; dokuların lam yüzeyine iyi bir şekilde 
yapışması sağlandı. 

2. Daha sonra, preparatlar iki kez 10 dakika (2x10 dakika) ksilol I ve ksilol II 
aşamalarından geçirildi. 

3. Preparatların rehidratasyonu gerçekleştirildi. Rehidratasyon, azalan 
etanol serilerinde (%100, %90, %80 ve %70’lik etanol) preparatların 
beşer dakika tutulması ile yapıldı.  

4. Preparatlar, %0.1 dietilpirokarbonat (DEPC) (Sigma, katalog no: D5758) 
içeren distile suda 2x10 dakika yıkandı. Kesitlerin etrafı hidrofobik 
kalemle çizilerek, kesitler üzerine konulan damlalarında dağılması 
önlenmiştir.  

5. Preparatlardaki kesitler üzerine permeabilizasyon solüsyonu 
damlatılarak, 37 oC’de 30 dakika inkübe edildi.  

6. Süre sonunda preparatlar, %4’lük paraformaldehit (J.T. Baker, 30525-89-
4) içinde 5 dakika tutularak; postfiksasyonları gerçekleştirildi. 

7.  Postfiksasyondan sonra preparatlar, %0.1 tween-20 içeren 1XPBS 
(PBST) içinde 2x10 dakika yıkandı. 
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8. Yıkama işleminden sonra preparatlar, prehibridizasyon solüsyonunda 37 
oC’de 1 saat inkübe edildi.  

9. Kullanıma kadar -20 oC’de saklanan problar, kaynayan suda 5 dakika 
bekletilerek, denatüre edildi. Prehibridizasyon solüsyonunda 300 ng/ml 
konsantrasyonda hazırlanan digoxigenin işaretli ePABP ve PABPC1 
DNA probları, kesitlerin üzerine damlatıldı. Preparatlar, 42 oC’lik etüvde 
gece boyu inkübe edildi.  

10. Hibridizasyon sonrasında, preparatlar 3x15 dakika 2XSSC’de ve 3x15 
dakika 0.1XSSC’de 62 oC’lik etüvde yıkandı. 

11. Preparatlar 2x10 dakika MABT’de yıkandı. 

12. Preparatlar, NTMT tamponunda 30 dakika bekletilerek, dengelenmesi 
gerçekleştirildi. 

13. Daha sonra preparatlar, bloklama solüsyonunda 30 dakika bekletildi. 
Bloklama solüsyonu: %1 bloklama reagentı 1XMAB içinde hazırlandı.  

 
14. Preparatlar, 1/800 dilüsyonda hazırlanan alkalen fosfataz ile konjuge 

edilmiş anti-digoxigenin antikorunda (Roche, katalog no: 11093274910), 
oda ısısında 1 saat inkübe edildi. Alkalen fosfataz antikoru, %1 bloklama 
solüsyonu içeren 1XMAB içinde hazırlandı. 

15.  Süre sonunda, preparatlar MABT ile 6x10 dakika çalkalayıcıda yıkandı. 

16. Renk solüsyonu (1 ml’lik NTMT tamponu içinde: 4.5 µlt/ml 5-bromo, 4-
klora, 3-indolil fosfat (Roche, katalog no: 11383221001) ve 3.5 µlt/ml 
nitroblue tetrazolium (Roche, katalog no: 11383213001) olacak şekilde 
hazırlandı.) ve kesitlerin üzerine damlatılarak geceboyu (12-16 saat) oda 
ısısında inkübe edildi. Kesitlerdeki renk oluşum durumu ışık 
mikroskobunda aralıklarla incelendi. 

17. Renk oluşumu gerçekleştikten sonra, preparatlar PBST ile birkaç kez 
yıkanarak reaksiyon durduruldu. 

18. Preparatlar, dehidratasyon (artan alkol serilerinden geçirilerek) ve ksilol 
uygulamalarının ardından Entallan (Thermo Scientific, katalog no: 8310) 
ile kapatılıp ışık mikroskobunda ePABP ve PABPC1 mRNA’ların hücresel 
yerleşimleri analiz edildi. 

3.3.    Postnatal Testis Dokularında Hematoksilen-E ozin Boyaması 
Postnatal testis dokularındaki germ hücre oranlarının belirlenmesi 

için postnatal testislere hematoksilen-eozin (HE) boyaması yapıldı. Her bir 
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yaş grubundan (6., 8., 16., 20., 29., 32. ve 88. günler), iki fareden alınan 
toplam dört adet testis dokusunda sayım gerçekleştirildi. Her bir testis 
kesitinde rastgele seçilmiş on adet, toplamda 40 adet seminifer tübülde 
germinal epitel hücreleri sayıldı.  

Hematoksilen-eozin boyama aşağıda belirtilen basamaklarda 
gerçekleştirildi. 

1. Preparatlar, 60 oC’lik etüvde 1 saat bekletilerek kesitlerin lam yüzeyine iyi 
bir şekilde yapışması sağlandı. 

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

3. Preparatların rehidratasyonu azalan etanol serilerinde (%100, %90, %80 
ve %70’lik etanol) preparatların beşer dakika tutulması ile gerçekleştirildi. 

4. Preparatlar, çeşme suyunda 2x10 dakika yıkandı. 

5. Preparatlar süzülmüş hematoksilen boyasında 2 dakika bekletildikten 
sonra çeşme suyunda yıkandı. Süre sonunda preparatlar eozin 
boyasında 15 saniye tutulduktan sonra çeşme suyunda yıkandı.  

6. Preparatlar, %70, %80, %90 ve %100’lük etanol serilerinde birer dakika 
tutularak, dehidratasyonları yapıldı. 

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

8. HE boyanmış testis preparatları, ışık mikroskobunda analiz edilerek 
spermatogenik hücrelerin oranları belirlendi. 

 3.4.    Postnatal Testislerden Spermatogenik Hücre İzolasyonu 
İmmatür (6., 8., 16., 20., 29., ve 32. günler) ve matür erkek fare (88. 

gün) testislerinden spermatogenik hücreler (spermatogonya, spermatosit, 
yuvarlak spermatid ve uzamış spermatid) “yerçekimine bağlı çökme hızına” 
göre %2-4 BSA süreksiz gradiyent yöntemi ile izole edildi. Bu yöntem, farklı 
çalışmalarda spermatogenik hücrelerin izolasyonu işlemlerinde sıklıkla 
kullanılmaktadır [110-112].  

Ergin erkek fare (88. gün) kauda epididimisinden sperm eldesi de 
yapıldı. İzole edilen spermatogenik hücre tiplerindeki ePABP ve PABPC1 gen 
ekspresyon düzeyleri gerçek zamanlı PCR ile belirlendi.  
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Kullanılan solüsyonlar:  

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

0.5 mg/ml kollajenaz: 100 mg kollajenaz, 10 ml sterile distile suda çözülerek 
10 mg/ml konsantrasyonda stok solüsyon hazırlandı.  Çalışma solüsyonu, 
stok solüsyonunun 1/20 oranında distile su ile dilüye edilmesi ile hazırlandı. 
Stok ve çalışma solüsyonları -20 oC’de saklandı. 

0.25 mg/ml tripsin:  %0.05’lik tripsin (Life Technologies, katalog no: 
25300096), medyum ile ½ oranında dilüye edilerek 0.25 mg/ml 
konsantrasyonda tripsin solüsyonu hazırlandı. %0.05’lik tripsin: 100 ml 
medya içinde 0.05 gram tripsin olduğu anlamına gelmektedir. 

1 µµµµg/ml DNaz: 100 mg DNaz (Roche, katalog no: 10104159001) 10 ml steril 
distile suda çözülerek, stok solüsyon hazırlandı. Stok solüsyon 1/10 oranında 
dilüye edilerek, çalışma solüsyonu (1 mg/ml) hazırlandı. Bu çalışma 
solüsyonundan 5 µl alınarak, 5 ml medyaya konuldu ve 1 µg/ml DNaz son 
konsantrasyonu uygulandı. Stok ve çalışma solüsyonları, -20 oC’de saklandı. 

Otuz iki günlük farelerin kauda epididimislerinde sperm olmadığı 
incelendi. Bu amaçla, deneyde kullanılan 32 günlük farelerin kauda 
epididimisler alınıp; DMEM:F12 medyası içinde parçalandı. Parçalanan 
kauda epididimis örnekleri 37 oC’de 30 dakika inkübe edildikten sonra 
inverted mikroskopta kontrol edildi. İncelenen medyum içeriğinde sperm 
hücresi görülmemesi nedeniyle, bu yaş grubundaki erkek fareler immatür 
gruba alındı. 

Spermatogenik hücreler, postnatal yaşlara bağlı olarak elde edildi. 
Spermatogonya eldesi, 6., 8., 16., ve 32. günlerden yapılırken; 
spermatositler, 16., 29., 32., ve 88. günlerden; yuvarlak spermatidler 32. ve 
88. günlerden, uzamış spermatidler  ise 88. günden izole edildi. Sperm eldesi 
ise sadece 88 günlük erkek fareden alınan kauda epididimislerde 
gerçekleştirildi. Spermatogonyaların ergin erkek fare testisinde az sayıda 
olması nedeniyle, %2-4 BSA süreksiz gradiyent yöntemiyle yüksek saflıkta 
eldesi yapılamamıştır. İmmatür ve matür erkek fare seminifer tübüllerden 
spermatogenik hücrelerin izolasyonu aşağıda belirtildiği şekilde 
gerçekleştirildi.  

1. İmmatür ve matür erkek farelerden, servikal dislokasyon işleminden 
sonra steril koşullarda diseke edilen testisler DEMEM:F12 medyumu 
bulunan petri kaplarına (Beckman Dickson, katalog no: 351008) alındı.  

2. Testislerin kapsülleri soyulduktan sonra, seminifer tübüller 0.5 mg/ml 
kollajenaz enzimi içeren 5 ml medyuma konuldu. 
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3. Petri kabındaki seminifer tübüller, diseksiyon mikroskobu altında pens 
yardımıyla birbirlerinden ayrıldıktan sonra; 20 dakika 34 oC inkübe edildi. 
İnkübasyon süresince seminifer tübüller diseksiyon mikroskobu altında 
kontrol edildi ve yavaş bir şekilde elle sürekli çalkalandı. 

4. Süre sonunda petri kabının yüzeyinde yer alan intertübüler hücreleri 
içeren sıvı kısım mikropipetle çekilip, atıldı. Seminifer tübüllerin üzerine 
tekrar 0.5 mg/ml konsantrasyonda kollajenaz içeren 5 ml medyum 
konularak, 20 dakika/ 34 oC’de inkübe edildi. İnkübasyon süresince, 
seminifer tübüller diseksiyon mikroskobu altında kontrol edildi ve elle 
sürekli çalkalandı. 

5. Süre sonunda üstteki sıvı kısım mikropipetle alınıp, atıldı. Seminifer 
tübüller iki defa 5 ml DMEM:F12 medyumu ile yıkandı. Böylece, petri 
kabında sadece seminifer tübüller kalırken tübüller arasındaki hücreler 
uzaklaştırıldı. 

6. Yıkama işleminden sonra seminifer tübüllerin üzerine 0.25 mg/ml tripsin 
(Life Technologies, katalog no: 25300096) ve 1 µg/ml DNase içeren 5 ml 
DMEM:F12 medyası konularak 20 dakika, 34 oC’de inkübe edildi. 
İnkübasyon süresinde seminifer tübüller diseksiyon mikroskobu altında 
kontrol edildi ve cam Pasteur pipeti ile pipetaj yapıldı. Böylece, seminifer 
tübüllerdeki spermatogenik hücrelerin ayrılması sağlandı. 

7. Pipetaj sonrası petri kabının üzerindeki sıvı kısım 15 ml’lik tüplere 
(Beckman Dickson, katalog no: 352097) alındı. Altıncı basamak 
tekrarlanarak, petri kabındaki sıvı kısım aynı tüpe konuldu. 

8. Tüpler, 1600 rpm’de 5 dakika, +4 oC’de santrifüj edildi. Santrifüj sonrası 
süpernatant dökülüp, pelet üzerine %0.5’lik BSA (American Bioanalytical, 
katalog no: AB01088-00100) içeren medya konulup, pelet süspanse 
edildi.  

9. Tüpler, 1600 rpm’de 5 dakika, +4 oC’de tekrar santrifüj edildi. Santrifüj 
sonrası, süpernatant dökülüp; üzerine 1 µg/ml DNaz içeren %0.5’lik BSA 
içeren medya konuldu ve tüpler 3 dakika oda ısısında inkübe edildi. 

10. Süre sonunda tüpler, 1600 rpm’de, 5 dakika, +4 oC’de santrifüj edildi. 
Santrifüj sonrası süpernatant atıldı ve pelet üzerine %0.5 BSA içeren 3 
ml medya ile süspanse edildi. 

11. Hücre süspansiyonu, sırasıyla 70 ve 40 µm’lik filtrelerden geçirildi. 

12. Filtrattaki hücre sayısı, Makler’in çemberi (Sefi-Medical Instruments, 
İsrail) ile belirlendi. Hücre sayımı, yaklaşık 2 ml medyum ile oluşturulan 
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süspansasyondan 5  µl alınan Makler’in çemberinde on kare sayılması ile 
gerçekleştirildi. On karede sayılan toplam hücre sayısı süspansiyonun 
mililitresindeki milyon hücre sayını vermektedir. 

13. Hücre sayımından sonra, 15 ml’lik tüplere %2-4 BSA gradiyenti 
hazırlandı. Gradiyent hazırlanmasında, tüpe oldukça yavaş bir şekilde 
önce %10’luk BSA’dan 1 ml konuldu. Sonra sırasıyla %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 içinde hazırlandı) ile oluşturulan 
% BSA’lardan birer ml yavaş bir şekilde konuldu.  

14. Süreksiz %2-4 BSA gradiyentini içeren 15 ml’lik tüpe, 350 000 hücre/ml 
olacak şekilde %0.5 BSA içeren DMEM:F12 medyada hazırlanan 1 ml 
spermatogenik hücre karşımı konuldu. 

15. Hücre süspansiyonu konulan tüpe, %0.2 BSA’da 1 ml yavaş bir şekilde 
eklendikten sonra; +4 oC’de 4 saat, çalkalayıcıda (10 saniye/döngü) 
(VWR, Houston, TX, ABD) inkübe edildi. 

16. Süre sonunda tüpün en üst bölgesinden birer ml’lik hacimlerde alınarak, 
1.5 ml’lik tüplere konuldu. Tüpler 2000 rpm’de, 5 dakika, +4 oC’de 
santrifüj edildi. 

17. Süpernant döküldü ve pelet süspanse edilip, 5 µl alınarak lam üzerine 
konuldu. Her küçük damla mikromanüplatörde incelenerek, zenginleşmiş 
spermatogenik hücre fraksiyon bölgeleri belirlendi. Spermatogenik 
hücrelerin morfolojik görüntüleri temel alınarak ayırt edildi. 

18. Spermatogonya, spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzamış spermatid 
olan bölgeler aynı tüplerde toplanıp santrifüj edildi. Santrifüj sonrası 
süspanse edilen çökeltiden 10 µl alıp lam üzerine yayma yapılarak 
hematoksilen-eozinle boyandı. Ayrıca, %0.4’lük tripan mavisi (Sigma,  
katalog no: T8154) ile boyama yapılarak hücrelerin canlılık oranları 
belirlendi.  

19. HE ile boyanması: a) Spermatogenik hücre fraksiyonlarının yayıldığı 
preparatlar oda ısısında 45 dakika bekletilerek kuruması sağlandı. b) 
Süre sonunda preparatlar 2x5 dakika ksilol I ve II aşamalarından geçirildi. 
c) Azalan alkol serilerinde (%100, %90,%80 ve %70’lik) ikişer dakika 
tutuldu. d) Distile suda beş dakika tutulan preparatlar 4 dakika 
hematoksilen de (Sigma, katalog no: HHS128) boyandı. e) Süre sonunda 
yıkanan preparatlar eozinde (Sigma, katalog no: HT110132) 10 saniye 
boyanıp, distile su ile yıkandı. f) Artan alkol serilerinden (%70, %80, %90 
ve %100) birer dakika bekletilen preparatlar; ksilol I ve ksilol II’de beşer 
dakika tutulduktan sonra Entellan ile lamel kullanılarak kapatıldı.  
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20. %0.4’lük tripan mavisi ile hücrelerin canlılık oranlarının belirlenmesi: a) 
İzole edile her bir hücre fraksiyonundan 1.5 ml’lik steril tüplere 5 µl alınıp, 
üzerine 5 µl tripan mavisi konulup karıştırıldı. Tüpler, karanlıkta ve oda 
ısısında 10 dakika inkübe edildi. b) İnkübasyon süresi sonrasında tüpler 
2000 rpm’de 5 dakika, +4 oC’de santrifüj edildi. c) Santrifüj sonrasında 
peletin üzerinde 5 µl’lik sıvı kısım kalacak şekilde süpernatant atıldı. d) 
Pelet süspanse edildikten sonra, 2 µl alınıp lam üzerine konulup; üzerine 
lamel kapatılıp ışık mikroskobunda analiz edildi. Her spermatogenik 
hücre fraksiyonundaki canlılık oranını belirlemek için 100 hücre sayıldı. 
İçerisine tripan mavisi girmiş olan hücreler, ölü olarak kabul edildi. 

21. HE ile boyanmış olan hücreler ışık mikroskobunda incelenerek 
spermatogonya, spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzamış 
spermatidlerin izole edildiği fraksiyonlardaki saflık oranları belirlendi. 
Spermatositler, en büyük hücreler olması (yaklaşık 11 µm) ve küçük 
noktalı kromatin yapıları temel alınarak ayırt edildi. Yuvarlak spermatidler 
ise 6-7 µm çapında olmaları, yuvarlak nükleusu,  belirgin nükleolusu ve 
nükleusun ön kısmında akrozom yapısının görülmesi ile tanımlandı. 
Uzayan spermatidler, çekirdeğin uzamaya başlaması ve kamçının 
görülmeye başlaması ile ayırt edildi. Uzamış spermatidler ise kanca 
şekilli baş, uzun kamçı ve çok az sitoplazma içermesi ile tanımlandı. 
Uzayan ve uzamış spermatidler uzamış spermatid grubunda toplandı. 
Her hücre fraksiyonundaki spermatogenik hücrelerin saflık oranları, ışık 
mikroskobu ile 100 adet sayılarak bulundu. Saflık oranı %77’den fazla 
olduğu belirlenen spermatogenik hücre fraksiyonları, RNA izolasyonunda 
kullanıldı. 

22. İzole edilen spermatogenik hücrelerden total RNA izolasyonu, cDNA 
eldesi ve gerçek zamanlı PCR uygulamaları ile ePABP ve PABPC1 gen 
ekspresyon düzeyleri kantitatif düzeyde belirlenip, karşılaştırıldı. 

3.4.1.  Spermatogenik Hücrelerden Total RNA İzolasyonu 
İzole edilen spermatogenik hücrelerden total RNA izolasyonu kit 

(Ambion, katalog no: AM1931) ile yapıldı. 

1. İzole edilen spermatogenik hücreyi içeren 1.5 ml'lik tüpe, 100 µl lizis 
solüsyonu konulup, +4 oC, 10 dakika tutuldu.  

2. Üzerine 50 µl %100’lük etanol eklenip, vorteks ile iyice karıştırıldı. 

3. Lizat ile etanol karışımı belirli bir por çapına sahip filtre içeren tüpe 
mikropipetle konuldu, böylece karışımdaki RNA’lar filtreye tutundu. 

4. Mikropipetle yıkama solüsyonu-1’den 180 µl çekilip, filtrenin üzerine 
konuldu ve tüpler 13200 rpm’de 1 dakika  santrifüj edildi.  
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5. Yıkama solüsyonu-2’den çekilen 180 µl ile filtre tekrar yıkandı. Yıkama 
solüsyonu-2 ile tekrar yıkama işlemi gerçekleştirildi. 

6. Filtre ilk tüpten alınıp, ayırma tüpüne yerleştirildi. Dört derecede saklanan 
ve kullanım öncesi 75 oC’ye ısıtılan ayırma solüsyonundan 6 µl alınıp, 
filtrenin tam merkezine gelecek şekilde konuldu. Tüplerin kapağı 
kapatılıp, oda ısısında 1 dakika bekletildikten sonra; 13200 rpm hızda 1 
dakika santrifüj edildi. 

7. Aynı işlem 75 oC ısısındaki 6 µl’lik  ayırma solüsyonu ile bir kez daha 
yapıldı; bu işlem RNA’ların mikro ayırma  tüpünün dibine toplanması 
sağlandı. 

8. Ayırma tüpünün dibinde toplanan ve RNA’yı içeren yaklaşık 10 µl’lik 
kısım steril 0.2 ml’lik tüplere alındı. 

9. Elde edilen total RNA’ya DNaz uygulaması, cDNA eldesi ve qRT-PCR 
uygulamaları aşağıda basamaklarda belirtildiği gibi gerçekleştirildi. 

3.4.2. Spermatogenik Hücrelerden Elde Edilen Total RNA’ya DNaz  
Uygulaması 
İzole edilen total RNA örneklerinden genomik DNA’nın 

uzaklaştırılması için DNaz uygulaması aşağıdaki basamaklarda 
gerçekleştirildi. İzole edilden spermatogenik hücrelerden elde edilen RNA’nın 
az olması nedeniyle elde edilen total RNA’nın tamamı kullanıldı.  

1. Çizelge 3.1’de verilen reaksiyon içerikleri 0.2 ml’lik steril tüplere konulup, 
37 oC’de 45 dakika inkübe edildi. 

2. Süre sonunda tüplere 1.2 µl DNaz I inaktivasyon solüsyonundan 
konulup, tüpler iyice karıştırılıp; oda ısısında 2 dakika inkübe edildi. 

3. Son olarak tüpler, 13200 rpm’de, +4 oC’de, 3 dakika santrifüj edildi. 

4. Santrifüj sonrası RNA’yı içeren süpernatantlar, yeni steril 0.2 µl’lik tüplere 
alındı. 

3.4.3.  Spermatogenik Hücrelerden cDNA Eldesi 
İzole edilen spermatogenik hücre fraksiyonlarından elde edilen total 

RNA’nın tamamı cDNA elde edilmesinde de kullanıldı. cDNA eldesinde kit 
(Ambion, AM1710) kullanıldı. 

1. Yaklaşık 10 µl’lik hacimdeki total RNA üzerine 2 µl random dekamer (son 
konsantrasyon 5 µM olacak şekilde) eklendi (Çizelge 3.2). RNA ve 
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random dekamer karışımı, 85 oC’de 3 dakika inkübe edilerek, sekonder 
RNA kıvrımlarının açılması sağlandı. 

2. Her bir tüpe, homojen ve eşit miktarda reaksiyon karışımı ekleyebilmek 
amacıyla bir ana karışım hazırlandı. Elde edilen karışımdan her bir tüpe 8 
µl konuldu (Çizelge 3.2). 

3. Daha sonra, her bir tüpe 8 µl ana karışımdan eklenerek, 44 oC’de, 60 
dakika inkübe edildi. 

4. Son olarak, tüpler 92 oC’de 10 dakika bekletildi. 

5. Bu aşamalardan sonra elde edilen cDNA’lar, qRT-PCR’de kullanılıncaya 
kadar  -20 oC’de saklandı. 

3.4.4. Spermatosit ve Yuvarlak Spermatid Fraksiyonl arında Scp3 ve  
Prm2 Ekspresyonu 
Spermatosit ve yuvarlak spermatid fraksiyonlarında sinaptonemal 

kompleks 3 (Scp3) ve Protamin 2 (Prm2) ekspresyon durumları RT-PCR 
uygulaması ile kontrol edildi. Scp3, spermatosit belirteci olması nedeniyle 
spermatosit fraksiyonunda yüksek, yuvarlak spermatid fraksiyonunda ise 
düşük düzeyde eskprese olması beklenmektedir. Prm2 ise spermatid belirteci 
olup, yuvarlak spermatid fraksiyonunda yüksek, spermatosit fraksiyonunda 
ise düşük düzeyde eksprese olması beklenmektedir.  

Scp3, Prm2 ve beta aktin genleri için kullanılan primer dizileri Çizelge 3.3’de 
verildi. 

Spermatosit ve yuvarlak spermatid fraksiyonlarından yukarıda 
anlatıldığı şekilde elde edilen cDNA’lar, PCR reaksiyonunun kurulmasında 
kullanıldı. 

RT-PCR uygulamasının PCR aşaması aşağıda belirtilen 
basamaklarda gerçekleştirildi. 

1. Scp3, Prm2 ve beta aktin genleri için aşağıda belirtilen miktarları içeren 
temel karışım hazırlandı (Çizelge 3.4). Ayrıca, cDNA içermeyen negatif 
kontrol tüpü de oluşturularak herhangi bir DNA kontaminasyonu olmadığı 
da gösterildi. 

2. Prm2, Scp3 ve beta aktin için amplifikasyon, 35 döngü olarak aşağıda 
belirtilen PCR protokolü kullanılarak gerçekleştirildi. PCR protokolü 
olarak touch-down sistemi kullanıldı (Çizelge 3.5). 
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3. Kurulan reaksiyon sonucunda elde edilen PCR ürünleri markır 
(Invitrogen, katalog no: 10787-018) ile birlikte, hazırlanan %1.5’lik agaroz 
(American Bioanalytical, katalog no: AB00972-00500) jelde yürütüldü. 
Tüm ürünler, jelde 100 voltta (3.0 Amper, 300 W) 45 dakika yürütüldü. 
Böylece, spermatogenik hücre fraksiyonlarında, Prm2 ve Scp3 genlerinin 
kalitatif ekspresyon düzeyleri, beta aktin ekspresyonu temel alınarak 
değerlendirildi. 

3.4.5. Spermatogenik Hücrelere Kantitatif Gerçek Za manlı  PCR 
Uygulaması 
Her hücrede sabit miktarda eksprese olduğu bilinen beta aktin gen 

ekspresyonu temel alınarak spermatogenik hücrelerde ve kauda 
epididimisten elde edilen spermde, ePABP ve PABPC1 genlerinin göreli 
kantitatif düzeyleri belirlendi. Ayrıca, ergin erkek fare testisinden elde edilen 
cDNA’nın ¼’lük seri dilüsyonları (S1’den S7’ye kadar) oluşturularak ePABP, 
PABPC1 ve beta aktin mRNA’larının göreli miktarları ve PCR verimlilikleri 
standarda bağlı olarak belirlendi. 

1. İzole edilen spermatogenik hücre ve spermden elde edilen cDNA’lar bu 
aşamada kullanıldı. 

2. Çizelge 3.6’de belirtilen içerikler konularak reaksiyon karışımı 
oluşturuldu. Gerçek zamanlı PCR aşamasında kullanılan primerler de 
Çizelge 3.3’de verildi. 

3. Standard için kullanılan fare ovaryum cDNA’sının seri dilüsyonları: Her 
tüpte (S1-S7), cDNA/steril distile su oranı ¼  olacak şekilde hazırlandı.  

4. ePABP, PABPC1, beta aktin ve standardlar için gerçek zamanlı PCR 
uygulaması üçlü kuyucuklu (triplicate) olarak gerçekleştirildi. Negatif 
kontrol tüpleri de her bir gen için üçlü olarak hazırlandı. 

5. Bütün tüplerdeki örnekler 25 µl hacimde 96’lık kuyucukları (Applied 
Biosystem, katalog no: N8010560) konuldu. 

6. ePABP, PABPC1, beta aktin ve standard için hazırlanmış örnekler 
kantitatif gerçek zamanlı PCR aletinde okutuldu ve software programı 
yardımıyla göreli ekspresyon düzeyleri hesaplandı. Amplifikasyon, 40 
siklusta gerçekleştirildi. Ayrıca, Melting curve analizi ile ürünlerin 
beklenen ve gözlenen Tm değerleri karşılaştırılarak PCR ürünlerinin 
doğruluğu değerlendirildi. Gerekli görüldüğü taktirde, gerçek zamanlı 
PCR ürünleri %1.5’luk agaroz jelde yürütülerek ürünlerin kalitesi ve 
negatif tüpler kontrol edildi. Gerçek zamanlı PCR programında, Touch-
down sistemi kullanıldı (Çizelge 3.7). 
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Gerçek zamanlı PCR aletinin standardına göre miktarlarını temel 
alarak vermiş olduğu konsantrasyon değerlerine göre genlerin kat olarak 
ekspresyon değişimleri şu şekilde hesaplandı: Beta aktin için üçlü tüplerden 
elde edilen üç değerin ortalaması alındı. ePABP ve PABPC1’in göreli 
miktarlarını normalize etmek için bütün gruplarda elde edilen ePABP ve 
PABPC1 değerleri tek tek ortalama aktin değerinden çıkarıldı. Son olarak, 
ePABP ve PABPC1 normalize değerlerinin her biri kendi içinde en küçük 
değere oranlanarak göreli kat değişimleri hesaplandı. Böylece, immatür ve 
matür erkek farelerden izole edilen spermatogenik hücrelerdeki ePABP ve 
PABPC1 genlerinin kantitatif ekspresyon düzeyleri belirlendi. 
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BULGULAR 

Bu çalışmada, C57BL/6 immatür ve matür erkek fare testis 
dokularında ePABP ve PABPC1 gen ekspresyonlarının belirlenmesi 
amaçlanmıştır. Bu amaç doğrultusunda ilk olarak immatür (6., 8., 16., 20., 
29., ve 32. günler) ve matür erkek (88. gün) fare testis dokularında ePABP ve 
PABPC1 gen ekspresyonları kantitatif bir yöntem olan qRT-PCR ile gösterildi.  

 

Şekil 4.1.   Aktin için oluşturulan standard ve qRT-PCR eğrileri. a. Aktin primerleri ile fare 
ovaryum cDNA’ları ile oluşturulan standard eğrinin eğimi -3.49, PCR verimliliği 
ise %93.4 olarak bulunmuştur. Küçük mavi yuvarlaklar, standardın verilerini 
gösterirken; kırmızı küçük kareler ise örneklerin değerlerini göstermektedir. b. 
Postnatal testis dokularında göreli (göreceli) aktin mRNA düzeylerinin 
belirlendiği sigmoid eğriler görülmektedir.  

Ayrıca, postnatal fare testis dokularında spermatogonya, 
spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzamış spermatid izolasyonları 
gerçekleştirildi. Matür erkek fare kauda epididimisinden ise sperm elde edildi. 
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Elde edilen bu spermatogenik hücrelerde ePABP ve PABPC1 genlerinin 
ekspresyon durumları da qRT-PCR yöntemi ile değerlendirildi.  

ePABP mRNA’sının postnatal fare testislerindeki hücresel yerleşimi 
RNA ISH tekniği ile belirlendi. Matür erkek fare testis dokusunda PABPC1 
mRNA’sının hücresel yerleşimi gösterildi ve ePABP ile karşılaştırıldı. 

 

Şekil 4.2.   ePABP için oluşturulan standard ve qRT-PCR eğrileri. a. ePABP primerleri ile 
fare ovaryum cDNA’ları kullanılarak oluşturulan standard eğrinin eğimi -3.503, 
PCR verimliliği ise %92.9 olarak bulunmuştur. b. Postnatal testis dokularında 
göreli ePABP mRNA düzeylerinin belirlendiği sigmoid eğriler görülmektedir.  

4.1.   Postnatal Testislerde ePABP ve PABPC1 Ekspre syonu  
Çalışmada ilk olarak, immatür ve matür erkek fare testis dokularında 

ePABP ve PABPC1 gen ekspresyon düzeyleri kalitatif bir yöntem olan RT-
PCR ile analiz edildi. Aynı genlerin ekspresyonları, kantitatif bir yöntem olan 
qRT-PCR ile de belirlendi. Bu amaç için beta aktin, ePABP ve PABPC1 
genleri için seri dilüsyonlar ile standardlar oluşturuldu.  

Aktin geni için eğim değeri -3.49 bulunurken; PCR verimliliği ise %93.4 
olarak bulunmuş (Şekil 4.1a). Aktin geni için postnatal testis dokularında 
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belirlenen gerçek zamanlı PCR eğrileri Şekil 4.1b’de verilmiştir. ePABP ve 
PABPC1 primerleri kullanılarak oluşturulan standard ve postnatal testis 
dokularındaki gerçek zamanlı PCR sigmoid eğrileri sırasıyla Şekil 4.2 ve 
Şekil 4.3’de verildi. ePABP geni için oluşturulan standard eğrinin eğimi -
3.503, PCR verimliliği ise %92.9 olarak bulundu. PABPC1 geni için 
oluşturulan standardın eğimi -3.349, PCR verimliliği ise %98.9 olarak 
hesaplandı. 

 

Şekil 4.3.  PABPC1 için oluşturulan standard ve qRT-PCR eğrileri. a. PABPC1 
primerleri ile fare ovaryum cDNA’ları kullanılarak oluşturulan standard 
eğrinin eğimi -3.349, PCR verimliliği ise %98.9 olarak bulundu. b. 
Postnatal testis dokularında göreli ePABP mRNA düzeylerinin 
belirlendiği sigmoid eğriler görülmektedir.  

ePABP gen ekspresyonu erken postnatal gelişim dönemleri olan 6., 
8., 16. ve 20. gün immatür testislerde oldukça düşük düzeyde bulundu.  

Postnatal gelişimin ilerleyen günlerinde (29., 32., ve 88. günlerde) ise 
ePABP gen ekspresyonu istatistiksel olarak anlamlı düzeyde yükselmiştir. 
ePABP mRNA düzeyi ilk olarak 29. günde belirgin bir atış gösterdi ve bu artış 
32. gün testiste de devam etmiştir (Şekil 4.4a ve b).  

ePABP ekspresyon düzeyi matür testiste (88. gün) ise 32. güne göre 
biraz azaldığı görüldü. Matür testisteki ePABP mRNA düzeyinin, 29. gün 
testise göre istatistiksel olarak anlamlı düzeyde daha yüksek olduğu da 
belirlenmiştir (Şekil 4.4a ve b). 
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Şekil 4.4.  ePABP ve PABPC1 genlerinin RT-PCR ve qRT-PCR sonuçları. a) Kalitatif 
ePABP ve PABPC1 genlerinin ekspresyonları 6-88 günlük postnatal testislerde 
analiz edildi. Beta aktin, yükleme kontrolü olarak kullanıldı. NK: negatif kontrol, 
M: DNA markırını belirtmektedir. b) Postnatal testislerdeki (6-88. gün) ePABP 
gen ekspresyonu qRT-PCR tekniği ile ortaya konuldu. c) PABPC1 gen 
ekspresyon düzeyi de qRT-PCR ile belirlendi. Yıldız(lar), istatistiksel olarak 
anlamlılığı göstermektedir. İstatistiksel anlamlılık için P değeri < 0.05 olarak 
kabul edilmiştir. 

PABPC1 gen ekspresyon düzeyi ise 6. ve 8. gün testislerde oldukça 
düşük düzeydeyken, 16. günde istatistiksel olarak anlamlı bir şekilde 
artmıştır. Bu artış 20., 29. ve 32. gün testislerde de devam etmiştir. Matür 
erkek fare testisinde (88. günde) PABPC1 ekspresyonu, 32. güne göre düşük 
miktarda bir azalma göstermiştir. PABPC1 gen ekspresyonu da 
ePABP’ninkine benzer olarak 32. gün testiste en yüksek düzeyine ulaşmıştır 
(Şekil 4.4b ve c).  

4.2.    Postnatal Testislerde Germinal Epitel Hücre lerinin Oranı 
Postnatal testis gelişim dönemlerine bağlı olarak spermatogonya, 

spermatosit, yuvarlak spermatid, uzamış spermatid ve Sertoli hücrelerinin 
oranları belirlenmiştir. Bu amaç için her bir yaş grubundaki (6., 8., 16., 20., 
29., 32. ve 88. günler) iki fareden alınan toplam dört adet testis dokusundan 
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alınan ve HE ile boyanmış kesitlerde rastgele toplamda 40 adet seminifer 
tübüldeki germinal epitel hücreleri sayıldı (Şekil 4.5). Bu sayımlar ile 
spermatogenik hücrelerin postnatal döneme bağlı oranları ölçüsündeki 
ePABP ve PABPC1 gen ekspresyon düzeylerine katkı düzeyleri 
değerlendirildi. 

 

Şekil 4.5.   Postnatal testislerde germinal epitel hücre yüzdeleri. Germinal epitel 
hücrelerinin postnatal testis gelişim günlerindeki (6., 8., 16., 20., 29., 32. ve 88. 
günlerde) yüzde oranları değişimler göstermektedir. SG: spermatogonya, SS: 
spermatosit, YS: yuvarlak spermatid, US: uzamış spermatid.  

İlk olarak 6 günlük postnatal testiste germinal epitel hücre sayımı 
gerçekleştirildi. Bu dönemde seminiferöz tübüllerde sadece spermatogonya 
ve Sertoli hücreleri bulunmaktadır. Sertoli hücre oranı 6. günde yaklaşık %88 
olup, oldukça yüksektir. Sertoli hücre oranı 8. günde de yüksek oranda 
(yaklaşık %76) olmasına rağmen 16., 20., 29., 32. ve 88. günlerde diğer 
spermatogenik hücrelerin seriye katılmasıyla birlikte oranı düşmektedir. Ergin 
farede ise YS ve US hücrelerinin sayılarının artması, Sertoli hücre oranının 
~%5’lere düşmesine neden olmuştur. 

Spermatogonyaların oranı ise 6. günden 16. güne doğru yükselmiş, 
fakat 20., 29. ve 88. günlerde ise yavaş yavaş düştüğü gözlenmiştir. Otuz iki 
günlük testiste, 6., 29. ve 88. günlere göre SG’lerdeki hafif düzeydeki 
yükselmede dikkati çekmektedir. Spermatositlerin oranları incelendiğinde bu 
hücrelerin 16., 20., 29. ve 32. günlerde yüksek oranda (%40-%48) olmasına 
rağmen ilginç bir şekilde ergin farede oranının düştüğü (%24) görülmektedir. 
Postnatal gelişimin 29. gününden itibaren sayımını gerçekleştirdiğimiz 
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yuvarlak spermatidlerin oranının ergin farede arttığı gözlendi. YS’lere benzer 
olarak US’lerin 29. (%2) ve 32. günlerde (%3) oldukça düşük düzeydeyken, 
88. günde belirgin oranda arttığı (%22) ortaya konuldu. 

 

Şekil 4.6.  Ergin fare testisinden izole edilen spermatogenik hücreler. Spermatogenik 
hücreler seminifer tübüllerden kollajenaz ve tripsin uygulamaları ile karışık 
spermatogenik hücreler olarak (KS) izole edildi. Spermatogenik hücrelerin %2-4 
BSA gradiyenti ile fraksiyonlara ayrılarak spermatosit, yuvarlak spermatid ve 
uzamış spermatid fraksiyonları elde edildi. Her spermatogenik hücre tipinin 
izolasyon sonrası ışık mikroskobik incelemeleri gerçekleştirildi.  KS: karışık 
spermatogenik hücreler, SS: spermatosit,  YS: yuvarlak spermatid, US: uzamış 
spermatid. 

4.3.    Postnatal Testislerde Spermatogenik Hücre İzolasyonu  
RT-PCR ve qRT-PCR yöntemleri ile ePABP ve PABPC1 genlerinin 

postnatal hayatın belirli günlerinde farklı ekspresyonlar sergiledikleri 
belirlendi. Postnatal testislerde ePABP ve PABPC1 gen ekspresyonlarındaki 
bu farklılığın kaynağını belirlemek için spermatogenik hücrelerin izolasyonu 
gerçekleştirildi. Spermatogenik hücre izolasyonu, günlere bağlı olarak belirli 
günlerdeki immatür ve matür erkek fare testislerinden yapıldı. 
Spermatogonyalar 6., 8., 16., ve 32. günlerdeki testislerden izole edildi. Ergin 
erkek fare testisinde (88. gün) az sayıda spermatogonya bulunması 
nedeniyle %2-4 BSA süreksiz gradiyent uygulaması ile bu hücrelerin yüksek 
saflıkta izolasyonu yapılamamıştır. Spermatosit izolasyonu ise 29., 32. ve 88. 
gün testislerden gerçekleştirildi. Yuvarlak spermatid eldesi ise 32. ve 88. 
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günlerden; uzamış spermatid ise sadece 88. günden izole edildi. Sperm 
izolasyonu, 88. gün erkek farelerin kauda epididimislerinden gerçekleştirildi. 
İzole edilen spermatogenik hücreler, ilk olarak ışık mikroskobik olarak 
değerlendirildiler. Ergin erkek fare testisinden izole edilen germ hücrelerine 
ait boyanmamış, ışık mikroskobik örnek resimler şekil 4.6’da verildi. 

 
 
Şekil 4.7.   İzole edilen spermatogenik hücrelerin HE boyanmış resimleri. İzole edilen 

spermatogenik hücre fraksiyonlarından, yayma ile hazırlanan preparatlar HE ile 
boyandı. Matür ve immatür erkek fare testislerinden her izolasyon işlemi sonrası 
elde edilen farklı fraksiyonlardan 100 hücre, ışık mikroskobunda incelendi. 
Böylece, her fraksiyondaki izole edilen spermatogenik hücrelerin yüzde saflık 
oranları belirlendi. SG: spermatogonya, SS: spermatosit, YS: yuvarlak 
spermatid, US: uzamış spermatidi göstermektedir. Büyük resimler 100X orijinal 
büyütmede, büyük resimlerin sağ alt köşesindeki küçük resimler ise 1000X 
orijinal büyütme ile elde edildi. 

İmmatür ve matür testislerden izole edilen spermatogenik hücre 
fraksiyonlarının yayma preparatları hazırlanıp, HE ile boyandı. HE ile 
boyanmış preparatlar, ışık mikroskobunda analiz edilerek her bir 
spermatogenik hücre fraksiyonundaki saflık oranı belirlendi. Her bir izolasyon 
işleminden elde edilen hücre fraksiyonundan 100 hücre analiz edilip, 
ortalamaları alındı. İzole edilen spermatogenik hücrelerin saflık oranları ≥%77 
olarak bulundu. 
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Şekil 4.7’de izole edilen spermatogenik hücrelerin HE ile boyanmış 
örnek resimleri görülmektedir. Şekil 4.8’de ise her fraksiyondan elde edilen 
spermatogenik hücrelerin saflık oranları verilmiştir. Spermatogenik hücrelerin 
ayrımında HE ile boyama sonucu elde edilen morfolojik özellikleri temel 
alındı. Spermatogonyalar, 5 µm’lik çapa sahip olması ve noktalı kromatin 
görüntüsü ile ayırt edildi. Spermatositler, en büyük hücreler olmaları (~12 µm) 
ve küçük noktalı kromatin yapıları temel alınarak tanımlandı. Yuvarlak 
spermatidler ise 6-7 µm çapında olmaları, yuvarlak nükleusları,  belirgin 
nükleolusu ve nükleusun ön kısmında akrozom yapısının görülmesi ile diğer 
spermatogenik hücrelerden ayrıldı. Uzamış spermatidler ise kanca şekilli baş, 
kamçı ve çok az sitoplazma içermeleri ile tanımlandı. 

 
 
Şekil 4.8.  İzole edilen spermatogenik hücrelerin saflık oranları. İmmatür ve matür erkek 

fare testislerinden spermatogenik hücrenin izolasyonu, %2-4 BSA gradiyent 
yöntemi kullanılarak gerçekleştirildi. Grafikte, her sütunun altında 
spermatogenik hücre izolasyonu için kullanılan farenin yaşı verildi. SG: 
spermatogonya, YS: yuvarlak spermatid, US: uzamış spermatid, SA: 
Sitoplazmik atılım, DH: diğer hücreler. 

4.3.1. Spermatosit ve Yuvarlak Spermatid Fraksiyonl arında Scp3 ve 
Prm2 Ekspresyonu 
Ergin erkek fare testislerinden izole edilen spermatogenik 

hücrelerden olan spermatosit (SS) ve yuvarlak spermatid (YS) 
fraksiyonlarında Scp3 ve Prm2 belirteçlerinin ekspresyonları analiz edildi. 
Bilindiği gibi, Scp3 (Sinaptonemal kompleks 3) spermatosit belirteci olarak 
kullanılırken; Prm2 (Protamin 2) ise yuvarlak spermatid belirteci olarak 
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kullanılmaktadır. Beklenildiği gibi, Scp3 belirteci sadece spermatosit 
fraksiyonunda bulunurken; yuvarlak spermatidlerde görülmedi. Aynı şekilde 
Prm2 ekspresyonu da sadece yuvarlak spermatid fraksiyonunda 
belirlenirken; spermatosit fraksiyonunda reaksiyon gözlenmedi. Bu sonuç, 
spermatosit ve yuvarlak spermatid fraksiyonlarının saflık oranlarının oldukça 
yüksek olduğunu göstermektedir (Şekil 4.9). 

 

Şekil 4.9 .  Scp3 ve Prm2’nin SS ve YS fraksiyonlarındaki ekspresyonları. Beta aktin, 
yükleme kontrolü olarak kullanıldı. NK: negatif kontrol. SS: spermatosit, YS: 
yuvarlak spermatid. 

4.3.2.   İzole Edilen Spermatogenik Hücrelerin Canlılık Oranı  
Çalışma kapsamında, izole edilen spermatogenik hücrelerin canlılık 

oranları da belirlendi. Canlılık oranı analizi, izolasyonda kullanılan %2-4 
süreksiz BSA gradiyent yönteminin hücrelerin canlılık oranına etkisinin 
değerlendirilmesine imkân sağlamıştır.  

 
İzole edilen spermatogenik hücrelerin canlılık oranlarının 

değerlendirilmesinde tripan mavisi ve MTT analizi gibi çeşitli yöntemler ile 
farklı firmaların ürettiği kitler kullanılmaktadır. Çalışmamızda canlılık analizi, 
etkin bir yöntem olan tripan mavisi ile gerçekleştirildi.  

 
Tripan mavisi boyaması sonucunda, spermatogenik hücrelerin 

canlılık oranları ≥%91.5 olarak bulundu. En düşük canlılık oranı, ergin erkek 
fare testisinden izole edilen uzamış spermatidlerde (%91.5) gözlendi (Şekil 
4.10).  

 
US eldesinde, yakın hücresel yoğunluktaki diğer hücreler tarafından 

kontamine edilebilmesi nedeniyle ikinci bir gradiyent oluşturulmuştur. Bu 
durumun US fraksiyondaki canlılık oranında azalmaya neden olmuş 
olabileceğini düşündürmektedir.  Ayrıca, US’lerde transkripsiyonel aktivitenin 
durmasının da bu süreçte etkili olabileceği kanısındayız. Bilindiği gibi, 
transkripsiyonel aktivitenin durması protein sentezini etkilemektedir. 
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Şekil 4.10.  İzole edilen spermatogenik hücrelerin % canlılık oranları. Süreksiz %2-4 BSA 
gradiyent yöntemi ile izole edilen spermatogenik hücrelerin (spermatogonya, 
spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzamış spermatid) canlılık oranları tripan 
mavisi ile boyanarak belirlendi. Her hücre izolasyonu sonrasında, yüz hücre 
değerlendirilip ortalama canlılık oranları hesaplandı. 

4.3.3.  İzole Edilen Spermatogenik Hücrelerde ePABP Gen 
Ekspresyonu 
İmmatür ve matür erkek fare testislerinden izole edile spermatogenik 

hücrelerde ePABP ve PABPC1 genlerinin kantitatif ekspresyon düzeyleri 
qRT-PCR ile belirlendi.  

Aktin, ePABP ve PABPC1 primerleri için fare ovaryum cDNA’sı ile 
seri dilüsyonlar oluşturuldu. Ayrıca, ePABP, PABPC1 ve aktin genlerinin 
göreli ekspresyon düzeylerinin belirlendiği standard ve sigmoid eğriler 
sırasıyla Şekil 4.11, 4.12 ve 4.13’de verildi. 

 
Her üç gen için oluşturulan standartlar bu genlerin göreli ekspresyon 

düzeylerinin belirlenmesinde kullanıldı. Göreli ekspresyon düzeyi 
hesaplamaları “Gereç ve Yöntem” başlığı altında anlatıldığı gibi genler için 
elde edilen göreli miktarların, aktin göreli miktarına normalize edilmesiyle 
gerçekleştirildi. 

 
qRT-PCR çalışmalarında reaksiyon sonucunda sigmoidal eğriler 

gözlenmesi reaksiyonun doğru bir şekilde gerçekleştiğini göstermektedir. Bu 
nedenle reaksiyon sonucunda oluşan eğriler, her qRT-PCR uygulaması 
sonucunda değerlendirildi.  
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İzole edilen spermatogenik hücrelerin göreli aktin düzeylerinin 
belirlenmesi için standard oluşturuldu. Aktin primerleri ile oluşturulan 
standardın eğimi -3.439 olarak bulunurken; PCR verimliliği ise %95.4’dir. 
İzole edilen spermatogenik hücrelerden elde edilen cDNA’lar ile qRT-PCR 
reaksiyonu kuruldu. Beklenildiği gibi, eğriler sigmoid şekildedir (Şekil 4.11a 
ve b).  

Göreli ePABP düzeylerinin belirlenmesi için de standard oluşturuldu. 
ePABP primerleri ile oluşturulan standardın eğimi -3.450 olarak bulunurken; 
PCR verimliliği ise %94.9 olarak hesaplandı. İzole edilen spermatogenik 
hücrelerden elde edilen cDNA’lar ile qRT-PCR reaksiyonu kuruldu. 
Beklenildiği gibi, PCR eğrileri sigmoidal şekildeydi (Şekil 4.12a ve b).  

 

Şekil 4.11.  Aktin geni için oluşturulan standard ve qRT-PCR eğrileri. a. Fare ovaryum 
cDNA’sından oluşturulan seri dilüsyonların aktin primerleri ile kurulan 
reaksiyonun standard eğrisi görülmektedir. b. Postnatal testislerden izole edilen 
spermatogenik hücrelerin göreli aktin mRNA düzeyinin belirlendiği sigmoid 
eğriler görülmektedir.  

Aktin ve ePABP genlerine benzer olarak, PABPC1 düzeylerinin 
belirlenmesi için de standard oluşturuldu. PABPC1 primerleri ile oluşturulan 
standardın eğimi -3.437 olarak bulunurken; PCR verimliliği ise %95.4 olarak 
hesaplandı.  
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Şekil 4.12.  ePABP geni için oluşturulan standard ve qRT-PCR eğrileri. a. Aktin primleri 
kullanılarak fare ovaryum cDNA’sı seri dilüsyonları ile oluşturulan standard eğri 
eğimi -3.450, PCR verimliliği ise %94.9 olarak bulunmuştur. b. Postnatal 
testislerden izole edilen spermatogenik hücrelerin göreli ePABP mRNA 
düzeyinin belirlendiği sigmoid eğriler görülmektedir. 

Postnatal testislerden izole edilen spermatogenik hücrelerden elde 
edilen cDNA’lar ile qRT-PCR reaksiyonu kuruldu. Beklenildiği gibi, PABPC1 
PCR reaksiyon ürünleri, sigmoidal bir eğri oluşturdu (Şekil 4.13a ve b).  

 
İmmatür testislerden (6., 8., 16. ve 32. günlerde) elde edilen 

spermatogonyalarda ePABP gen ekspresyonu analiz edildiğinde: ePABP gen 
ekspresyonunun, 6 ve 8 günlük testislerden elde edilen spermatogonyalarda 
düşük düzeydeyken; 16. günde yükselmeye başlamış ve 32. günde ise 
istatistiksel olarak anlamlı düzeyde en yüksek düzeye ulaşmıştır.  

ePABP düzeyi  29., 32., ve 88. günlerdeki testislerden elde edilen 
spermatositlerde de analiz edildi. Spermatositlerde ePABP düzeyi 29. günde 
düşük düzeydeyken, 32. günde anlamlı miktarda yükselmiştir (Şekil 4.14).  

 
ePABP ekspresyonu, 88. gün testisten elde edilen spermatositlerde, 

32. güne göre biraz azalmasına rağmen 29. günden daha yüksek olduğu 
görüldü. İstatistiksel analizler ise 32. gün testisten elde edilen 
spermatositlerin, 29. ve 88. günlerden elde edilen spermatositlerden anlamlı 
düzeyde daha yüksek olduğu ortaya koymuştur (Şekil 4.14).  
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Şekil 4.13.   PABPC1 geni için oluşturulan standard ve qRT-PCR eğrileri. a. PABPC1 
primleri kullanılarak fare ovaryum cDNA’sı seri dilüsyonları ile oluşturulan 
standard eğri eğimi -3.437, PCR verimliliği ise %95.4 olarak bulunmuştur. b. 
Postnatal testislerden izole edilen spermatogenik hücrelerin göreli PABPC1 
mRNA düzeyinin belirlendiği sigmoid eğriler görülmektedir.  

Yuvarlak spermatid izolasyonu verimli şekilde sadece 32. ve 88. gün 
testislerden elde edildiği için, ePABP mRNA düzeyi sadece bu günlerde 
değerlendirildi. Bu iki günden elde edilen yuvarlak spermatid fraksiyonlarında 
anlamlı bir fark gözlenmemesine rağmen, 32. günde ePABP gen ekspresyon 
düzeyinin daha yüksek olduğu belirlendi. Ergin erkek fareden elde edilen 
uzamış spermatid ve spermlerde ise ePABP gen ekspresyonu, uzamış 
spermatidlerde sperme göre daha yüksek bulundu. 

4.3.4.  İzole Edilen Spermatogenik Hücrelerde PABPC1 Gen 
Ekspresyonu 
İmmatür ve matür erkek fare testislerinden izole edilen 

spermatogenik hücrelerde PABPC1 gen ekspresyon düzeyi de analiz edildi. 
PABPC1 ekspresyonu, 6., 8., 16., ve 32. gün testislerden elde edilen 
spermatogonyalarda yaşla orantılı olarak yükselmiştir. ePABP ekspresyon 
durumuna paralel olarak, PABPC1 mRNA miktarı istatistiksel olarak anlamlı 
düzeyde 32. günde en yüksek düzeye ulaşmıştır. Ayrıca, PABPC1’in 16. gün 
testisten elde edilen spermatogonyalardaki düzeyinin 6. ve 8. gün 
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testislerden elde edilen spermatogonyalara göre anlamlı düzeyde daha 
yüksek olduğu gözlendi (Şekil 4.15). 

 

Şekil 4.14.  İzole edilen spermatogenik hücrelerde ePABP ekspresyonu. ePABP 
ekspresyon düzeyleri, elde edilen ePABP göreli miktarlarının beta aktine 
normalize edilmesi ile elde edildi. İmmatür ve matür erkek fare testislerinden 
izolasyon yapılan günler ve elde edilen spermatogenik hücre fraksiyonları 
şekilde gösterildi. SG: spermatogonya, SS: spermatosit, YS: yuvarlak spermatid 
göstermektedir. Yıldız(lar) istatistiksel olarak anlamlılığın varlığını 
göstermektedir. İstatistiksel anlamlılık için P değeri < 0.05 olarak kabul edildi.  

Spermatositlerdeki PABPC1 ekspresyonu ise 32. günde 29. güne 
göre anlamlı düzeyde daha yüksek bulunmuş ve 88. günde ise azalmıştır. 
Yuvarlak spermatidlerde PABPC1 ekspresyon durumu analiz edildiğinde: 32. 
günde, 88. güne göre daha yüksek olmasına rağmen istatistiksel olarak 
anlamlı bir fark bulunmamıştır. Ergin erkek fareden (88. gün) elde edilen 
uzamış spermatidlerde, spermlere göre daha fazla PABPC1 ekspresyonu 
oluğu belirlendi (Şekil 4.15). 

4.4.    Postnatal Testislerde ePABP mRNA’sının Da ğılımı 
ePABP mRNA’sının postnatal testis dokularındaki hücresel 

yerleşimini belirlemek için RNA in situ hibridizasyon tekniği uygulandı. Bu 
uygulama ile ePABP mRNA’sının seminifer tübüllerde bulunduğu ve 
spermatogenik hücrelerde sitoplazmik yerleşim gösterdiği ortaya konuldu. 
Ayrıca, RNA in situ yapılan postnatal testis kesit serileri hematoksilen-eozin 
ile boyanarak histolojik yapıları değerlendirildi. 
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Şekil 4.15. İzole edilen spermatogenik hücrelerde PABPC1 ekspresyonu. Göreli PABPC1 
ekspresyon düzeyleri, elde edilen PABPC1 göreli miktarlarının beta aktine 
normalize edilmesi ile hesaplandı. İmmatür ve matür erkek fare testislerinden 
izolasyon yapılan günler ve elde edilen spermatogenik hücre fraksiyonları şekilde 
gösterildi. SG: spermatogonya, SS: spermatosit, YS: yuvarlak spermatid, US: 
uzamış spermatid göstermektedir. Yıldız(lar) istatistiksel olarak anlamlılığı 
göstermektedir. İstatistiksel anlamlılık için P değeri < 0.05 olarak kabul edildi.   

Altı günlük fare testis dokusuna uygulanan RNA in situ hibridizasyon 
sonucunda, ePABP mRNA ekspresyonu sadece seminifer tübüllerde 
gözlendi. Bu dönemde seminifer tübüllerde, Sertoli hücreleri ve 
spermatogonyalar bulunmaktadır. ePABP mRNA ekspresyonu ise 
sitoplazmik yerleşimli olarak sadece spermatogonyalarda oldukça zayıf 
düzeyde belirlendi (Şekil 4.16a).  

Sekiz günlük fare testis dokusunda da 6. gün testise benzer bir 
ePABP ekspresyon dağılımı gözlendi. ePABP mRNA’sı sadece seminifer 
tübüldeki spermatogonyaların sitoplazmasında zayıf düzeyde görüldü. 
Ayrıca, germinal epiteli oluşturan diğer hücre tipi olan Sertoli hücrelerinde 
ePABP mRNA’sı olmadığı belirlendi (Şekil 4.16b). Her iki postnatal gelişim 
dönemi (6. ve 8. gün) testislerin tübüller arası bağ dokusunda ve kapsül 
bölgesinde ePABP pozitif reaksiyon alanları gözlenmedi (Şekil 4.16).  

Postnatal hayatın ilerleyen günlerinde ePABP mRNA yerleşimi ve 
ekspresyon şiddetinde bir değişim olup olmadığını belirlemek için 16., 29. ve 
32. gün testislere de RNA ISH uygulandı. On altıncı gün testis dokusunda, 
spermatogonyalara spermatositlerde katılmaktadır.  
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Şekil 4.16.   Altı ve sekiz günlük testis dokusunda RNA ISH ve HE sonuçları. a: Altı günlük 
testis; b: Sekiz günlük testis için RNA in situ hibridizasyon sonucu verilmiştir. 
Hematoksilen-eozin ile boyanmış seri kesitler, histolojik değerlendirmeler için 
kullanıldı. SG: Spermatogonya; TA: Tübüller arası bölge. Tüm resimler, 200X 
orijinal büyütmede elde edildi. 

RNA ISH uygulaması sonucunda: 16. gün testiste sadece seminifer 
tübüllerde ePABP mRNA ekspresyonu olduğu görüldü. Seminifer tübüllerde 
ise sadece spermatogonya ve spermatositlerde ekspresyon gözlendi. Her iki 
hücre tipinde de sitoplazmik yerleşimli olan ePABP ekspresyonu, 
spermatositlerde spermatogonyalara göre daha şiddetli olduğu görüldü (Şekil 
4.17a).  

 
Postnatal hayatın 29. günündeki testiste ise ePABP ekspresyonunda 

değişiklikler göze çarpmaktadır. Bu dönemde, spermatogonya ve yuvarlak 
spermatidlerde yoğun ePABP ekspresyonu gözlenirken; spermatosit 
grubunda oldukça düşük düzeyde olduğu görülmüştür. RNA in situ 
hibridizasyon ile elde edilen sonuçlar, izole edilen spermatogenik hücrelere 
uygulanan qRT-PCR sonuçları ile uyumlu olduğu görüldü (Şekil 4.17b).  

 
Erken dönem postnatal testislere benzer olarak, tübüller arası alanda 

ve kapsül bölgesinde herhangi bir reaksiyon gözlenmedi. Böylece, tübüller 
arası alanda yer alan bağ dokusu hücreleri ve seminifer tübülü çevreleyen 
miyoid hücrelerde ePABP ekspresyonu olmadığı ortaya konuldu (Şekil 
4.17b). Bu sonuçların intertübüler hücrelerin izolasyonunu takiben 
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uygulanacak qRT-PCR tekniği ile onaylanmasının önemli olacağı 
düşünülmektedir.  

 

Şekil 4.17.   Postnatal testis dokusunda RNA ISH ve HE sonuçları. Postnatal 16., 29. ve 32. 
gün testis doku kesitlerine RNA in situ hibridizasyon ve seri kesitine de HE 
boyaması yapıldı.  a: 16. güne b: 29. güne ve c: 32. güne ait testis dokularına 
uygulanan RNA ISH ve hematoksilen-eozin sonuçları verilmiştir. Tüm resimler, 
200X orijinal büyütmede elde edildi. TA: Tübüller arası bölge, L: Lümen, SG: 
Spermatogonya, SS: Spermatosit, YS: Yuvarlak spermatid. 

Otuz iki günlük testis dokusunda ise 29. güne benzer olarak 
spermatogonya ve yuvarlak spermatidlerde yüksek ePABP ekspresyonu 
gözlenirken; spermatositlerde ise düşük ekspresyon olduğu belirlendi. Diğer 
testiküler bölgelerde ise ePABP ekspresyonu görülmedi (Şekil 4.17c). 
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4.4.1.   Ergin Fare Testisinde ePABP ve PABPC1 mRNA ’larının Da ğılımı 
Ergin erkek fare testis kesitlerine (88. gün), RNA in situ hibridizasyon 

tekniği uygulanarak hem ePABP hem de PABPC1 mRNA’larının hücresel 
yerleşimleri ve ekspresyon şiddetleri belirlendi. ePABP mRNA’sı, seminifer 
tübüllerde gözlenirken; PABPC1 ise hem seminifer tübül hücrelerinde hem de 
tübüller arası hücrelerde gözlendi.  

 
Seminifer tübüllerde ePABP transkripti, sadece spermatogenik 

hücrelerin sitoplazmalarında belirlendi. Spermatogenik hücreler içinde en 
yoğun ePABP mRNA’sı spermatogonyalarda görüldü. Bilindiği gibi 
spermatogonyalar, seminifer tübülü çevreleyen bazal lamina üzerine oturan 
ve çok sayıda mitotik aktivite geçiren kök hücrelerdir. Yuvarlak 
spermatidlerde ise ePABP mRNA düzeyinin, spermatosit ve uzamış 
spermatidlerden daha yüksek düzeyde olduğu belirlendi. Uzamış 
spermatidlerde ise çok zayıf bir ePABP ekspresyonu görüldü. ePABP 
mRNA’sı, tübüller arası alandaki ve kapsüldeki hücrelerde eksprese 
edilmediği gözlendi (Şekil 4.18a).  

Ergin fare testislerinde PABC1 ekspresyonu ise ePABP’ten farklı 
olarak spermatogonyalarda oldukça düşük düzeyde bulunmuştur. 
Spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde PABPC1 ekspresyonu oldukça 
yüksek düzeyde izlenirken, spermatogonya ve uzamış spermatidlerde ise 
düşük düzeydeydi (Şekil 4.18b). Somatik bir hücre olan Sertoli hücresinde, 
ePABP mRNA’sı görülmezken; zayıf düzeyde PABPC1 ekspresyonu görüldü 
(Şekil 4.18). 

4.4.2.   Spermatogenik Hücrelerde ePABP ve PABPC1 E kspresyonu 
ePABP ve PABPC1 gen ekspresyonu, ergin erkek fareden (88. gün) 

izole edilen spermatogenik hücrelerde (spermatosit, yuvarlak spermatid, 
uzamış spermatid ve spermde) qRT-PCR ile de analiz edildi. Yuvarlak 
spermatidlerde spermatosit, uzamış spermatid ve sperme göre istatistiksel 
olarak anlamlı düzeyde daha yüksek ePABP ekspresyonu olduğu belirlendi. 
Spermatosit ve uzamış spermatidlerdeki ePABP transkript düzeyi spermden 
daha yüksek bulunmasına rağmen bu fark anlamlı bulunmamıştır (Şekil 
4.18c).  

İzole edilen spermatogenik hücrelerde kantitatif PABPC1 gen 
ekspresyonu da analiz edildi. Spermatositlerde yuvarlak spermatid, uzamış 
spermatid ve sperme göre anlamlı düzeyde daha yüksek PABPC1 
ekspresyonu olduğu belirlendi. Yuvarlak spermatidlerde ise uzamış 
spermatid ve sperm fraksiyonlarından daha yüksek PABPC1 mRNA’sı 
olduğu görülmüştür. Uzamış spermatidlerde sperme göre daha fazla 
PABPC1 mRNA’sı olmasına rağmen, bu fark anlamlı bulunmamıştır (Şekil 
4.18d). Ergin farelerden %2-4 BSA süreksiz gradiyent yöntemi ile 
spermatogonya eldesi gerçekleştirilemediği için bu hücrelerde ePABP ve 
PABPC1 gen ekspresyonu değerlendirilememiştir. qRT-PCR ile izole edilen 
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spermatogenik hücrelerde belirlenen ePABP ve PABPC1 ekspresyon 
düzeyleri, RNA in situ ile elde edilen sonuçlar ile paralellik göstermektedir. 

 

Şekil 4.18.  ePABP ve PABPC1’in RNA in situ ve qRT-PCR sonuçları. Ergin erkek fare 
testisinde ePABP ve PABPC1 mRNA’larının hücresel yerleşimleri ve ergin 
erkek fare testisinden izole edilen spermatogenik hücrelerdeki qRT-PCR 
sonuçları görülmektedir. RNA in situ hibridizasyon uygulamasının ışık 
mikroskobik resimleri (200X orijinal büyütmede) sırasıyla a (ePABP için) ve b 
(PABPC1 için) şekillerinde verildi. Oklar, ePABP ve PABPC1 probunun 
spermatogonyalardaki reaksiyonunu göstermektedir. Ergin erkek fare 
testisinden izole edilen spermatosit, yuvarlak spermatid, uzamış spermatid ve 
spermde c) ePABP ekspresyonu, d) PABPC1 ekspresyonu qRT-PCR ile 
belirlendi. Yıldız(lar) istatistiksel anlamlılığın varlığını göstermektedir. 
İstatistiksel anlamlılık için P değeri < 0.05 olarak kabul edilmiştir. TA: Tübüller 
arası bölge, L: Seminifer tübül lümenini, SS: spermatositi, YS: yuvarlak 
spermatidi, US: uzamış spermatidi işaret etmektedir. Resimler (a ve b), 200X 
orijinal büyütmede elde edildi. 
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TARTIŞMA 

Bu çalışmada, postnatal fare testislerinde (6., 8., 16., 20., 29. 32. ve 
88. gün) ve izole edilen spermatogenik hücrelerde ePABP ve PABPC1 
genlerinin ekspresyon düzeyleri belirlendi. Ayrıca, postnatal fare testis 
dokularına RNA in situ hibridizasyon uygulanarak ePABP mRNA’sının 
hücresel yerleşimi ortaya konuldu. Ergin erkek fare testisinde ise ePABP ve 
PABPC1 mRNA’ların hücresel yerleşimleri RNA in situ hibridizasyon ile 
birlikte değerlendirildi. 

 
ePABP ve PABPC1 genlerinin ekspresyon düzeylerini ve hücresel 

yerleşimlerini belirlemek için postnatal fare testis gelişiminin belirli günleri (6., 
8., 16., 20., 29., 32. ve 88.) seçilmiştir. Bu postnatal günler, Bellvé AR. 
tarafından fareler üzerinde yapılmış olan araştırmalar temel alınarak 
belirlendi [113, 114]. Bu çalışmada, spermatogenik hücre tiplerinin 
(spermatogonya, spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzamış spermatidlerin) 
ortaya çıkma zamanları ve oranları ortaya konulmuştur (Çizelge 5.1). 
Spermatogonyalar, altı ve sekiz günlük testiste ayırt edilebilmekte ve oranları 
postnatal gelişimin ilerleyen dönemlerinde azalmaktadır. Mayozun faklı 
aşamalarında olan preleptoten, leptoten, zigoten ve pakiten spermatosit 
aşamalarının tamamı ise 16 günlük testiste görülebilmektedir. Yuvarlak 
spermatidler (spermatid 1-8), 18. günde düşük oranda görülmesine rağmen 
spermatogenik hücre içindeki oranları 20. günde artmakta ve 29. gün testiste 
ise oldukça yükselmektedir [113]. Otuz iki günlük testis ise olgun sperm 
üretimine yakın bir dönem olması nedeniyle tercih edilmiştir. Bu dönemde 
kauda epididimiste sperm olmadığı kontrol edildikten sonra bu güne ait 
testisler çalışmada kullanılmıştır. Ergin dönem ve olgun spermin üretildiği 
dönem olarak, 88. gün testis kullanılmıştır. Sonuç olarak, bu çalışmada 
spermatogenik hücrelerin seride ortaya çıkma dönemleri temel alınarak 
postnatal fare testis günleri belirlenmiştir.  

Bu çalışma ile postnatal fare testis dokuları ve izole edilen 
spermatogenik hücrelerde ePABP gen ekspresyonu ilk defa belirlendi. 
ePABP gen ekspresyonunun, erken dönem postnatal testis dokularında (6., 
8., 16. ve 20. günlerde) düşük olduğu görülmüştür.  Erken postnatal gelişim 
dönemlerinde ePABP gen ekspresyon düzeyinin düşük olması, bu dönemde 
ePABP proteinine gereksinim duyulmamasına bağlı olduğu düşünülmektedir. 
Bilindiği gibi ePABP, transkripsiyonel aktivite durdurduktan sonra depo 
mRNA’ların translasyonel kontrollerinde rol oynamaktadır. Dişi farelerde 
gerçekleşen oogenez sürecinde mayotik matürasyonla birlikte transkripsiyon 
durmakta ve farede 2-hücreli embriyo aşamasında tekrar başlamaktadır. Bu 
dönemde depo edilmiş maternal mRNA’ların translasyonel kontrolünde 
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ePABP proteininin görev aldığı belirtilmektedir [65]. Benzer bir durum 
spermatogenez sürecinde de meydana gelmektedir. Spermatogenezin 
spermiyogenez aşamasının ortasına doğru transkripsiyon durmaktadır. Bu 
bilgiyle uyumlu olarak, ePABP mRNA düzeyi 29. gün testis dokusunda 
belirgin artmakta ve 32. gün testiste en yüksek düzeyine ulaşmaktadır. 
Bilindiği gibi spermiyogenez süreci eşeysel olgunluğun kazanıldığı 35. güne 
doğru tamamlanıp, sperm üretimi gerçekleştirilmektedir [115]. ePABP düzeyi, 
32. gün testisten düşük olmakla birlikte 88. gün testiste de oldukça yüksek 
düzeyde olduğu görülmüştür. Ergin, 88 günlük fare testisinde ePABP 
ekspresyonunun yüksek düzeyde olmasının spermatogenezin dalgalar 
halinde meydana gelmesinden kaynaklandığı kanısındayız. 

Çizelge 5.1.   Postnatal fare testisinde germ hücre oranları. Bu tablo [114] nolu yayından 
modifiye edilmiştir. 

 

Çalışmada postnatal testis örneklerinde ePABP gen ekspresyon 
düzeyi yüksekliğinin, spermatogenik hücrelerden kaynaklanıp 
kaynaklanmadığı da değerlendirildi. Bu amaçla, postnatal hayatın belirli 
yaşlarındaki erkek farelerden alınan testis örneklerinden spermatogenik 
hücrelerin izolasyonları gerçekleştirildi. İzolasyon için elde edilecek 
spermatogenik hücre sayılarının en yüksek oranda olduğu günler seçildi. 
Spermatogenik hücre oranları, ≥%77 olan hücre fraksiyonları aynı tüpte 
toplanarak ePABP gen ekspresyonu ortaya konuldu. Saflık oranları, 32. gün 
testisten elde edilen SG (~%77) ve YS (%78) fraksiyonlarında en düşük 
yüzde de bulundu. Bu hücrelerin morfolojik özellikleri ve hücre içi 
yoğunluklarının birbirleri ve diğer hücrelerle yakın olması nedeniyle saflık 
oranları düşmektedir. SG fraksiyonunu kontamine eden hücreler arasında 
spermatosit, yuvarlak spermatid, sitoplazmik atıklar ve diğer hücreler de yer 
almaktadır. Fraksiyonu kontamine eden hücre ve sitoplazmik atıkların 
hücresel yoğunluklarının SG ile benzer olduğu tahmin edilmektedir. Yuvarlak 
spermatid fraksiyonu da benzer yoğunluktaki hücreler olan spermatogonya, 
spermatosit, sitoplazmik atılım parçacıkları ve diğer hücreler tarafından 
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kontamine edilmiştir.  Bu durum çalışmada kullandığımız %2-4 süreksiz BSA 
gradiyentin 32. gün testisten çok yüksek saflıkta SG ve YS eldesi için yeterli 
olmadığı göstermektedir. 

İmmatür ve matür erkek fare testislerinden izole edilen 
spermatogenik hücrelerin canlılık oranları, BSA gradiyent uygulamasını 
takiben her hücre tipinde belirlendi. Bu hücreler arasında en düşük canlılık 
oranı, uzamış spermatid fraksiyonunda (%91.5)  gözlendi. Diğer 
spermatogenik hücrelerde bu oran ≥%96’dır. Uzamış spermatidlerde canlılık 
oranının diğer spermatogenik hücrelerden düşük olmasının bu hücrelerde 
transkripsiyonel aktivitenin durmasına bağlı olduğu kanısındayız. 
Transkripsiyonel aktivitenin durması, bu hücrelerin izolasyon sürecinde 
maruz kaldığı in vitro etkilere karşı kendisini iyi bir şekilde koruyamadığını 
düşündürmektedir. 

Postnatal gelişimin 29., 32. ve 88. gün testis dokularında ePABP gen 
ekspresyon yüksekliğininin spermatogonya, spermatosit ve yuvarlak 
spermatidlerde yüksek düzeydeki ePABP gen transkripsiyonundan 
kaynaklandığı qRT-PCR ve RNA in situ hibridizasyon teknikleri ile ortaya 
konuldu. ePABP gen ekspresyonu 32. gün testisten elde edilen SG’lerde 
oldukça yüksek düzeyde bulundu. SG’lerdeki yoğun ePABP mRNA üretimi, 
32. gün testiste artmış ePABP gen ekspresyonuna katkısı olduğu 
görülmektedir. Spermatosit fraksiyonlarında (29., 32. ve 88. gün testislerde), 
SG’lere benzer olarak en yüksek ePABP ekspresyonu 32. günde 
gözlenmektedir. Fakat, ePABP’in SS’lerdeki ekspresyonu SG’lerinkinden 
düşük olmakla birlikte 29., 32. ve 88. gün testislerdeki ePABP ekspresyon 
yüksekliğine katkısı olduğu düşünülmektedir. Yuvarlak spermatidlerde de, 32. 
gün ve 88. günlerde yüksek miktarda ePABP olduğu görüldü. YS’lerdeki 
ePABP ekspresyon düzeyinin SG ve SS’lerden de daha yüksek olduğuda 
görülmektedir. Bu sonuçlar 29., 32. ve 88. gün testis örneklerindeki yüksek 
ePABP gen ekspresyon düzeyinin, SG, SS ve YS’lerdeki fazla miktardaki 
ePABP mRNA üretiminden kaynaklandığını göstermektedir.  

Yuvarlak spermatidlerdeki yüksek ePABP ekspresyonunun, erken 
spermatogenez sürecinde depolanan mRNA’ların korunmasında bu genin 
görev aldığını düşündürmektedir. Bilindiği gibi, erken spermatogenezde 
transkribe edilen mRNA’lar yaklaşık 160 adenin nükeotidinden oluşan uzun 
bir poli(A) kuyruğuna sahiptir [39, 40]. Bu uzun poli(A) kuyruğunun korunması 
için yüksek düzeyde ePABP ekspresyonuna gereksinim duyulduğu tahmin 
edilmektedir. Geç spermatogenezde, transkripsiyonun durmasına ve poli(A) 
kuyruğunun kısalmasına bağlı olarak uzamış spermatid ve spermlerde 
ePABP mRNA düzeyinin düştüğü kanısındayız. ePABP özgü antikor 
olmaması nedeniyle çalışmada sadece mRNA düzeyleri değerlendirildi. 
ePABP özgü antikor üretimi sonrasında ePABP’in yuvarlak spermatidlerdeki 
görevleri daha net olarak ortaya konulabilecektir. 
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Çalışma kapsamında, postnatal testis dokularında ePABP 
mRNA’sının hücresel yerleşimi RNA in situ hibridizasyon ile ortaya konuldu. 
ePABP mRNA’sı sadece seminifer tübüllerde gözlenip, tübüller arası alan ve 
kapsülde belirlenmedi. Altıncı ve sekizinci gün testis dokularında, SG’lerde 
çok zayıf ePABP mRNA’sı olduğu belirlenmiştir. Bu sonuç, 6. ve 8. gün fare 
testislerinden izole edilen spermatogonyalarda belirlenen zayıf ePABP 
ekspresyonu ile uyumludur. Erken postnatal gelişim dönemi testislerdeki 
spermatogonyalar, çok sayıda mitotik bölünmeler geçirerek hem 
spermatogenez için gerekli olan kök hücre havuzunu hem de primer 
spermatositleri oluşturmaktadır. Bu süreçte, bu hücrelerdeki transkripsiyonel 
aktivite ise devam etmektedir. Transkripsiyonel aktivitenin devam etmesi 
nedeniyle, bu hücrelerde ePABP’e gereksinim olmadığı düşünülmektedir.  

On altıncı gün testiste SG’lerde zayıf ekspresyon görülürken; SS’lerin 
ePABP mRNA yoğunluğu SG’ye göre yüksek bulunmuştur. Bu dönemde SS 
izolasyonu gerçekleştirilmemesine rağmen; 16. gün testiste ePAPB 
düzeyindeki artışta SS’lerdeki yoğun ePABP transkripsiyonundan 
kaynaklandığı tahmin edilmektedir. ePABP mRNA yoğunluğunun, 29. ve 32. 
gün testislerde SG ve YS’lerde yüksek olması; eşeysel olgunluğa bağlı olarak 
depo mRNA’ların korunması için ePABP’e gereksinim duyulmasından 
kaynaklandığı düşünülmektedir. Ergin erkek fare testis örnekleri SG’lerindeki 
yoğun ePABP ekspresyonu, bu proteinin spermatogonyaların mitotik 
aktivitelerinin düzenlenmesi ile primer spermatositlere faklılaşma sürecinde 
rol alan mRNA’ların posttranskripsiyonel kontrollerinde görev alabileceğini 
düşündürmektedir. Spermatogonyaların mitotik aktivitesini düzenleyen genler 
arasında Gdnf [116], Gfra1 [117], Ret [117], Etv5 [118], Taf4b [119], Bcl6b 
[120], Atm [121], Zbtb16 (Plzf) [122] yer alırken; farklılaşma süreçlerinde ise 
Kitl, Utp14b [123], Sohlh1 [124], Sohlh2 [125], Sox3 [126] gibi genler rol 
oynamaktadır. ePABP proteininin, spermatogonyalarda bu genlerinin 
hangilerinin ekspresyonel düzenlenmesinde görev aldığı konusunda yeni 
çalışmalara gereksinim duyulmaktadır. 

ePABP ile benzer yapısal özelliklere sahip olan ve mRNA’ların 
translasyonel kontrollerinde görev alan PABPC1 geninin postnatal testis 
dokuları ve spermatogenik hücrelerdeki ekspresyon düzeyleride analiz edildi. 
PABPC1 mRNA ekspresyonu, 16. gün testisten itibaren yavaş yavaş 
yükselmekte ve 32. günde ise en yüksek seviyesine ulaşmaktadır. PABPC1 
ekspresyonu, matür erkek fare testisinde (88. gün), 32. güne göre az 
miktarda düşmektedir. İzole edilen spermatogenik hücrelerdeki PABPC1 
transkript düzeyinin SG, SS ve YS fraksiyonlarında yüksek bulunmuştur. Bu 
durum PABPC1 ekspresyonunun 16. günden başlayarak artmasının 
spermatogonya, spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde bu genin yüksek 
düzeyde ekspresyonundan kaynaklandığı düşünülmektedir. Ayrıca SG, SS 
ve YS’ler 16. gün testis seminifer tübüldeki germinal epitel hücreleri arasında 
önemli bir oranı oluşturmaktadır. Bu spermatogenik hücrelerin sayısal 
fazlalığının testisteki PABPC1 ekspresyonunun 16. günden itibaren 
yükselmesi ve bu yüksek ekspresyonun devamlılığında etkili olduğu 
kanısındayız. 
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Postnatal fare testislerinde yaptığımız bu çalışmaya benzer bir 
çalışma Kimura ve arkadaşları tarafından da yapılmıştır [101]. Bu çalışmada, 
PABPC1 ve PABPC2 proteinlerinin testis, beyin, akciğer, kalp, karaciğer, 
dalak, böbrek, ovaryum ve uterus dokularındaki ekspresyon durumu 
immünoblotlama ile gösterilmiştir. PABPC1, analiz edilen tüm somatik ve 
gonadal dokularda eksprese edilirken; PABPC2 ise sadece testis dokusunda 
eksprese edilmektedir. Postnatal hayatın farklı yaşlardaki farelerden (5., 10., 
14., 18., 22., 26. ve 60. günler)  alınan total testislerde PABPC1 ve PABPC2 
mRNA ekspresyonları da araştırılmıştır. Northern blot yönteminin kullanıldığı 
bu analizde, tüm postnatal testislerde PABPC1 ekspresyonu görülürken; 
özellikle 14. günden başlayarak PABPC1 ekspresyonu yavaş yavaş 
yükseldiği görülmüştür. Bu bulguların, çalışmamızla uyumlu olduğu 
görülmektedir. Bizim çalışmamızda 14. gün fare testisinde inceleme 
yapılmamış olmakla birlikte; PABPC1 ekspresyonunun 16. günden itibaren 
artmaya başladığını qRT-PCR yöntemi ile belirledik. Ayrıca, her iki çalışmada 
da matür dönemdeki PABPC1 ekspresyonunda düşük miktarda bir azalmada 
dikkati çekmektedir [101].  

Kimura ve arkadaşları bu çalışmalarında, PABPC2 ekspresyonunu ilk 
olarak 18. günde görmüşler ve 60. güne kadarda ekspresyonunun artan 
düzeyde devam ettiğini göstermişlerdir. Postnatal günlerde PABPC1 ve 
PABPC2 protein düzeyleri immunoblotlama ile değerlendirildiğinde: PABPC1 
proteini 5. günde zayıf düzeydeyken diğer günlerde belirgin miktarda arttığı 
belirlenmiştir. PABPC2 ise mRNA bulgularıyla uyumlu olarak 18. gün ve 
sonrasındaki testis dönemlerinde protein düzeyinde artan miktarda varlığı 
gösterilmiştir. Aynı çalışmada, izole edilen pakiten spermatosit, yuvarlak 
spermatid ve uzayan spermatidlerde (bu fraksiyonun sitoplazmik atılımları da 
içerdiği belirtilmiştir.) PABPC1 ve PABPC2 proteinlerinin ekspresyonel 
düzeyleri immünoblotlama ile ortaya konulmuştur. En yüksek PABPC1 
protein düzeyi uzayan spermatid fraksiyonunda gözlenirken; yuvarlak 
spermatid de ise uzayan spermatid ve pakiten spermatosit gruplarından daha 
düşük düzeyde olduğu gözlenmiştir. PABPC2 ekspresyonu uzayan 
spermatidlerde görülmemesine rağmen; pakiten spermatositlerde ve yuvarlak 
spermatidlerde bulunmuştur. PABPC1 için postnatal testislerde mRNA 
düzeyinde elde ettiğimiz sonuçların, bu çalışmada elde edilen protein 
düzeyindeki sonuçlarla uyumlu olduğu görülmektedir. PABPC1’in mRNA 
düzeyinde olduğu gibi protein düzeyi de testiküler gelişime paralel olarak 
yükselmektedir. İzole edilen spermatogenik hücrelere immunoblotlama ve 
ergin testis dokusuna immünofluoresans tekniklerinin uygulamaları 
sonucunda PABPC1 protein düzeyi, çalışmamızdaki mRNA düzeyindeki 
sonuçlara benzer olarak spermatosit ve yuvarlak spermatid aşamalarında 
yüksek düzeyde bulunmuştur. Fakat, uzayan spermatid fraksiyonunda 
spermatosit ve yuvarlak spermatid fraksiyonlarından anlamlı düzeyde daha 
yüksek düzeyde PABPC1 proteini olduğu görülmektedir. Çalışmamızda ise 
ES fraksiyonundaki PABPC1 mRNA miktarı SS ve YS fraksiyonlarına göre 
oldukça düşük düzeyde bulunmuştur. PABPC1’in mRNA düzeyininin ES 
fraksiyonunda düşük olmasının transkripsiyonel aktivitenin mid-
spermiyogenez aşamasında durmasına bağlı olduğu düşünülmektedir [101]. 
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US’lerde translasyonel aktivite devam ettiği için PABPC1’in ihtiyaca bağlı 
olarak fazla miktara sentezlendiği kanısındayız. Ayrıca, Kimura ve 
arkadaşlarının yaptığı bu çalışmada uzayan spermatid fraksiyonunda 
sitoplazmik atılımların bulunması, PABPC1 protein miktarının bu hücre 
grubunda normalden yüksek çıkmasına neden olmuş olabilir. Bizim 
çalışmamızda ise US grubunda yüksek saflıkta uzamış spermatidler bulunup; 
sitoplazmik atılım çok düşük oranda bulunmaktadır.  

Çalışmamızda spermatogonyal hücre izolasyonu sadece 6., 8., 16., 
ve 32. gün immatür testislerde yapıldı. Ergin erkek farelerde (88. gün) 
spermatogonya sayısının oldukça düşük bir yüzde de (%6.8) olduğunu 
yaptığımız spermatogenik hücre sayımında gözlemledik.  Bu nedenle %2-4 
BSA gradiyent yöntemi ile yüksek saflıkta spermatogonya izolasyonu 
gerçekleştirilemedi. Yaptığımız izolasyon denemelerinde yaklaşık %60 
saflıkta spermatogonya elde edildi. Bu saflık oranı, gen ekspresyon 
değerlendirmeleri için yeterli bulunmamıştır. Farklı çalışmalarda, yüksek 
saflıkta spermatogonya eldesinde akış sitometri (FACS) [127, 128],  MACS 
(Manyetik Hücre Seçimi) [129], laminin matriksle kaplı [130] ortamda 
kültürasyon gibi farklı yöntemler kullanılmıştır. MACS ve akış sitometri 
yöntemlerinde, spermatogonyalara özgü olan belirteçler ile pozitif seçilim ve 
spermatogonyalar tarafından eksprese edilmeyen genlerin ekspresyon 
analizi ile de negatif seçilimler yapılmaktadır. Böylece, yüksek saflıkta 
(>%80) spermatogonya eldesi gerçekleştirilebilmektedir. Araştırmamızda 
diğer spermatogenik hücrelerin izolasyonunda %2-4 BSA gradiyenti 
kullanılması nedeniyle, spermatogonya eldesi için farklı bir yöntemin 
kullanılmasının uygun olmayacağı düşünülmüştür. Ergin erkek fare 
testisinden spermatogonya eldesi mümkün olmaması nedeniyle, bu 
dönemdeki spermatogonyaların ePABP ve PABPC1 ekspresyon durumları 
sadece RNA in situ hibridizasyon ile değerlendirilmiştir. RNA in situ 
uygulaması sonucunda, ePABP mRNA düzeyinin spermatogonyalarda 
yüksek düzeyde olduğu gözlenirken; PABPC1 mRNA düzeyinin ise oldukça 
düşük miktarda olduğu görüldü. Spermatogonyalardaki bu ekspresyon 
durumu, bu hücrelerdeki mRNA’ların sitoplazmik poliadenilasyon 
kontrollerinde ePABP’in önemli bir rol oynadığını düşündürmektedir.  

Çalışmamızda, ergin erkek fare testisinden izole edilen 
spermatogenik hücrelere uygulanan qRT-PCR ve testis örnekleri üzerinde 
gerçekleştirilen RNA in situ hibridizasyon sonuçları temel alındığında: ergin 
erkek fare testisinde spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde yüksek düzeyde 
PABPC1 mRNA’sı olduğu gözlenirken, spermatogonya ve uzamış 
spermatidlerde ise oldukça düşük düzeyde olduğu görüldü. Bu bulgular, 
Kleene ve arkadaşlarının ergin fare testisinden BSA gradiyentinin birim 
yerçekiminde sedimenasyonu yolu ile spermatogenik hücreleri (pakiten 
spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzamış spermatidleri (geç dönem 
spermatidler)) izole ettikleri sonuçlar ile uyumludur [61]. Araştırmacılar 
tarafından izole edilen spermatogenik hücrelerde PABPC1 ve PABPC2 
(PABPt) mRNA düzeyleri Northern blot yöntemi ile ortaya konulmuştur. 
Pakiten spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde yüksek düzeyde PABPC1 
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ekspresyonu gözlenirken; uzamış spermatidlerde ise PABPC1 ekspresyonu 
olmadığı görülmüştür. PABPC2 ekspresyonu ise PABPC1 sonuçlarına 
benzer olarak, pakiten spermatosit ve yuvarlak spermatidler yüksek 
ekspresyon görülürken; uzamış spermatidlerde PABPC2 ekspresyonu 
belirlenmemiştir. Bu sonuçlar, çalışmamızda qRT-PCR ve RNA in situ 
hibridizasyon ile ergin erkek farelerde elde ettiğimiz sonuçlarla büyük ölçüde 
uyumlu olduğu görülmektedir. Çalışmamızda, Kleene ve arkadaşları 
tarafından elde edilen sonuçlara benzer olarak spermatosit ve yuvarlak 
spermatidlerde yüksek düzeyde PABPC1 mRNA ekspresyonu olduğu ortaya 
konuldu. Fakat, Kleene ve arkadaşları uzamış spermatidlerde PABPC1 
ekspresyonu belirlememelerine rağmen; çalışmamızda hem RNA in situ hem 
de qRT-PCR uygulamaları sonucunda uzamış spermatidlerde PABPC1 
mRNA’sının varlığı gözlendi. İki çalışmanın US fraksiyonlarından elde edilen 
sonuçlardaki farklılığın kullanılan tekniklerden kaynaklandığı kanısındayız. 
Çalışmamızda kullanılan qRT-PCR tekniği, Northern blot yöntemine göre 
daha hassas bir teknik olup; az miktarda bulunan mRNA’ların varlığının 
gösterilmesinde etkin bir yöntemdir. Bu nedenle, US fraksiyonunda PABPC1 
mRNA’sının var olduğu; fakat Northern blot yöntemi ile ortaya 
konulamayacak kadar düşük düzeyde olduğu düşünülmektedir. 

Féral ve arkadaşları ise insan somatik ve gonadal dokularda 
PABPC1 ve PABPC3 (PABP3) gen ekspresyon düzeylerini araştırmışlardır. 
Dalak, timus, prostat, testis, ovaryum, incebağırsak, kolon ve periferal kan 
lökositlerinde bu genlerin mRNA düzeylerini Northern blot ile 
değerlendirdiklerinde: testis ve ovaryumda PABPC1 mRNA düzeyi en yüksek 
düzeyde olmakla birlikte, bütün somatik dokularda bu genin ekspresyonunu 
gözlemişlerdir. PABPC3 ise faredeki ekspresyon durumuna paralel olarak, 
analiz edilen insan dokuları arasında sadece testiste olduğu belirlenmiştir. 
Aynı çalışmada PABPC1 ve PABPC3 mRNA’larının ergin insan testis 
dokusundaki hücresel yerleşimleri RNA in situ hibridizasyon yöntemiyle 
değerlendirilmiştir [62]. RNA in situ hibridizasyon uygulamasında bu genlere 
özgü olan anlamlı ve anlamsız oligonükleotid problar kullanılmıştır. PABPC1 
mRNA’sının pakiten spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde yerleşik olduğu 
gözlemişlerdir. PABPC2 mRNA’sının ise sadece yuvarlak spermatidlerde 
olduğu belirlenmiştir. İnsan testisinde PABPC1 mRNA yerleşimi, 
çalışmamızdaki bulgulardan farklılık göstermektedir. Çalışmamızdaki fare 
testisinde PABPC1 mRNA’sı pakiten spermatosit ve yuvarlak spermatidlere 
ek olarak düşük düzeyde de olsa spermatogonya ve uzamış spermatidlerde 
de bulunmuştur. Bu farklılığın, spermatogonya ve uzamış spermatidlerin 
memeli türüne bağlı olarak PABPC1 için ekspresyonal farklılık 
göstermelerinden kaynaklanabileceği düşünülmektedir. Ayrıca, çalışmamızda 
PABPC1 mRNA’sının belirlenmesi için DNA probu kullanılırken, bu 
çalışmada oligonükleotid problardan yararlanılmıştır. Bu durumun da 
spermatogonya ve uzamış spermatidlerde farklı sonuçların bulunmasına 
neden olmuş olabilir. 

Özetle, ePABP ve PABPC1 gen ekspresyonları postnatal testis 
gelişim sürecinde zamansal ve uzaysal farklılıklar göstermektedir. Postnatal 
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testislerde, ePABP 29. gün testiste artmaya başlarken; PABPC1 ise 16. 
günde yükselmeye başlamaktadır. Postnatal gelişimin 29., 32., ve 88. 
günlerinde izole edilen spermatositlerde PABPC1 düzeyi ePABP’e göre daha 
yüksek miktardadır. Fakat, bu genlerin postnatal testis ve izole edilen 
spermatogenik hücrelerdeki ekspresyon durumlarında benzerlikler de 
bulunmaktadır. Her iki genin ekspresyon düzeyi de 32. gün testisinde en 
yüksek düzeye ulaşmakta ve 88. günde de bu yüksek ekspresyon devam 
etmektedir. Ayrıca, 32. gün testisten izole edilen spermatogonya ve yuvarlak 
spermatidlerde ePABP ve PABPC1 genlerinin yüksek ekspresyon 
gösterdikleri gözlenmiştir. Erkek fare testis kesitlerinde RNA in situ 
hibridizasyon uygulamalarında da ePABP düzeyi spermatogonyalarda 
yüksek düzeyde bulunurken, PABPC1 düzeyi ise oldukça düşük düzeyde 
bulunmuştur. ePABP ve PABPC1 genlerinin postnatal testis ve izole edilen 
spermatogenik hücrelerdeki ekspresyonları, spermatogenez sürecinde 
mRNA’ların translasyonel kontrolleri ve deadenilasyondan korunmasında 
önemli rolleri olduğunu düşündürmektedir. Bu olası rollerin net olarak ortaya 
konulabilmesi için protein düzeyinde yeni çalışmalara gereksinim 
duyulmaktadır. Protein düzeyinde çalışmalar yapılabilmesi için PABPC1 için 
ticari antikorlar olmasına rağmen, ePABP’e özgü antikor üretimi 
gerekmektedir. Bu nedenle, insan ve farede ePABP ile ilgili yapılmış olan 
çalışmalar sadece mRNA düzeyindedir. ePABP proteinine özgü antikor 
üretimi, bu proteininin spermatogenez ve oogenez sürecindeki rollerinin ve 
PABPC1 ile olan ilişkisinin açık bir şekilde ortaya konulmasını sağlayacaktır. 
Ayrıca, ePABP’in etkileşim içinde olduğu mRNA’lar ve proteinler de 
belirlenebilecektir. 
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SONUÇLAR 

Bu çalışma ile postnatal fare testis dokularında ePABP ve PABPC1 
genlerinin ekspresyon düzeyleri ve hücresel yerleşimleri araştırılmıştır. 
Ayrıca, immatür ve matür testislerden izole edilen spermatogenik hücrelerde 
bu genlerin kantitatif ekspresyon durumları da değerlendirildi. Çalışma 
kapsamında elde edilen sonuçlar aşağıda maddeler halinde özetlenmiştir. 

1. Postnatal testis dönemlerinde (6., 8., 16., 20., 29., 32. ve 88. günlerde) 
ePABP gen ekspresyonu 29. günde belirgin oranda artmakta ve 32. gün 
testiste en yüksek düzeyine ulaşmaktadır. Ergin fare testisinde ise (88. 
gün) ePABP düzeyi 32. günden düşük, 29. günden ise yüksek düzeyde 
bulundu. 

2. Aynı postnatal günlerde PABPC1 ekspresyonu ise 16. günden belirgin bir 
artış göstermekte ve ePABP’e benzer olarak 32. günde en yüksek 
düzeyine ulaşmaktadır. Ergin fare testisinde (88. gün) ise 32. günden 
düşük olmakla birlikte 29. günden daha yüksek miktarda PABPC1 mRNA 
varlığı belirlendi.  

3. %2-4 süreksiz BSA gradiyent yöntemi ile spermatogenik hücrelerin 
izolasyonu, hücre kültürü araştırmalarında kullanılabilecek güvenilir bir 
izolasyon tekniğidir. 

4. Postnatal fare testislerinde %2-4 süreksiz BSA gradiyenti ile elde edilen 
spermatogenik hücre fraksiyonlarında Prm2 ile Scp3 genlerinin SS ile YS 
fraksiyonlarında beklenildiği gibi yüksek düzeyde eksprese edilmektedir. 

5. Germinal epitel hücrelerinin seminifer tübüllerdeki oranları, postnatal 
gelişim günlerine bağlı olarak farklılıklar göstermektedir. Spermatogenik 
hücrelerin gelişim dönemindeki oranlarına bağlı olarak, postnatal 
testislerdeki ePABP ve PABPC1 gen ekspresyonuna katkı düzeyleri 
değişmektedir. 

6. ePABP gen ekspresyonu, postnatal testis günlerinden izole edilen 
spermatogonya, spermatosit ve yuvarlak spermatid fraksiyonlarında en 
yüksek düzeyine 32. gün testiste ulaşmaktadır. Otuz ikinci günde 
spermatogenezin spermiyogenez aşaması görülmeye başlamaktadır. 
Bilindiği gibi, spermiyogenezin ortasında transkripsiyonel aktivite 
durmaktadır. Bu dönemde yüksek ePABP ekspresyonunun, erken 
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spermatogenezde sentezlenen ve depolanan mRNA’ların translasyonel 
kontrolleri için gerekli olabileceği düşünülmektedir.  

7. Spermatogonya fraksiyonundaki yüksek ePABP ekspresyonun öneminin 
ne olduğu net olarak bilinmemekle birlikte; ePABP’in bu hücrelerin mitotik 
aktivite ve farklılaşma süreçlerini kontrol eden genlere ait mRNA’ların 
translasyonel düzenlenmesinde görev aldığı kanısındayız. 

8. Spermatosit fraksiyonlarında ePABP gen ekspresyon düzeyinin 
spermatogonya ve yuvarlak spermatid fraksiyonlarından (29., 32. ve 88. 
günlerden elde edilen) düşük düzeyde olması ePABP’in 
spermatositlerdeki mayoz bölünme ve diğer hücre içi fizyolojik aktivite 
için çok kritik olmadığını düşündürmektedir.  

9. PABPC1 gen ekspresyonu, ePABP’e benzer olarak 32. gün testisten 
elde edilen spermatogonya, spermatosit ve yuvarlak spermatid 
fraksiyonlarında en yüksek düzeyine ulaşmaktadır. Fakat, PABPC1 
mRNA düzeyi, ePABP’den faklı olarak spermatosit fraksiyonunda 
spermatogonya ve yuvarlak spermatid fraksiyonlarından daha yüksektir. 
Bu durum, spermatositlerdeki mayoz bölünme ve diğer hücre içi fizyolojik 
süreçlerde gerekli olan mRNA’ların translasyonel kontrollerinde 
PABPC1’in ePABP’e göre daha etkin bir rol oynadığını 
düşündürmektedir.  

10. Otuz iki günlük testisteki, spermatogonya ve yuvarlak spermatidlerde de 
yüksek düzeyde PABPC1 transkripti bulunması; bu hücrelerdeki 
posttranskripsiyonel kontrol işlemlerinde PABPC1’in ePABP ile birlikte 
görev yaptığı kanısındayız. 

11. ePABP mRNA’sı, RNA in situ hibridizasyon uygulaması sonucunda 
postnatal fare testis dokularının (6., 8., 16., 29., 32. ve 88. gün) seminifer 
tübüllerinde gözlenmiştir. Seminifer tübüllerde ise ePABP mRNA’sı 
sadece spermatogenik hücrelerin sitoplazmalarında belirlenmiştir. RNA in 
situ hibridizasyon ile postnatal testis dokularındaki spermatogenik 
hücrelerdeki ePABP ekspresyonu, izole edilen spermatogenik hücrelerde 
qRT-PCR ile belirlenen ePABP ekspresyon sonuçlarıyla uyumludur. 

12. Ergin erkek fare (88. gün) testisinde, RNA in situ uygulaması sonucunda 
spermatogonyalarda yoğun ePABP ekspresyonu görülmesi: ePABP’in bu 
hücrelerin mitotik aktivite ve primer spermatositlere farklılaşma 
süreçlerinde görev alan mRNA’ların translasyonel kontrollerinde görev 
aldığını düşündürmektedir.  

13. Ergin erkek fare (88. gün) testisinde yuvarlak spermatidlerde, 
spermatosit, uzamış spermatid ve sperm fraksiyonlarından daha yüksek 
ePABP ekspresyonu vardır. ePABP’in bu yüksek ekspresyonu erken 
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spermatogenez sürecinde sentezlenip, depolanan mRNA’ların 
degradasyondan korunması ve posttranskripsiyonel kontrol aşamalarında 
bu genin görev aldığını göstermektedir. 

14. RNA in situ hibridizasyon uygulaması sonucunda, ergin erkek fare testis 
dokusunda PABPC1 mRNA’sı seminifer tübüllerdeki spermatogenik 
hücrelerin ve intertübüler alandaki hücrelerin sitoplazmalarında 
gözlenmiştir. Spermatogenik hücrelerde, PABPC1 ekspresyonu yuvarlak 
spermatid ile spermatositlerde spermatogonya ve uzamış 
spermatidlerden daha yüksektir. PABPC1’in ePABP’den farklı olarak, 
spermatositlerde yüksek düzeyde bulunması, spermatositlerdeki 
posttranskripsiyonal kontrol sürecinde PABPC1’in ePABP’e göre daha 
etkin bir rol oynadığı kanısındayız. Yuvarlak spermatidlerde ise depo 
mRNA’ların translasyonel kontrollerinde ePABP ile PABPC1’in birlikte 
fonksiyon görüyor olabilirler. Spermatogonyalarda PABPC1 mRNA 
düzeyinin zayıf olması: ePABP’in bu hücrelerde PABPC1’e göre daha 
etkin olduğunu düşündürmektedir. 
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