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OZET

Amac: Kan-testis bariyerinin (KTB) yeniden modellenmesi, aktin-tabanli hiicre
iskeletinin yeniden organizasyonu ile ger¢eklesmektedir. Bu caligmada, hiicresel Src
kinaz (c-Src) substrati olan, hiicre membrani ile aktin hiicre iskeletine baglanma
ozelligi gosteren ve Fokal adezyon kinaz (FAK) ile aktive oldugu bilinen ezrin
proteininin KTB’deki islevsel oneminin gosterilmesi amaglanmastir.

Yontem: Primer sican Sertoli hiicresi kiiltiiriinde in vitro olarak ve sican testisinde in
vivo olarak RNA interferens (RNA1i) aracili ezrin yerlesimi sessizlestirilen modelde;
kan-testis bariyeri biitiinliigli analizleri gergeklestirilmistir. KTB biitlinligii Sertoli
hiicresi kiiltlirlinde, transepitelyal rezistans (TER) 6lctimleri ile testiste ise fluoresan
izotiyosiyanat (FITC)-iniilin aracili ajan ile degerlendirilmistir. Ardindan Sertoli
hiicresi  lizatlar1 ve testis lizatlar1 elde edilerek, RT-PZR, immunoblot,
immiinofliioresan ve ko-immunopresipitasyon yoOntemleri ile ezrin iligkili KTB
diizenleyici proteinler arastirilmistir.

Bulgular: Ezrin yerlesiminin bazal ektoplazma 6zellesmelerinde (BEQO), seminifer
epitel dongiisiiniin ge¢ evre VIII’den evre IX’ a kadar olan siirecte; apikal
ektoplazma ozellesmelerinde (AEQ) ise sadece evre VIII’e 6zgii ve basamak 19
spermatid- Sertoli arayiizinde sinirlt oldugunu gosterdik. Ezrin proteininin Sertoli
hiicresi  kiiltiirlinde baskilanmas: ile aktin mikrofilamanlarinin  yapisindaki
bozulmalar, KTB diizenleyen proteinlerin diizeylerinde ve lokalizasyonlarinda
degisiklikler tespit ettik. Ezrinin in vivo baskilanmasi ile spermatid taginmasinin
geciktigini gosterdik. Spermiyasyondaki bazi defektlere neden olan bu gecikmenin,
spermatidlerin epitelin derinlerinde gomiili olmast ve spermatid polaritesinin
kaybina bagli oldugu tespit ettik. Ayrica, ezrinin atik sitoplazmalar ve fagozomlar ile
iliskili dagilim gosterdigini, baskilandiginda ise atik sitoplazmalarin ve fagozomlarin
apikalden bazal kompartmana dogru tasinmasinda gecikmelere sebebiyet verdigini
ortaya koyduk.

Sonu¢: Ezrinin, spermatogenez siirecinde aktin mikrofilaman organizasyonun
diizenlemesini etkiledigini gerek in vitro gerekse in vivo olarak gosterdik. KTB
yeniden kurulumunda BEO ve AEO diizenleyici proteinlerinin lokalizasyonlarini
etkileyerek spermatogenezi bozdugunu dogruladik.

Anahtar Kelimeler: Seminifer epitel dongiisli, kan-testis bariyeri, ektoplazma

ozellesmeler ezrin, F-aktin



ABSTRACT

Objective: During spermatogenesis, the transport of spermatids and the release of
sperms at spermiation and the remodeling of the blood-testis barrier (KTB) in the
seminiferous epithelium of rat testes require rapid reorganization of the actin-based
cytoskeleton. However, the regulatory molecule(s) remain unexplored. In this study,
we aim to show the funcitonal importance of ezrin which belongs to FAK activation,
as c-Src substrate and also has adhesive to cell cytoplasm beetween actin and the cell
membrane.

Method: By using in vitro primary rat Sertoli cell culture, and in vivo rat testis,
siRNA duplexes were occurred to analysis blood testis-barrier integrity with
Transepithelial Resistance (TER) measurements, FITC-inulin analysis, RT-PCR,
immunoblot, immunofliioresant and co-immunoprecipitation experiments.

Results: Ezrin is expressed at the basal ES/KTB in all stages, except from late VIII
to IX, of the epithelial cycle. Its knockdown by RNA interference (RNAI1) in vitro
perturbs the Sertoli cell tight junction-permeability barrier via a disruption of the
actin microfilaments in Sertoli cells, which in turn impeded basal ES protein
distribution, perturbing the KTB function. These findings were confirmed by a
knockdown study in vivo. However, the expression of ezrin at the apical ES is
restricted to stage VIII of the cycle and limited only between step 19 spermatids and
Sertoli cells. A knockdown of ezrin in vivo by RNAi1 was found to impede spermatid
transport, causing defects in spermiation in which spermatids were embedded deep
inside the epithelium, and associated with a loss of spermatid polarity. Also, ezrin
was associated with residual bodies and phagosomes, and its knockdown by RNAIi in
the testis also impeded the transport of residual bodies/phagosomes from the apical
to the basal compartment.

Conclusion: Ezrin has an important effect in FAK signalling pathway and BTB
restructing by regulating actin microfilament organization at the ES in rat testes. In
summary, both in vitro and in vivo knockdown of ezrin distrupt BTB and
spermatogenesis, respectively.

Key words: Seminiferous epithelial cycle, blood-testis barrier, ectoplasmic

specialization, ezrin, F-actin
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1. GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

Testis seminifer epitelinde, komsu iki Sertoli hiicresinin bazal membran yakininda
olusturdugu kan-testis bariyerinin alt kompartmani olan bazal kompartmaninda tip A
spermatogonyumlarin mitoz boliinmeler gegirmesi ile spermatogenez baslar. Tip B
spermatogonyumlarin  primer spermatositlere  farklanmasi ve  preleptoten
spermatositlerin KTB’nin {list kompartmani olan adliiminal kompartmana gecerek
spermiyogenez asamasinda spermatozoaya farklanacak olan yuvarlak spermatidleri
olusturmasi ile devam eder. Spermatogenez silireci oldukca karmasiktir ve
fertilizasyon yetenegi igin yeterli sayida ve saglikli spermatozoa iiretiminde gerekli
onemli faktorlerden biri; kan-testis bariyerinin biitiinliigli ve devamliligidir. Kan-
testis bariyeri, bazal membranin yakinindaki seminifer epitelde yer alan komsu
Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar (SB), testise-6zgli adherens baglantilar
(AB) olarak da bilinen bazal ektoplazma 6zellesmeler (BEO) ve oluklu baglantilarin
(OB) bir araya gelmesi ile olusmus 6nemli bir yapidir (Cheng ve Mruk 2009). Aktin
lif demetleri ile baglantili SB’lar ve BEO’ler, gelisen germ hiicreleri ile kan arasinda
bir engel olustururlar. KTB’nin bozulmasi, primer spermatositten sonraki gelisim
asamalarinin gerceklestigi 6zel mikro c¢evrenin ve Sertoli-germ hiicreleri arasinda
bulunan apikal ektoplazma 6zellesmelerinin (AEO) bozulmasma, dolayisiyla
prematiir durumdaki ve fertilizasyon icin yetersiz spermatidlerin serbest
birakilmasina ve infertiliteye neden olmaktadir (Wong ve Cheng 2011). KTB’nin bu
dinamigini agiklayan, “agilma-kapanma” mekanizmasi olarak da tanimlanan giincel
bir model Cheng ve arkadaglar1 tarafindan ortaya konmustur (Cheng ve Mruk 2009)
(Sekil 1.1.1). Bu modelde, PI3K (fosfatidilnositol 3-kinaz) aracili c-Src’nin
(hiicresel-Rous sarcoma viriisiin sarkoma-indiiklii geni) FAK’1 (fokal adezyon kinaz)
aktive ettigi ve sonu¢ olarak FAK’mn fosforillenmesi ile KTB’nin bozuldugu
gosterilmistir. FAK’in fosforillenmesi sonucunda, SB ve AB’larin hiicre igine
alinarak polarite proteinleri tarafindan endositozla vezikiillerde toplanmasi, ardindan

da bu vezikiillerin endozom-kaynakli interseliiler degredasyona ugramasina baglhdir.



KTB’nin biitiinligliniin PI3K/c-Src/ FAK sinyal yolagi araciligt ile bozuldugu
kanitlanmis ve bu sinyal yolagmnin, oksidatif stresin artisina bagl olarak aktif hale

geldigi gosterilmistir (Wong ve Cheng 2011) (Sekil 1.1.2.).
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Sekil 1.1.1. Cevresel toksik madde etkisi ile artan oksidatif stresin artigina bagli olarak c-Src/ FAK
yolagi iizerinden kan-testis bariyerinin bozulmasi (Wong ve Cheng 2011).
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Sekil 1.1.2. KTB ac¢ilma-kapanma modeli. Preleptoten spermatositin gegisi i¢in “eski” KTB’nin
yikilmasi ve ge¢isin ardindan spermatositin arkasinda olusan “yeni” KTB
(Wong ve Cheng 2011).



Bu tezin amaci; in vitro model kullanarak KTB dinamiklerini anlamak, bariyerin
bozulmasinda etkili olan sinyal yolaklarin1 arastirarak altinda yatan mekanizmay1
aydinlatmak ve hangi diizenleyici proteinler etkisinde degistigini belirlemektir.
Amacimiz dogrultusundaki  bu  c¢alismada  amaglarimiz kapsaminda

gerceklestirdiklerimiz agagida yazdigimiz maddelerde kisaca 6zetlenmistir:

1- Sertoli hiicresi kiiltiiriinde, 6zel bir kiiltiir kab1 sistemi (¢ift odacikli birim)
kullanilarak kan-testis bariyerinin olusturulmasi saglanmistir. TER
Ol¢iimleri kullanilarak, bariyerin olusumu kontrol edilmistir. /n vivo’yu
cok 1yi taklit eden kiiltiir ortaminda olusturulacak in vitro KTB modelinde,
komplementer DNA (cDNA) tasarimi, RNAi teknolojisi ile small
interfering RNA  (siRNA) ¢iftlerinin hazirlanmast ve hiicreye
transfeksiyonu gibi son teknolojiler kullanilarak Sertoli hiicrelerinde

diizenleyici hedef proteinlerin bdlge-6zgii mutagenezi gerceklestirilmistir.

2- Ikinci hedef olarak, her bir deney icin gerekli sayida Sertoli hiicresi kiiltiirii
ile in vitro, deney hayvanlari ile in vivo deney gruplari olusturulmustur. In
vitro deney gruplari: (i) KTB olusturulmus ve RNAi teknolojisinde
kullanilan aracit ve kontrol RNAi ile muamele edilmis kontrol RNAi
Sertoli hiicresi grubu, (ii) RNAI teknolojisi kullanilarak hazirlanan c-Src
substrati olan ezrin geninin baskilandigr ezrin RNAi Sertoli hiicresi
grubu. /n vivo deney gruplari: (i) Erigskin siganlara uygulanan RNAi
teknolojisinde kullanilan aract ve kontrol RNAi ile muamele edilmis
kontrol RNAi testis grubu, (ii) RNAi teknolojisi kullanilarak
hazirlananan ezrin geninin baskilandigi ezrin RNAi testis grubu

olusturulmustur.



Bir sonraki asamada; gruplar arasi degiskenler, immiinoblot, ko-
immiinopresipitasyon, KTB biitlinligii olgtimleri ile belirlenmistir. KTB
diizenleyici proteinlerinin her bir gruptaki durumu ¢ift-isaretli

immiinofliioresan analizleri ile degerlendirilerek fotograflanmigtir.

Hedeflenen son asama; elde edilen verilerin bir araya getirilmesi,
istatistiklerinin yapilmasi ve yorumlanmasi sonrasinda tiim bulgularin
literatiire sunulmast seklinde gergeklestirilmis ve bu calismaya ait 2

derleme ve 1 orijinal makale yaymlanmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Testis Histolojisi

Testisler karin boslugunun disinda skrotum i¢inde yer alan bir ¢ift organdir. Bu
yerlesimleri testislerin viicut 1sisindan 2-3°C derece diisiik bir 1sida olmalarini saglar.
Normal spermatogenez igin 34-35°C gereklidir. Testisler rete testisin bulundugu
yerde kalinlasarak mediastinumu olusturan tunika albugina ile ¢evrelenir.
Mediastinumdan testislere dogru uzanan fibréz septumlar dokuyu 250-300 lobguga
boler. Her bir lobguk 1-4 seminifer tiibiilii igerir. Her bir seminifer tiibiil yaklagik 150
mikrometre c¢apta ve 80 cm uzunluktadir; iki ucu U seklinde olan ve rete testise

acilan tiiplerdir (Unliikal 2011).

Rete testis, seminifer epitelin iiriinlerini (testikiiler sperm, salgisal proteinler ve
iyonlar) toplayan kanallar agidir. Seminifer tiibiil iki belirgin hiicre popiilasyonunu
iceren Ozellesmis seminifer epitel ile doseli merkezi bir liimenden olusur (Junqueira
LC 2006). Seminifer tiibiil ¢ok sirali olan germinal ya da seminifer epitel ile doselidir
Epitel ince bir bazal lamina iizerine oturmustur ve distan 6zellesmi fibréz doku ile
sarthdir. Seminifer tiibiilleri ¢evreleyen fibroz dokuya peritiibiiler doku ya da
membrana propria denir. Membrana propria, seminifer tiibiillere desteklik yapar ve
tiibiil hiicrelerini dis etkenlerden korur (Christensen ve Fawcett 1966). Seminifer
tiibiil fibroz bir bag dokusu kilifi, belirgin bir bazal lamina ve karmagik bir germinal
ya da seminifer epitelden olusur. Seminifer tiibiilii saran fibroz tunika propria birkag
fibroblast katmandan olugmustur. Bazal laminaya yapisik olan en icteki katman, diiz
kas ozellikleri de gosteren yassilagmis miyoid hiicreler icerir. Seminifer epitelde iki
tip hiicre vardir. Sertoli ya da destek hiicreleri ile spermatogenik seriyi olusturan
hiicreler; spermatogenik seri hiicreler 4-8 tabaka halinde diizenlenmistir (Sekil 2.1);
islevleri spermatazoonlar iiretmektir. Spermatazoon iiretimi, ‘spermatogenez’ olarak
adlandirilir. Bu siire¢, mitoz ve mayoz hiicre boliinmeleri icerir ve hiicreler sonunda
spermatozoonlara farklilagir; bu asama spermiyogenez olarak adlandirilir (Junqueira

LC 2006).
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Sekil 2.1. Seminer epitel hiicre dagilimi (Junqueira LC 2006)

2.2. Spermatogenez biyolojisi

Seminifer tiibiiller testisin, bir insanin puberteden (yaklasik 12 yas) sonra tiim hayati
boyunca giinde yaklagik 300-400 milyon spermatozoa iiretilmesini saglayan islevsel
birimidir. Spermatogenez, tunika propria iizerindeki Sertoli ve germ hiicrelerinin yer

aldig1 seminifer tiibiil igerisinde gerceklesir (Sekil 2. 2.).

Spermatogenez kompleks, koordine ve devamliligi olan spermatogonyumdan olgun
sperm olusumuna kadar gerceklesen bir siirectir. Sicanlarda, ilk spermatogenik dalga
dogumdan birka¢ giin sonra baslar. Gonositler (prespermatogonya) proliferasyon
yeteneklerini yeniden kazanirlar ve farklanmamis spermatogonyum ya da
spermatogonyal kok hiicre (SKH) haline gelirler. Spermatgonyal kok hiicreler
farklilagsma siirecine basladiklarinda, alti basarili mitotik bolinmeye gider ve
mayotik spermatositleri olusturur. Spermatositler iki ardigik boliinme ve tek dongii
DNA replikasyonu ile haploid spermatide donigiirler. Son basamak ise,

spermatidlerin spermatozaya doniistiigii spermiyogenez asamasidir.

Bazal membran yakimindaki spermatogonyal kok hiicrelerden koken alan
spermatogonyum, spermatogenez siirecine baglayarak As (single) spermatogonyaya
farklilasir ve Al1-A4 ile devam eder. A1-A4 spermatogonya, kan-testis bariyerini
(KTB) seminifer epitel dongiisiiniin evre VIII’inde geg¢mesi gerekli olan tip B

spermatogonyum,  preleptoten  spermatosite  doniisene  kadar ara  (In)
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spermatogonyumlara farklilasmaya devam eder. KTB ayrica, seminifer epiteli
adliiminal ve bazal kompartman olarak ikiye bolmektedir. Mayoz I ve II ve biitiin
hiicresel postmayotik gelisim olaylar1 spermiyogenez ve spermiyasyon olarak
bilinmektedir ve adliiminal kompartmanda ger¢eklesmektedir. Bu siirecte,
milyonlarca spermatozoa diizenlenir ve seminifer tiibiil liimen kenarina ulagmasi
saglanir. Bdylece olgun sperm seminifer tiiblilden epididimiste hareket kabiliyeti
kazanmak tizere salinir (Xiao ve ark. 2014).
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2.2.1. Sicanlarda seminifer epitel dongiisiiniin evrelendirilmesi

Spermatogenez sirasinda donglisel pek c¢ok hiicresel olay gerceklesmektedir.
Spermatogenezin seminifer epitel  dongiisiiniin isleyisi, periyodik asit-Shiff
reaksiyonu (PAS) ile seminifer tiibiilde gelisen spermatidlerin gdzlemlenmesi
prensibine dayanir (Leblond ve Clermont 1952, Clermont ve Harvey 1965). Germ
hiicreleri gelisimlerinin farkli evrelerinde Sertoli hiicreleri ile birlikte paralel bir
dagilim gostererek evreye-0zgii bir patern olusturmaktadir. Sicanlarda, evre I ile XIV
arasinda gergeklesen, germ hiicre tiplerinin bulundugu ve 6zgiin hiicresel olaylarin
gerceklestigi  tipik  seminifer epitel dongli  Sekil.2.2.1.’de  anlatilmustir.
Spermatogenezin seminifer epitel dongiisii, germ hiicrelerinin seminifer tiibiil
icersinde kirmizi ok ile gosterilen Sertoli hiicreleri esligindeki dongiisel dagilimi
olarak tanimlanan spermatogonez siirecini kapsamaktadir (Leblond ve Clermont
1952). Sigan testisinde seminifer epitel dongiisii evre I ile XIV arasinda iken farede
[-XI1I ve insanda ise I-VI seklinde organize olmustur (Amann 2008, Hess ve Renato

de Franca 2008, Mruk ve ark. 2008).

Donglinlin her bir evresi o evreye 6zgii germ hiicreleri ve Sertoli hiicresi dagilimi
gostermektedir. Her bir evrede farkli germ hiicresi tipleri bulunmaktadir (Sekil
2.2.1.). Ornegin, sican seminifer epitel dongiisiinde, yaklasik 29.1. saatin sonunda,
basamak 19 spermatidler tiibiil limenine yakin apikal bdlgede evre VIII’e 6zgiin
olarak spermiyasyon icin hazirlanirken ayni1 zamanda evre VII’de ilk defa beliren
preleptoren spermatosit kaynakli tip B spermatogonyum, evre VII-VIII’de KTB’den
taginarak bazal kompartmandan apikal kompartmana gecer. Bu nedenle, evre VIII’de
sadece tip Al spermatogonya, preleptoten spermatosit, pakiten spermatosit ve
basamak 8 ve 19 spermatidler bulunmaktadir. Ayrica, mayoz sadece evre XIV’de
gerceklesir. Ozetle, siganlarda evre I’den evre XIV’e kadar tiim epitelyal dongiiniin
tamamlanmasi yaklagsik 12.9 giin siirer. Ancak, evre II’deki tip A1 spermatogonyum,
evre VIII’deki basamak 19 spermatide epitelyal dongii boyunca yaklasik 4.5 kere

doniismektedir, bu da siganlarda yaklagik 58 gilinde sonlanur.



Germ hiicreleri seminifer epitel dongii sirasinda, seminifer tiibiil bazalinden luminal
kenarina kadar taginmasina ragmen, interstisiyal alanda yer alan fibroblastlar,
makrofajlar ve notrofiller motil hiicreler degildirler ¢ilinkii lamelliopodya ve
filopodya yapilarindan yoksunlardir. Lokomatif gorevi i¢in, gerek Sertoli hiicreleri
gerekse germ hiicreleri Arp2/3 protein kompleksi ve diger hiicre iskeleti diizenleyici
proteinlerini sentezlerler. (Wong ve Cheng 2009, Cheng ve Mruk 2011, Cheng ve
Mruk 2011, Tang ve ark. 2013). Evre 1V’de apikal kompartmanin luminal kenarina
tasinan basamak 17 spermatidler, evre V’de epitelin bazaline, bazal kompartmanin
yanina geri taginirlar; evre VI’da adliiminal kompartmana tekrar tasinmadan Once
basamak 18 spermatidlere farklilagirlar ta ki basamak 19 spermatidler evre VII’da
limen kenarmna dizilip evre VIII’de salinmak ic¢in hazirlanana kadar ve

spermatozoaya doniisene kadar bu farklilagma devam etmektedir.
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Sekil 2.2.1.

Sicanda seminifer epitel dongiisii evreleri (Xiao ve ark. 2014). A, Seminifer tiibiil
evreleri; PAS boyasi. B, A’da gosterilen evrelere 6zgii germ hiicresi tipleri. Al, tip Al
spermatogonyum; Alm, mitoza giren tip Al spermatogonyum; In, “intermediate” ara
spermatogonyum; Inm, mitoza giren ara spermatogonyum; B, tip B spermatogonyum;
Bm, mitoza giren tip B spermatogonyum; PI, preleptoten spermatosit; Di, diploten
spermatosit; L, leptoten spermatosit; Z, zigoten spermatosit; P, pakiten spermatosit; 1-
19, spermiyogenez sirasinda morfolojik degisiklikler gegiren basamak 1’den 19°a kadar
olan spermatidler; Al- A4 araligi: farkli morfolojiye sahip mayoz gegiren germ
hiicreleri.
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2.3. Sertoli hiicresi ve hiicre iskeleti

Memeli Sertoli hiicrelerinin hiicre iskeleti diger pek c¢ok hiicre ile karsilagtirildiginda
en ayrintili ¢alisan ve hiicre iskeleti dinamigine sahip olan hiicredir. Aktin
filamanlari, ara filamanlar ve mikrotiibiiller Sertoli hiicresi i¢inde farkli dagilim
bicimleri sergilerler ve bu durum spermatogenez sirasinda degisiklik gosterir.
Bunlarin, Sertoli hiicrelerinin arasinda siiregelen sperm olusumu ile spermatositlerin

hareketlerinin diizenlenmesi ile iliskili oldugu diistintilmektedir.

Periniikleer ag icinde olugan ara filamanlar Sertoli hiicreleri ile intertisiyel alan
hiicreleri arasinda desmozom benzeri periferik uzantilar olusturmaktadir. Ayni
zamanda Sertoli hiicreleri bazal lamina ile de hemidesmozom benzeri baglantilar
olusturmaktadirlar. Ara filamanlarin keratin tarzinda oldugu epitelin ¢ogunun aksine,
olgunlagsmis Sertoli hiicrelerinin ara filamanlar1 vimentin tipindedir. Sertoli
hiicrelerindeki ara filamanlarin islevi tamamen ag¢ik olmamakla birlikte, filaman
dagilim bi¢imi ve elde edilen deneylerin sonuglarina gére hangi sinyal yolaklarinin
etkin oldugu bilinmektedir (Cheng 2008). Mikrotiibiiller Sertoli hiicrelerinde bol
miktarda bulunmaktadir ve hiicrenin uzun aksina paralel bigimde agirlikli olarak yer
almaktadirlar. Mikrotiibiiller Sertoli hiicrelerinin kolonumsu yapisini korumada rol
alirlar. Ayrica sitoplazmada hiicre organellerinin nakli ve yerlesimi ile seminifer
tiibiilden sperm salinim ile de ilgilidirler. Ilaveten, hiicreler arasi birlesimlerin yani
sira mikrotiibiil-bazli nakil araci da epiteldeki birbirine yakin spermatidlerin yer
degistirmeleri ve konumlanmalari ile ilgili igleve sahiptir. Sertoli hiicrelerinin hiicre
iskeleti genel olarak diger adeziv hiicreler ile ortak yapisal ve islevsel benzerlikler

gosterse de, baz1 6zellikler kendine 6zgiidiir ve spermatogenez siireci ile iligkilidir.

Sertoli hiicresi iskeleti aktin filamanlarindan, ara filamanlardan ve mikrotiibiillerden
olusmaktadir. Bu filamentéz polimerler ilgili molekiillerin varlig: ile iliskilidir ve
bahsi gegen molekiiller ¢oziilebilen altbirimler ile polimerlerin dengesinin
saglanmasina yarar. Bunun olusumu ise polimerlerin benzerleri ya da farkli olanlar
ile baglanmasi ve de degisik molekiillerin, karma proteinlerin ve hiicre organellerinin

hiicrelerdeki tasinmasi ve yerlesimi ile olusur.

Hiicre iskeleti sadece hiicre seklini belirlemez ayni zamanda hiicre bdliinmesini,
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hiicreler arasi iletisimi, hiicre hareketleri ile doku organizasyon ve entegrasyonunun
olusturulup korunmasinda rol oynar. Bunlar ayni1 zamanda dinamiktirler. Diger bir
degisle, spermatogenez (Amlani ve Vogl 1988) sirasinda organizasyonel yapilari
degisiklik gosterir. Ilging olan ise hiicre iskeletinin ii¢ elementinin de en azindan
kismen hiicreler arasi baglant1 ile iligkili olusudur. Bu, ayn1 zamanda, seminifer
epiteldeki spermatogenik hiicrelerin yer degisimi, yerlesimi ve tutunmalarinda

onemli rol oynar.

Hiicreler arasi birlesimler ile bununla iliskili 6zel yapilar arasindaki baglantilar,
hiicre iskeletinin de sperm salinim mekanizmasinda ve spermatositlerin bazal Sertoli
i¢ baglantilarinda hareket etmesi ile ilgili rolii olabilecegini gostermektedir zira bu
hiicreler epitelin bazal kompartmanindan adluminel (apikal) kompartmanina hareket
ederler. Sertoli hiicrelerinde aktin filamanlari, ara filamanlar ve mikrotiibiiller bol

miktarda bulunmaktadir ve belirli bolgelerde yogunlagmislardir (Sekil 2.3.).
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Sekil 2.3.  Sican seminifer epitelinde Sertoli hiicresi iskeletinin temel elemanlarinin devam eden
spermatogenez evrelerindeki dagilimi (Cheng 2008).
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2.3.1. Sertoli hiicresi baglantilarinin yapisal bilesenleri

Son zamanlarda, kan testis bariyerinin bir boliimiinii olusturan Sertoli hiicresi
baglantilarinin protein bilesenleri hakkinda c¢ok fazla bilgi elde edilmistir. Ana
bilesenler okludin, klaudin, zonula okludens (ZO) ve baglantisal adezyon molekiilleri
(JAM) dir. Okludin, klaudin-11 ve JAM-1 transmembran proteinlerdir ve bunlarin
ekstraseliiler kisimlar1 siki bir bag kuracak sekilde komsu Sertoli hiicresinin benzer
yapist ile baglanti kurmaktadir. Hiicrelerin sitoplazmasinda okludin, klaudin ve JAM
molekiillerinin intraseliiler kisimlari, ZO-1 ve ZO-2 molekiilleri ile birlesmistir ve
bunlar da aktin zincirlerine baglanmislardir (Toyama ve ark. 2001). Okludin 60/65
kDa agirliginda bir transmembran proteindir ve bir intraseliiler ve iki ekstraseliiler
olmak tlizere membran1 dort kez kateder. Sicanlarda ve farelerde Sertoli hiicrelerinin
arasindaki siki baglanti yerlerinde bulunmaktadir. Fakat kobayda ve insanlarda
bulunmamaktadir (Ng 1999). Okludin geninin nokta mutasyonunu tasiyan farelerde
testisler normal gelisim gosterir fakat fareler 40-60 haftalik olduklarinda, seminifer
tiibiiller atrofik olur ve germ hiicrelerinin hepsi kaybedilir (Le ve ark. 2002). Bu
nedenle, okludinin spermatogenezden ¢ok Once, embriyonik gelisiminin 13.giliniinde
fetal testisde olusmasi ilgingtir. Bu da gostermektedir ki okludinin bariyer
olusumundan farkli islevleri bulunmaktadir. Sicanlarda dogum sonrasi yaklasik 5.
giinde okludinin yerlesimi yiiksektir. Okludin daha sonra Sertoli hiicrelerinin yan
plazma membranma yerlesir. Daha sonra 14.giinde siki baglantilara yakin olan
epitelin bazalinde ki yerlesimi yogun sekilde kendini gosterir (Russell ve ark. 1989).
Okludinin ikinci ekstraseliiler Sertoli hiicresi tarafindan geri kazanim zamanina denk
gelecek sekilde farelere 22-amino asit sentetik peptit enjekte edilmesi ile birlikte kan
testis bariyeri etkilenir ve spermatogenez bozuntuya ugrar (Coulombe ve Wong
2004). Klaudinler 20 proteinden olusan bir ailedir ve yaklasik olarak 22 kDa’dir
(Fudge ve ark. 2003) ve klaudin-11 Sertoli hiicrelerinin arasindaki siki baglanti

yerlerinde bulunur fakat 6ncelikle fetal testiste goriiliir.
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Klaudin-11 geni silinmis erkek fareler infertildir ve bu hayvanlarda siki baglantilar
bulunmamaktadir (Fuchs ve Cleveland 1998). Integrinlerin testikiiler hiicrelerle
ekstraseliiler ~germ  hiicreleri arasindaki  baglantilarla  iligkili  olduklar
diistiniilmektedir (Toyama ve ark. 2001) fakat integrin a6f1’in Sertoli hiicresi
baglantilarinda ve 6zellikle spermatogenezin belli asamalarinda ve Sertoli hiicresi
iceren testislerde (Franke ve ark. 1979) bulunduguna dair bulgular (Worman ve

Courvalin 2005) elde edilmistir.

2.4. Kan-testis bariyeri (KTB) tamimu ve islevleri

Kan testis bariyeri, ilk kez Chiquoine (Chiquoine 1964) tarafindan kadmiyumun
testis tizerindeki etkileri iizerine yazilan bir makalede yer almistir fakat boyle bir
bariyerin oldugunun yirminci yiizyilin ilk yillarindan bilindigine dair kanitlar
bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, hayvanlara boya maddesi enjekte edildiginde,
bunlari dokularn ¢ogunu boyadig1 fakat beyin ve testisin seminifer tiibiillerine etki
etmedigi gorlilmustiir. Bu gozlem ele alimarak kan-beyin bariyerinin (Rubin ve
Staddon 1999) temelini olusturmak iizere gelistirilmistir daha sonra Kormano ve ark.
nin  caligmalarinda onceki gozlemlerin testis {izerindeki etkilerinin 6nemi
anlasilabilmistir (Kormano 1967). Boyalarin, puberte Oncesindeki hayvanlarda
dagilim gosterigi tespit edilmistir. Ayrica, Kormano interstisyel hiicrelerin akriflavin
ile isaretlenmesinin puberte donemine denk geldigini bulmustur ve bu durum kan
damarlarinda da bir degisiklik olduguna isaret etmektedir. Kormano’nun ¢alismalari
ile hemen hemen ayn1 zamanda, Waites ve Cheng, rubidyumlu indikator ile dlciilen
testis kan akiminin iyodoantipirine kiyasla ¢ok daha diisiik degerler verdigini tespit
etmistir. Ayn1 sekilde benzer degerler beyin (Waites ve Setchell 1966) disindaki
organlarin ¢ogunda bulunmustur. Bu ise rubidyumun beyinde oldugu gibi testisin de
baz1 kisimlarindan belirli dlgiide ayr1 tutuldugunu gostermektedir. Yine ayni
zamanda, Waites ve Cheng koyunlarin rete testisinden (Voglmayr ve ark. 1966,
Voglmayr ve ark. 1967, Setchell ve ark. 1969) ve sicanlarin rete testisleri ile
seminifer tiibiillerinden (Tuck ve ark. 1970) sivi toplanabilmesi igin teknikler
gelistirmislerdir ve hem rete testis hem de seminifer tlibiil yapilarinin, kan
plazmasindan veya testikiiler lenflerden belirgin sekilde farklilik gosterdigi tespit

edilmistir.
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Boylesi degisiklikler 6zellikle inozitol (Setchell ve ark. 1968, Hinton ve ark. 1980)
benzeri ufak hidrofilik organik bilesenler muhafaza edilebilirler zira testis igindeki
farkli stv1 boliimleri arasinda serbest iletisim olmadigina dair kanitlar bulunmaktadir.
Bu ise farkli radyoaktif isaretleyicilerin bogalarda kan dolasgimindan rete testise
(Setchell ve ark. 1969) ve de sicanlardaki rete testis ve seminifer tiibiile (Setchell ve
Wallace 1972, Waites ve ark. 1973) gecis hiz1 lizerine yapilan ¢alismalarla ortaya

konmustur.

Kan damarlarindaki sivi ile seminifer tiibiillerin arasinda {i¢ ¢esit hiicre
bulunmaktadir. Bunlar kan damarlarindaki endotelyal hiicreler, peritiibiiler hiicre ve
Sertoli hiicreleridir. Sertoli hiicreleri, tiibiil liimenine kadar uzanabilen tek hiicredir
ve bu durum ya Sertoli hiicresinin temeli ile seminifer epitel arasinda gelisen germ
hiicreleri ya da bir ¢ift Sertoli hiicresi ile Sertoli hiicresinin liiminel yiizeyinde
bulunan kriptler arasindaki hiicreler arasi kisimda gelisen germ hiicreleri ile
saglanmaktadir (Fawcett 1975). Iste bu yapt KTB nin temelidir. Her ii¢ tip hiicre de
tiibiillere maddelerin gec¢is hizini etkileyebilmektedir (Ploen ve Setchell 1992) fakat

en biiylik gérev Sertoli hiicrelerindedir.

2.4.1. Kan-testis bariyeri ve aktin filamanlari

Aktin, Okaryotik hiicrelerde ¢ok miktarlarda goriilen bir proteindir ve sitokinez,
hiicre hareketi, hiicreler arasi gecis, hiicre kutuplagsmasi ile hiicre-hiicre ya da hiicre-
substrat1 baglantilar1 gibi temel isleyisler ile iliskilidir (DeMali ve Burridge 2003,
Bos 2005, Winder ve Ayscough 2005) . Aktin monomerleri globiiler proteinlerdir ve
normal c¢ekirdeklesme kosullar1 altinda 5-8 nm ¢apinda kutupsal filamanlara
polimerlesirler. Altmistan fazla ¢esit aktin baglayici protein bulunmaktadir ve bunlar
aktin monomerlerine ayirirlar ve ¢ekirdeklesirler, ayrilirlar, stabilize olurlar, ¢apraz
baglant1 kurarlar ve filamanlar boyunca hareket ederler (Pollard 1999). Aktin
filamanlar1 boyunca olusan hareketlerle iliskili aktin-bagimli motor proteinleri
miyozinlerdir (Mooseker ve Cheney 1995). Hiicrelerden aktin filaman yapilar ile
ilgili iki ana modelleme bulunmaktadir. Bunlardan birisi Arp2/3 kompleks yapisidir
ve li¢ boyutlu aglar seklinde dallanmig aktin filamanlar1 meydana getirir (Pollard ve

Borisy 2003).
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Bir digeri forminlerle iliskilidir (Kovar 2006) ve uzun dallanmamis filamanlar
olusturur ve bunlar ¢apraz sekilde biraraya gelip baglanmazlar. Forminler ve Arp2/3
kompleksleri, aktin yapilart meydana getirmek i¢in bazi durumlarda birlikte hareket

edebilirler (Zigmond 2004).

2.4.2. Sertoli hiicrelerindeki aktin filamanlar:

Sertoli hiicrelerindeki aktin filamanlar1 iki ana bolgede toplanmiglardir: (1)
ektoplazma yapilar ve (2) tiibiilobulbar kompleks yapilari. Her iki durumda da
filamanlar intraseliiler baglant1 ile ilgili olan plazma membran yerlesimleri ile iliski
halindedir. Ektoplazma yapilar Oncelikle aktin-baglantili interseliiler baglanti
bicimidir. Tibiilobulbar kompleks yapilar1 ise sperm saliverilmesinden Once
baglantilar1 ve spermatositlerin hareketlerini diizenlemeye yarayan yapilardir.
Ektoplazma yapilarda aktin filamanlar1 grup halinde olusur ve burada filamanlar tek
kutupludur ve parakristallere (altigen dizilisler) yakin bulunmaktadirlar.

Tiibiilobulbar kompleks yapilarinda filamanlar ti¢ boyutlu ag olustururlar.

2.4.3. Ektoplazma yapilardaki aktin filamanlarin islevi

Erkek kontraseptif yontemleri ile ilgili potansiyel molekiil hedefleri olabilecekleri
diistiniilen ektoplazma diizenlenmesi yakin zamanda oldukea ilgi gormektedir (Lee
ve Cheng 2004, Xia ve Cheng 2005, Yan ve Cheng 2005). Ektoplazma yapilardaki
aktin polimerizasyonu ve depolimerizasyon mekanizmalar1 detayli olarak
incelenmemigtir. ~ Fakat  aktin  dinamiklerindeki  degisikliklerin,  plazma
membranindaki proteinlerde goriilen degisikliklere bagli oldugu diisiiniilmektedir.
Memeli ektoplazma yapilarindaki aktin gruplarinin olusumu ve aktin filamanlarinin
altigen seklindeki konumlari, epiteldeki biiytik hiicrelerarasi baglantilarin giiclenmesi
ve duragan olmasinda rol oynamaktadir. Epitelde hiicreler asamali olarak
spermatogenez sirasinda ve plazma membraninin diizensiz hatlarinin  oldugu
bolgelerde yerlerini ve sekillerini degistirirler. Bu 0Ozellikle Sertoli hiicrelerinin
spermatid bas kisimlarina baglandig1 apikal bolgelerde gecerlidir. Spermatogenez
sirasinda ektoplazma yapilardaki aktin gruplarmin, olgunlasan spermatid bas
kisimlarinin sekline uygun olacak sekilde degistigine dair yapilan gozlemler, iliskili

islevle uyumludur.
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Sitokalazin D’nin intratestikiiler enjeksiyonundan sonra, Sertoli hiicreleri ile uzayan
spermatidler arasindaki baglantinin kaybolmasi (Russell ve ark. 1988) ve bazal
kompleks olusumlarin yapisal ve islevsel biitliinliiglin bozulmas: (Weber ve ark.
1988) aktin filamanlarinin plazma membranindaki baglayici kisimlart sabitledigi

ettigi diisiincesi ile birebir ortiismektedir.

2.4.4. Ektoplazma ozellesmeleri (EO)

Ektoplazma 6zellesmeleri, seminifer epitelin bazal ektoplazma 6zellesmelerinde ve
apikal ektoplazma Ozellesmelerinde testise 0zglin olan aktin-temelli baglayici
islevsel birimidir (Russell 1977, Vogl ve ark. 2000, Mruk ve Cheng 2004). Hem
bazal hem de apikal EO’in Sertoli hiicrelerinin plazma membrani ile endoplazmik
retikulumun sisternasi arasinda altigen seklinde aktin gruplari bulunmaktadir. BEO,
KTB’deki Sertoli-Sertoli hiicresi arayiiziinde bulunmaktadir ve siki baglant1 (SB),
desmozom-tipi baglantilar ve oluklu baglantilarin (OB) yanindadir. Apikal
ektoplazma Ozellesme, gelisen ve uzayan spermatidlerin bas kisimlari ile (sigan ve
fare testislerinde basamak 8 spermatid ve 6tesi) Sertoli hiicrelerinin arasinda bulunur.
Daha sonra apikal tubulobulbar kompleksinin (TBK) uzayan spermatidin bas kismina
gelmesi gerceklesir ve bu, yetiskin fare testislerinde seminifer epitel dongiisiiniin
VIII’inci fazinda olugan spermiyasyondan sadece birka¢ saat once olur (Russell

1977).

Sertoli hiicrelerinin bazal kisimlarindaki baglantilarda ektoplazma olusumlari
birbirine bitisik olan hiicrelerde meydana gelirler ve bu nedenle baglantilar ¢ift
taraflidir. Ektoplazma yapilari, siki ve oluklu baglantilar gibi diger baglant1 ¢esitleri
ile de ortlismekte ve biitiinlesmektedir (Dym ve Fawcett 1970, Pelletier ve Friend
1983, Pelletier 1988) (Sekil 2.4.4.). Desmozom tipi baglantilar ve diger baglanti
cesitleri ile birlikte ektoplazma yapilar biiyiik baglantt kompleksleri olustururlar. Bu
yapilardaki siki baglantilar ve adherens baglantilar ise “kan-testis” ya da “kan-

Sertoli” bariyerini olustururlar.
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Sekil 2.4.4.  Sicanlarda bazal EQ’lerin elektron mikrograflari. A, karsihkhi iki EO’de ki siki
baglantilar (ok baslar1) B, Adezyon kompleksi olarak oluklu baglantilar (ok baslar1). C,
EO’ler ile yakin benzerlik gosteren braket ile siirlar1 belirtilen desmozom-benzeri
baglantilar, AF: ara filamanlar.

2.4.5. Bazal ektoplazma 6zellesmeleri (BEO)

Kaderinler (Lee ve ark. 2003) ve nektin-3 (Ozaki-Kuroda ve ark. 2002) BEO’de
bulunan iki adherens baglanti (AB) transmembran proteinidir. Yakin zamanda
yapilan ¢alismalar BEO ve siki baglanti proteinleri arasinda bir baglanti
mekanizmasi oldugunu gostermistir ve bu durum periferal komponentler, kateninler
ve ZO-1 (Yan ve Cheng 2006) vasitasiyla olmaktadir. Bunu da KTB’nin bariyer
olma islevini giiclendirerek ve KTB’yi “en sik1” kan-doku bariyerine doniistiirerek
saglamaktadirlar. Bu mekanizmanin seminifer epitel dongiisiiniin  VIII’inci
asamasinda preleptoten/leptoten evrelerindeki spermatositlerin  KTB iizerinden

gecisini kolaylastirdigi ileri siiriilmiistir.
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Siki baglanti ve BEO proteinleri bariyer iizerinden germ hiicrelerinin gecisini
kolaylagtirmak i¢cin KTB yeniden yapilanmasi sirasinda “baglantisiz” kalmaktadirlar.
Diger taraftan bazal ve apikal EO arasindaki karisik mekanizmalarin anlasilabilmesi
icin daha fazla calismaya ihtiya¢c duyulmaktadir. Bazal membran yakinindaki
KTB’nin “acilimi” (yeniden yapilanmasi) ile epitelin liiminal kismindaki
spermiyasyonda apikal TBK’in bozulmasi hemen hemen ayni1 zamanda olugsmaktadir
ve de her iki yapinin da Sertoli hiicresi epitelinin zit uclarinda olmasi sebebiyle bu
aktivitelerin Sertoli hiicresi tarafindan gergeklestirildigi diistiniilmektedir. Yakin
zamanda yapilan galismalar, fokal adezyon kinazin (FAK) BEO’ye girisinin KTB’de
kisitlandigini ve de onun aktive edilmis ve fosforlanmis bi¢imi olan fosforile FAK’1n
(pFAK) AEQ’ye girisinin kisitlandigin1 gostermektedir (Vogl ve ark. 2008) ve bu da
AEO ve BEO’de bulunan protein kinazlarin Sertoli hiicresi epitelinin zit uclarinda
olusan farkli aktivitelerin arasindaki ¢apraz iligkilerin koordinasyonunda 6nemli rol

oynayabilecegini gostermektedir.

2.4.6. Apikal ektoplazma 6zellesmeler (AEQO)

Ektoplazma yapilar ii¢ kistmdan olusurlar. Bunlar aktin tabakasi, filaman tabakasinin
bir tarafindaki hiicreler aras1 baglanti ile ilgili olan plazma membraninin kisimlar1 ve
de digerinde bulunan endoplazmik retikulumun sisternalaridir (Dym ve Fawcett
1970, Russell ve Peterson 1985, Vogl 1989, Vogl ve ark. 2000, Lee ve Cheng 2004).
Ektoplazma yapilardaki hiicreler arasindaki aralik 9 nanometre kadar daralmaktadir
(Dym ve Fawcett 1970). Ektoplazma olusumlar Sertoli hiicrelerinde iki boliimde
gerceklesirler (Sekil 2.4.6.). Seminifer epitelin apikal bolgelerindeki Sertoli hiicreleri
ile spermatidlerin arasindaki heterotipik baglant1 yerlerinde; (2) Seminifer epitelin

bazaline yakin boliimdeki Sertoli hiicrelerinin homotipik baglantilarinda.

Apikal bolgelerde, spermatidler polarize olup apikal Sertoli hiicresi kriptlerine
yerlesince, ektoplazma yapilar birlesirler. Ektoplazma yapilar Sertoli hiicrelerinde
spermatik bag kistmlarinin akrozomal bolgeleri yakinindaki kriptlerde gergeklesirler.
Ektoplazma yapilara benzer olusumlar spermatid bas kisimlarinda gelisim

gostermezler.

Spermatogenezin belli asamalarinda ve 6zellikle sicanlarda V. evrede, ara filaman
baglantilar1 (desmozom tipi), spermatid bas kisimlarinin arkasina yakin bolgelerde

ektoplazma yapilara katilirlar (Amlani ve Vogl 1988, Guttman ve ark. 1999) ve daha
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sonrasinda ortadan kaybolurlar. Spermatidler seminifer epitelden mekanik olarak
ayrildiklarinda, ektoplazma yapilar hiicre ylizeylerinde kalirlar ve bu da baglantinin
ti¢ bileseninin yapisal bir biitlinliik olusturdugunu gostermektedir (plazma membrani,
aktin filamanlari, ve Sertoli hiicresinin endoplazmik retikulumu (Romrell ve Ross

1979).

D
! Aktin

Plazma
membrani

ektoplazmik
ozellesmeler

o -

Sekil 2.4.6. Apikal be bazal ektoplazma 6zellesmeler (sigan) (Cheng 2008). A, Konfokal mikroskop
ile goriintiilenen yaklasik evre V’de goriilen apikal EO ve bazal EO; aktin kirmizi,
¢ekirdek mavi. B, Faz Kontrast mikroskobu ile goriintiilenen uzamis spermatid. C, B’de
ki uzamis spermatidin bas bdlgesine tutunmus olan Sertoli hiicresi apikal EO aktin
boyanmasi (kirmiz1). D, Bazal EO elektron mikroskop goriintiileri. E, Apikal EO elektron
mikroskop goriintiileri
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Calismalardan elde edilen kanitlar dogrultusunda, EQ’lerde integral membran
adezyon molekiillerinin, integrin (Palombi ve ark. 1992, Salanova ve ark. 1995),
nektin 2 (Ozaki-Kuroda ve ark. 2002) ve JAM-C (Gliki ve ark. 2004) oldugu ortaya

konmustur.

2.4.7. Tiibiillobulbar kompleks (TBK)

Tiibiilobulbar kompleksler, seminifer epiteldeki hiicreleraras1 baglantilarin apikal ve
bazal bolgelerinin incelikle iglenmis yapilardir. Sperm salinmasi i¢in pek ¢ok kez
diizenlenmesi gerekli olan Sertoli hiicreleri ve spermatidler arasindaki adezyonun
apikal bolgelerinde yerlesim gosterirler (Sekil 2.4.7.) (Russell ve Clermont 1976).
Bu apikal lokasyonda, yapilar, komsu Sertoli hiicrelerinin spermatid baslarinin
plazma membrani ile yaptig1 invaginasyonlaridir. Aktin filaman ag1 Sertoli
hiicresinin uzun tiibiiler invaginasyonlarin1 endoplazmik retikulum sisternalarina
yakin olarak adeta kelepgeler. Bu komplekslerin terminal parcalari, pek ¢ok vezikiil
ile karakterizedir ve bazilar1 lizozom olarak tanimlanmaktadir (Russell ve Clermont

1976, Russell 1979).

Kaplanmis

Tubiilo gukurcuklar - v/ezik(iller

bulbar

kompleks
Kompleksin
distal tubtlar
bolgesi ile
iligkili aktin agi

Kompleksin bulbus
bolgesi ile ilgkili
endoplazmik
retikulum

Kompleksin
proksimal tubular
bolgesi ile iligkili
aktin agi

Sekil 2.4.7. Tiibiilobulbar kompleksin sematik ¢izimi. Apikal bolgelerdeki yapilarin gosterilmesi
(Russell 1979).
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Tiiblilobulbar kompleksin dnerilen pek ¢ok islevi vardir. Sperm salinmasindan 6nce
ki son yapilar olarak tanimlanan bu kompleksler spermatidin Sertoli hiicresi ylizeyine
tutunmasinda rol oynadigi (Russell ve Clermont 1976, Russell 1979), Sertoli hiicresi
icin spermatidten geri alinmasi gerekli atik sitoplazma i¢in yon verdigi (Russell
1979) ve son olarak, spermatidin seklinin diizenlenmesinde morfolojik olarak

yonlendirdigi diisiiniilmektedir.

2.5. Kan-testis bariyerini (KTB) etkileyen faktorler

2.5.1. Yas ve hormonlar

Daha once de belirtildigi gibi, seminifer tiibiillere belirli boyalarin giris yapmasi
lizerine yapilan caligmalar, bu boyalarin yalnizca 20 giinden daha fazla yasi olan
sicanlarin tiibiillerine girmedigini gostermistir (Kormano 1967). Ayrica, siganlarin
testislerinin interstisyel dokularia enjekte edilen elektron-opak isaretleyicilerin yasi
16 giinliikten az olan sicanlarda kolaylikla tiibiillere girdikleri goriilmiistiir. 16 ve 19
giinliik olan sicanlarda, Sertoli hiicrelerinin arasinda kapanan baglantilar olusur ve
s6z konusu maddelerin tiibiiler liimene girisi engellenmis olur (Vitale ve ark. 1973).
Olgun olmayan si¢anlarin testislerinde, bosluk baglantilari bulunsa da kapanan
baglantilar bulunmamaktadir. Diger taraftan hipertonik lityum kloriir perfiizyonu,
olgun testislerdeki Sertoli hiicresi baglantilar1 disindaki hiicrelerin biiziismesine
sebep olmustur ve bu durumun baglant1 i¢ kisimlarina etkisi olmamstir. 13 giinliik
sicanlarin testislerinde, hiicresel biizlisme tiibiiller iizerinden gergeklesmistir (Gilula
ve ark. 1976). Hipertonik soliisyona maruz kalma sonucunda olusan adliiminal
hiicrelerin biiziismesi 14-18 giinliik olan siganlarda azalis gostermistir (Russell ve
ark. 1989). Benzer sekilde, kobaylarda Sertoli hiicresi baglanti kompleksleri
dogumdan sonraki 15 glinde olusmaktadir (Gilula ve ark. 1976) ve farelerde ise bu
baglantilar 16 giin sonra olugmaktadir (Nagano ve Suzuki 1976) 15 giinliik
sicanlarda, bariyer seminifer tlibliliin germ hiicrelerinin pakitene ulastiklar:
kisimlarinda olusur (Bergmann ve Dierichs 1983). Djungarian hamsteri (Bergmann
1987) gibi mevsimsel iireyen cinslerde lireme sezonunda elektron opak isaretleyiciler
Sertoli hiicresi baglantilarinin  disinda kalmaktadir fakat testikiiler regresyon
sirasinda s6z konusu partikiiller tiibiillerden iceri girerler. Vizon {izerinde yapilan
calismalarda goriilmistiir ki isaretleyicinin tiibiillerin diginda kalmasi herhangi bir

germ hiicresinden ziyade tiibiil liimenine bagli olarak ger¢eklesmistir.
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Seminifer tiibiillerdeki liimen gelisimi asamali olarak gergeklesir, dogumdan sonraki
10.giinde baglar ve cap1 30. giine kadar yavasca biiylir ve 50. giinden sonra bu
biiyiime hizlanir (Setchell ve ark. 1988, Setchell ve ark. 1996). Testis agirligina gore
stv1 salgilanmasi siganlar 45 giinliik olana kadar artmaya devam eder (Setchell 1970,

Russell ve ark. 1989).

Kan-testis bariyerinin bir gostergesi olan Sertoli hiicrelerinin iki bdliimiindeki
transepitelyal elektriksel diren¢ (TER) olusumu, FSH ile giinlerce geciktirilebilir ve
olusmasindan sonra diiser, kontrol diizeylerine gelir ve ylikselir. Testosteron tek
basina TER’in hizli yiikselmesine neden olur ve testosteron ile folikiil stimiilan
hormon (FSH) birlikte daha yiiksek TER seviyelerine sebebiyet verir.
Dihidrotestosteron, testosterondan daha etkili olmustur ve 6stradiyol etkisiz kalmistir
(Janecki ve ark. 1991). Kiigiik miktarlardaki dibutiril siklik adenozin monofosfat
(cAMP), TER gelisimini harekete gec¢irmistir. Diger taraftan yiiksek dozlar
engelleyici olmustur. Kolera toksin, FSH’a benzer etki gdostermistir (Janecki ve ark.
1991). Okludinin proteazom-duyarli ubikutinlesmesi cAMP’in Sertoli hiicresi
baglantilarina etkisine aracilik etmistir (Lui ve Lee 2005). TGF-B3 ayrica kan-testis
bariyer dinamiklerini diizenlemektedir ve bunu p38 MAP kinaz (p38 MAPK) sinyal
yolu Tlzerinden okludin ve ZO-1'in istikrarli diizeylerini  belirleyerek
gerceklestirmektedir (Xia ve Cheng 2005). Sicanlarin testislerine direk olarak enjekte
edilen timor nekroz faktorii (TNF), okludin, zonula okludin-1 ve N-kaderin
diizeylerini diisiirerek kan-testis bariyerini gecici olarak bozabilmektedir (Li ve ark.

2006).
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2.5.2. Kadmiyum ve diger toksik maddeler

Memelilerin ¢ogunda testisler, diger dokularin aksine kadmiyum tuzlarinin etkilerine
asir1 derecede duyarhidirlar. ik incelemelerde (Chiquoine 1964) testislerin kan
damarlar tizerinde durulmustur ve kadmiyum kloridin bir kere enjekte edilmesinden
birka¢ saat sonra vaskiiler gec¢irgenligin artmasi sonucu si¢anlarda testis kan
akiminin azaldigr goriilmiistiir (Waites ve Setchell 1966). Daha sonra yapilan
caligmalar kan-testis bariyerinin rubidyum gecirgenliginin vaskiiler geg¢irgenlikten
daha once oldugunu goéstermektedir (Setchell ve Waites 1970). Gine domuzlarinda
ise, deri altindan enjekte edilen akriflavin ile, interstisyel dokunun lekelenmesi
seminifer tiibiillerdeki lekelenmelerde goriilen artislardan daha 6nce olusmustur
(Johnson 1969). Fakat kiiclik dozlardaki kadmiyum, vaskiiler sistemde goriilebilir
degisikliklere sebep olmadan spermatogenezi etkileyebilmektedir ve bu etkiler ¢inko
tuzlart uygulanarak azaltilabilir (Lee ve Dixon 1973). Cift odacikli birimlerde,
Sertoli hiicresi kiiltlirlerinin kadmiyum tuzlarina maruz birakilmalari, TER ile ilgili
olarak ilerleyici ve doz-bagimli bir diislise neden olmustur (Chung ve Cheng 2001).
Sicanlarin kiigiik dozlarda kadmiyum klorid ile islem gérmesi, enjeksiyondan 24 saat
sonra Sertoli hiicrelerinin siki baglantili mikrofilamanlarinda degisikliklere sebep
olmustur fakat 4 saatin sonunda herhangi bir degisiklik gozlenmemistir (Hew ve ark.
1993). Kadmiyumun oldugu durumlarda TER ile ilgili gbzlemlenen diislis miktar
testosteron ve FSH ilave edildiginde artmistir (Chung ve Cheng 2001). Bariyerin
bozulmasi, testikiiler TGF-B2 ve 3 ile fosforlanmis p38 MAPK ile aktive olan protein
kinaz1 gecici olarak yiikselmesi ile iligkilidir ve bunun dogal sonucu olarak bariyer
boliimiindeki okludin ve ZO-1 miktarlarinda kayip goézlemlenmektedir (Wong ve
ark. 2004). KTB’ nin bozulmasi sirasinda Sertoli-Sertoli hiicresi baglantilarindaki a2-
makroglobulin miktarinda artis goriilmiistiir (Wong ve ark. 2005). Baz1 farelerin
testislerinin kadmiyum etkilerine kars1 daha dayanikli olmalar ilgingtir ve bu durum
testislere daha az miktarda kadmiyum gitmesi ile iligkilidir. Kadmiyum tastyicisi
doyurulabilirdir ve ¢inko ile engellenebilir fakat kalsiyumla baskilanamaz ve de
tiibiiler  hiicrelerle 1ilgili olmayip biiyiikk olasilikla endotelyal hiicrelerde
bulunmaktadir (King ve ark. 1999). Sicanlarda kan-testis bariyerinin biitliinliigii, bir
mikrofilaman onleyici olan Sitokalazin D ile intratestikiiler bir uygulanma yapilmasi

ile degisiklige ugrar (Weber ve ark. 1988).

24



Bununla ilgili kanitlara elektron-opak isaretleyicilerin penetrasyonu iizerine yapilan
caligmalarla, hipertonik soliisyonlarin perfiizyonu ile radyoaktif inulinin seminifer
tiibiiler siviya gegisinin etkileri goriilerek ulasilmistir. Siganlarin testislerine enjekte
edildiginde kan-testis bariyerini bozan bir diger madde ise gliseroldiir. Bu
hayvanlarda seminifer tiibiillerin ve rete testislerin sivilarina giren radyoaktif inulin
ve albiimin miktarlarinda artis gézlemlenmistir (Eng ve ark. 1994) ve bu hayvanlarda
ayrica Sertoli hiicrelerinde siki  baglantili  mikrofilamanlar, okludin ve
mikrotiibilillerde bozulmalar goriilmiistiir (Wiebe ve ark. 2000). Kan-testis bariyerini
etkileyen diger maddeler arasinda heksanediyon (Hall ve ark. 1991) cis-platin
(Pogach ve ark. 1989) sarin (Jones ve ark. 2000) DEET (Abou-Donia ve ark. 2001)
bulunmaktadir fakat paslanmaz ¢elik korozyon iirlinleri, kan-testis bariyerini
etkilemeden spermatogenezi etkileyebilmektedirler (Pereira 1995) Bisfenol A
(Toyama ve ark. 2004) ve Adjudin (AF 2364) (Mruk ve Cheng 2004) gibi diger
uygulamalar, kan-testis bariyerini etkilemeden, Sertoli hiicreleri ile spermatidler

arasindaki baglantilar1 bozmaktadirlar.
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2.6. Kan testis bariyeri diizenlenme dinamigi

2.6.1. Fokal adezyon kinaz (FAK) iliskisi

Memeli hiicrelerinde 125 kDa sitosolik protein olan FAK, c-Src’nin bir alt sinyal
yolagidir. FAK ilk olarak 1992 yilinda tavuk embriyo fibroblastlarinda kesfedilmistir
(Schaller ve ark. 1992). Aym yil farelerde de bulunmustur (Hanks et al., 1992).
Insanda PTK2 kodlu protein tirozin kinaz 2 (PTK2)’dir (Andre ve Becker-Andre
1993) ve bulundugu yer ise 24.3 pozisyonunda 8 nolu kromozomun uzun kisminda
(q)’dir (diger bir degisle: sitogenetik yerlesimi: 8q24.3) (Fiedorek ve Kay 1995).
FAK’in pek ¢ok hiicre aktivitesinde yer aldigi bilinmektedir. Bunlar hiicre
baglantilarinin kurulumu ile ekstraseliiler matrikste hiicre gociiniin saglanmasi, F-
aktin dinamiklerinin diizenlenmesi ve integrin bazli reseptorlere sinyaller
aktarilmasidir (Hall ve ark. 2011, Cheng ve Mruk 2012, Wehrle-Haller 2012,
Pentassuglia ve Sawyer 2013).

Fokal adezyon kinaz, tim memeli hiicrelerinde ve/veya dokularinda bulunmaktadir
(Cheng ve Mruk 2012). FAK ayn1 zamanda fibrotik hastaliklar (Lagares ve Kapoor,
2013) ile timoérogenez (Ucar ve Hochwald 2010, Lechertier ve Hodivala-Dilke 2012,
Claesson-Welsh ve Welsh 2013) gibi pek ¢ok hastaligin terapi hedefidir. Zira timor
hiicrelerinin proliferasyonu, go¢ etmesi ve yayilmast ile iliskili olan pek ¢ok kanser
cesidinde asir1 derecede iiretilmektedir. Yakin zamanda yapilan ¢alismalar FAK’in
tiimor gelisimi sirasinda hiicre apoptozu (Wang ve ark. 2014) ve T hiicre sinyallesme
islevi ile ilgili oldugunu ortaya koymustur (Chapman ve ark. 2013). FAK, c-Src’nin
bir alt yolagi olarak ve FAK-Src ¢ift kinaz kompleksi kanser tedavisinde onde gelen
tyilestirici bir hedeftir (Mitra ve Schlaepfer 2006, Bolos ve ark. 2010, Ammoun ve
ark. 2014).
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Sekil 2.6.1. Farkli FAK domeynlerinin sematik ¢izimi. A, Fokal adezyon kinaz yapisal 6zellikleri ve
domeynleri, B, Reseptor olmayan kinaz ailesi iiyeleri ve domeynleri. (Gungor-Ordueri
ve ark. 2014).

Fokal adezyon kinaz niikleer sinyalizasyon ve inflamasyon ile iliskili gen
transkripsiyonunun diizenlemesi ile iliskilidir (Lim ve ark. 2012). Hepsi birlikte
degerlendirildiginde, bu bulgular FAK’1n memelilerin hem saglik hem de hastalik
durumlanyla ilgili fizyolojik agilardan 6nemini ortaya koymaktadir. FAK i farkli
islevsel durumlart ile FAK ile bazi ortak 6zellikleri bulunan benzer reseptor olmayan
protein kinazlarinin 6zeti Sekil 2.6.1.°de verilmistir. Fokal adezyon kinaz, N-
terminali yakininda bir FERM domeyni ile onu izleyen katalizor kinaz domeyni ile
C-terminali yakinindaki bir fokal baglayici odaktan (FAT) olusmaktadir (Zachary ve
Rozengurt 1992, Hall ve ark. 2011). Diger protein tirozin kinazlarin katalizor
domeynlerini muhafaza eden analog motiflerini i¢eren merkez kinaz disindaki diger
ikisi olan FERM ve FAT domeynleri, su ana kadar bilinen diger protein tirozin
kinazlarla belirgin bir homoloji sergilememektedir (Sekil 2.6.1.). Ornegin FAK,
plazma membran birlesmesi (asilasyon bolgeleri) i¢in gerekli olan motifleri igermez
ve ayni sey, FERM ve FAT alanlarindaki diger protein tirozin kinazlarina benzerlik

gosteren Src homoloji 2 (SH2) veya SH3 alanlar1 i¢in de gecerlidir. Boylece FAK
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icinde, diger protein tirozin kinazlarinda oldugu gibi protein-protein etkilesimini
meydana ¢ikarabilecek SH2 ya da SH3 alanlar1 bulunmamaktadir. SH alanlarinin
eksikligini kapatabilmek i¢cin FAK etkilesim iginde olabilecek proteinler
bulunmaktadir. Bu proteinler, PI-3K (fosfoinositid 3-kinaz), Grb7 (biiyiime faktor
reseptor-baglayici protein 7), PLCy (fosfolipaz C-y), p130Cas (Crk-iligkili substrat),
ve prolinden zengin 1 bolgesi araciligiyla olusan digerlerdir (Kemphues ve ark.
1988). Yerlesik olduklar1 yer ise FERM alani ile FAT alanindaki PRII ve PRIII
kisimlanidir (Sekil 2.6.1.). Boylelikle FAK, katalizor alandaki c-Src ile aktivasyonu
sonrasi protein tirdzin kinaz olarak hareket etmesinden ayri olarak, ¢ok fazla sayida
proteini devreye sokarak bir sinyallesme platformu da olugturmaktadir ve buna ¢oklu
uyarlayicilar ve protein kinazlar dahil olacak sekilde hiicresel aktivitelerin

diizenlenmesi i¢in dev bir protein kompleksi olusturulmasi da dahildir.

2.6.2. Aktin temelli hiicre iskeleti ve fokal adezyon kinaz (FAK)

Testislerde seminifer tiibiiller spermatozoa iireten islevsel birimlerdir. Her erkek
~12-13 yaslarinda ergenlige girmesinden sonra ve yetigkinlik yillar1 boyunca giinde
~400 milyon sperm iiretir. Siganlar ise dogumdan sonra 45 giinliik oluktan sonra
spermatogenez ile ~70 milyon sperm iiretirler (Johnson ve ark. 1980, Amann 2008)
ve bu tliretim Sertoli ve germ hiicreleri bulunan seminifer epitelinde gergeklesir.
Sperm iretimi, Sertoli-Sertoli ve Sertoli-germ hiicre arasindaki baglanti
komplekslerinin varligina ve spermatogenez sirasinda ve 6zelllikle spermiyogenez
esnasinda germ hiicresi morfolojisinde olusan hizli degisikliklere bagli olarak
stirdiiriiliir. Seminifer epitel dongiisiiniin devamliligi ve KTB’nin yeniden kurulumu
icin hizli “baglanma” ve “ayrilma” diger bir deyisle” a¢ilma” ve “kapanma”
mekanizmasi gereklidir. Ayn1 sekilde spermatogenezin epitel dongiisiinde kan-testis
bariyerini gecip bazal boliimden adliiminal bdliime seminifer epitelinin {izerinden

germ hiicresi gecisi de gergeklesmektedir (Sekil 2.6.2.).

Integrinlerin, FAK, Ras-iliskili C3 botulinum toksin substrat-1 Guanozin trifosfat
fostat (Rac GTP’ler) ve uyarlayici proteinlerin koordinasyonunu gerektiren hareketli
hiicrelerin aksine (fibroblastlar, makrofajlar, lenfositler ve metastatik tiimor
hiicreleri) (e.g., talin, vinsiilin, paksilin) (Lechertier ve Hodivala-Dilke 2012,

Wehrle-Haller 2012) spermatositler ve spermatidler hareketli hiicreler degildir.
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Aksine, preleptoten spermatositleri KTB iizerinden bazal bolimden adliiminal
boliime epitel dongiisiiniin VIII. evresinde mayoz I/II’ye hazirlanmak i¢in Sertoli
hiicreleri tarafindan tasinmaktadirlar. Hatta, mayozdan elde edilen spermatidler epitel
dongiisii sirasinda adliiminal boliim tizerinden ileriye ve geriye tasinmaktadirlar ve 1-
19 spermatidler epitelden ayrilirlar ve bu durum tiim basamak 19 spermatidler epitel
dongiisiiniin VIII. evresinde seminifer tiibiil liimeninin kenarinda diizgiin bigimde
dizilmesine kadar devam eder ve spermiyasyon sirasinda sperm salinimindan 6nce
spermatozoaya doniisiim gergeklesir (Mruk ve Cheng 2004, Mruk ve ark. 2008,
O'Donnell ve ark. 2011) (Sekil 2.6.2.).

Goritilmektedir ki, epitel dongiisii sirasinda filamentéz aktin (F-aktin) yapisinda
yogun degisiklikler meydana gelmektedir. Diger taraftan, hiicre iskeleti dinamiklerini
diizenleyen molekiiler mekanizmalar halen bilinmemektedir. Yakin zamanda yapilan
caligmalar memeli testislerindeki F-aktin yapisiin iki ¢esit aktin diizenleyici protein
tarafindan diizenlendigini ortaya koymustur. Bu proteinler aktin-gruplu ve dallanmis
olan aktin-polimerizasyon proteinleridir ve bunlar spermatogenez sirasinda hiicre
seklindeki degisikliklere uyum saglamak ve germ hiicre gegisini kolaylastirmak i¢in
esnek bir sekilde hareket ederler. Baz1 kisitl sayidaki ¢aligmalar bu aktivitelerdeki
FAK’1n roliinii ortaya ¢gikarmaktadir. Epitel dongiisii sirasinda, tiibiilin-bazli hiicre
iskeletinin islevi ile testisin mikrotiibiiler dinamiklerinde FAK 1 rolii biiyiik oranda

bilinmemektedir (Tang ve ark. 2013).
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Sekil 2.6.2. Sigan testisinde seminifer epitelin anotomik o6zelliklerinin sematik ¢izimi (Gungor-

Ordueri ve ark. 2014).

Fokal adezyon kinazda alt1 fosforilasyon bdlgesi bulunmaktadir (Tyr-397, -407, -
576, -577, -861 ve -925). Bu giine kadar sigan testislerinde sadece p-FAK-Tyr’”’, -

Tyr407, ve —Tyr576 iizerinde ¢alisilmistir ve bunlar fare testislerinde p-FAK-Ty 28
Tyr*®, ve —Tyr®*"*ye karsilik gelmektedirler. FAK 1n ii¢ cesit fosforlanmis sekli de

sigan testislerinin epitel dongiisii sirasinda seminifer epitelde zamansal-mekansal ve

yer Ozelinde ifade edilmektedir.
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Ornegin, p-FAK-Tyr”’ ve —Tyr'’® AEQ’de fazlasiyla sentezlenirken BE(O’de
goriilmemektedir. Erken evre VIII tiibiillerinden ¢ok VII. evredeki tiibiillerde
yerlesimleri smirlanmistir ve de spermiyasyonun olustugu ge¢ VIII. evrede
yerlesimleri 6nemli Sl¢iide azalmistir (Siu ve ark. 2003, Lie ve ark. 2012). Bu
bulgular, spermiyasyon sirasinda sperm salinana kadar spermiyogenez sirasinda
seminifer epitelde spermatid-Sertoli baglantilarinin olugsmas1 ve FAK formlarinin
AEO’nin biitiinliigiiniin saglanmas i¢in gerekli olabilecegini gdstermektedir. Diger
taraftan, p-FAK-Tyr*”" hem apikal hem de BEO’de goriilmektedir. Fakat p-FAK-

Ty

1n goriilmesi VIII. evrenin sonlarmda AEQ’de neredeyse tespit edilemeyecek
diizeylere inmistir ve bu durum spermiyasyondaki sperm saliverilmesine denk
gelmektedir. Fakat BEO’de goriilmesi hayli yiiksek diizeydedir. Bu da p-FAK-

4

Tyr*’nin  AEO’deki etkilerinin yamisira, KTB’de Sertoli hiicresi baglanma

fonsiyonunun diizenlenmesinde etkili olabilecegini gostermektedir (Lie ve ark. 2012)

2.7. Fokal adezyon kinaz, hiicresel Src kinaz (c-Src) ve ezrin iliskisi

Reseptdr olmayan protein tirozin kinazlarin, kemirgenlerde en ¢ok calisilani c-
Src’dir.  Src  kinazlarin; embriyonik gelisimde, hiicre biiylimesinde, hiicre
hareketinde, hiicre-matriks yiizeyindeki ve fokal adhezyon kompleksteki aktin-hiicre
iskeleti dinamiginde ve FAK’a benzer olarak integrin-tabanli sinyallesmede gerekli
oldugu kanitlanmistir (Tegtmeyer ve Backert 2011). Kan-testis bariyerinde ise c-
Src’nin BEO’de, N-kaderin ile (Lee ve Cheng 2005) ve FAK ile yapisal olarak
iligkili oldugu gosterilmistir (Yan ve Cheng 2006). Ayrica, c-Src’nin KTB’de yapisal
olarak desmoglin-2 ile etkilesime girdigi de ortaya konmustur (Lie ve ark. 2010). Ek
olarak, c-Src, KTB’de lokalize olan MTMR?2 (hiicre i¢inde endositotik vezikiil-
kaynakli trafik olaylarindan sorumlu lipit fosfataz MTM ailesi liyesi) (Zhang ve ark.
2005) ile islevsel protein kompleksini olusturmaktadir (Mruk ve Cheng 2011). Tiim
bu bilgiler, c-Src’nin, KTB’de bulunan okludin, N-kaderin ve desmoglein-2 gibi
protein kompleksleri ile biitlinlesmis, tamamlayic1 bir yapi1 oldugunu ortaya
koymaktadir. Fokal adezyon kinaz, oksidatif stres ile indiiklenmis KTB hasarinda,
PI3K/c-Src sinyal yolaginin alt mediyatorii olarak gosterilmistir (Basuroy ve ark.

2010).
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Fokal adezyon kinazin aktive olmasi ile siki baglantilarda ve/veya AB’lardaki
protein komplekslerinin tutucu islevlerini degistirmek iizere, baglanti proteinlerinin
tirozin fosforilasyonunda artis gozlenir. ilging olarak, hiicre tipine, oksidatif stres
kaynagina ve tedavi siiresine bagli olarak FAK defosforile edilebilmektedir
(Alderliesten ve ark. 2007). Sonug olarak, oksidatif stres artisina bagli olarak, FAK,
c-Src tarafindan aktive edilir ve hiicre-hiicre yiizeyindeki baglanti proteinlerinin
fosforilasyonu gerceklesir. Adezyon kaynakli sinyallesmede ezrinin c-Src bagimli,
SH2 domeyni ile fosforillendigi (Sekil 2.7.) bilinmektedir (Srivastava ve ark. 2005).
Ek olarak, c-Src, insan kanser tiplerinde de aktive olmaktadir. Kaderin-bazli hiicre-
hiicre baglantilarinin ve aktin hiicre iskeletinin agag1 diizenlenmesini indiikler. Aktin
hiicre iskeleti ile plazma membrani arasindaki karsilikli baglantilar1 saglayan ezrinin
de insan kanser tiplerinde asir1 ekspresyon gostermesinden yola cikilarak ortak
calistiklar1 ihtimali arastirilmis ve c-Src ile ezrinin murin karsinoma hiicre hattinda

birlikte calistig1 gosterilmistir (Elliott ve ark. 2004).

"® ©® ®

Y145 Y190 T567

1 1

N[ FERM domeyn l ] IC

Sekil 2.7. Src-kdkenli ezrin Y145 fosforilasyon geri bildirim mekanizmasi (Srivastava ve ark. 2005).

2.7.1. Ezrin proteininin yapisal ozellikleri

Ezrin, radiksin, moesin (ERM), merlin ile birlikte ERM-merlin protein ailesine aittir.
Hiicre proliferasyonunun, migrasyonunun ve yasamini siirdiirmesi i¢in sinyal
molekiilleri arasinda adeta bir iskele gorevi gdérmektedir (Fehon ve ark. 2010,
Stamenkovic ve Yu 2010, Arpin ve ark. 2011, Neisch ve Fehon 2011, Morrow ve
Shevde 2012). ERM proteinlerinin hepsinde 4.1/ERM (FERM) domeyni olan

korunmus bir domeyni bulunmaktadir.
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Bu korunmus domeyni FAK, miyozin, talin, GEF gibi hiicre iskeleti dagiliml
proteinler ile ortaktir (Bretscher ve ark. 2000, Moleirinho ve ark. 2013). Bu
proteinler ERM-merlin proteinleri ile FERM domeynleri ile baglanti kurmaktadir
(Sekil 2.7.1.). Bu protein ailesinden ezrin daha c¢ok polarize epitel ve mezotel
hiicrelerinde sentezlenmektedir (Berryman ve ark. 1993, Saotome ve ark. 2004).
Ayni zamanda plazma membrani altindaki mikrovilluslar ile de etkilesimde olan
ezrini sitovilin ya da villin-2 olarak da tanimlanmaktadir (Arpin ve ark. 2011).
Ozetle, ezrin, integral membran ve sitoplazmik proteinleri aktin filamanlarina
baglamaktadir ve epitelin apikal membran bolgesindeki sik1 baglantilar1 ve adherens
baglantilar1 organize etmektedir (Bretscher ve ark. 2002, McClatchey 2003, Fehon ve
ark. 2010, Neisch ve Fehon 2011).
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Sekil 2.7.1. Ezrin, radiksin moesin ve merlin ailesi proteinlerinin fonskiyonel domeynlerinin ve
fosforilasyon bolgelerinin sematik ¢izimi (Gungor-Ordueri ve ark. 2015).
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Ezrin geni silinmig fareler, neonatal donemde normal olarak dogmaktadir (Berryman
ve ark. 1993) ancak, ezrinin olduk¢a yogun sentezlendigi ince bagirsak epitelindeki
defektler yiiziinden postpartum 21. giin 6lmektedirler (McClatchey 2003, Saotome ve
ark. 2004). Ezrin yerlesimi immiinohistokimyasal olarak fare testisinde; atik
sitoplazmada, fagozomlarda ve AEO yapilarinda gosterilmistir (Wakayama ve ark.
2009). Ancak, ezrinin, spermatogenez ve kan-testis bariyerinin olusum
asamalarindanki islevi net olarak bilinmemekle birlikte, hiicre iskeleti es proteinleri

de heniiz tespit edilmemistir.

34



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney hayvanlan

20 giinliik Sprague Dawley erkek sican yavrular1 Rockefeller Universitesi Mary M.
Wohlford Laboratuvar1 Biyomedikal Arastirma Merkezi deney hayvanlar
tinitesinden elde edildi. Her bir in vitro Sertoli hiicresi izolasyonu icin 10 adet 20
giinliik erkek sigan kullanildi. /n vivo deneyler i¢in her gruba ait en az 3 adet eriskin

sigan ile caligildu.

3.2. Primer Sertoli hiicresi izolasyonu ve kiiltiirii
Kullanilan malzemeler ve soliisyonlar

* Steril cam Erlenmayer (2 L)

* Steril kapakli cam Erlenmayer flask (125 mL)

*  %70’lik etanol

* Steril 50’lik polipropilen tiip

* Steril 15’lik polipropilen tiip

* Steril 100 mm ¢apli cam Petri

* Steril kavisli makas

* Steril kavisli pens

* Steril igne

* Steril igne filtresi

* Dulbecco’s Ham’s F12/DMEM medium (Katalog no: D2906-10X1L)

* Matrijel (Katalog no: BD 354234)

* 40 mg Tripsin (Katalog no: T4799-5G) ve 0.8 mg DNAz (Katalog no: Sigma
DN25)

* 20 mg kollajenaz (Katalog no: Sigma C0130) ve 0.2 mg DNaz igeren 40 mL
F12/DMEM

* 40 mg kollajenaz ve 0.2 mg DNaz igceren 40 ml F12/DMEM

* 40 mg hyaluronidaz (Katalog no: Sigma H3506) ve 0.2 mg DNaz igeren 40
mL F12/DMEM

* Biiylime faktorleri igeren F12/DMEM medium: 10 mg/mL insiilin (Katalog
no: Sigma [5500-250MG), 5 mg/mL human transferrin (Katalog no:
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Calbiochem/ 616424), 2.5 ng/mL EGF (Katalog no:.Sigma E1257) ve 5
mg/mL bacitracin

* 6 ve 12 kuyucuklu kiiltiir kaplar

* 24 kuyucuklu ¢ift odacikli birim

* Steril pipet uglari

* 10 mL’lik steril Pasteur pipeti

Hiicre izolasyonu i¢in uygulanan teknik asagidaki gibidir:
1- 10 adet erkek Sprague-Dawley si¢anlarin kullanilacaklart giin 20 giinliik
olmalarma dikkat edilerek secildi (1 tanesinden yaklasik 180-200 x 10° Sertoli

hiicresi izole edilecegi planlandi).
2- Hayvanlara anestezi uygulandiktan sonra kullanim i¢in hazirlandu.
3- Skrotal bolge %70 etanol ile temizlendi.

4- Testisler cikartilarak, dekapsiile etmek icin tunika albuginea ¢ikartildi ve 20 adet
testis yaklagik 10 mL F12/DMEM i¢ine 100 mm petriye yerlestirildi.

5- Bu basamaktan itibaren, kalan tiim kiiltir basamaklar1 hiicre kiltiirii

laboratuvarinda bulunan hiicre kiiltiir kabini i¢inde gergeklestirildi.

6- Tim testisler (20 total) yaklasik 10 ml F12/DMEM iceren 100 mm yeni petriye
alinarak steril kavisli makas yardimi ile yaklagik 1 mm biiyiikliiglinde pargalara

boliindii.

7- Testis parcalar1 50 mL’lik polipropilen tiiplere alinarak ve {izerine 50 mL’ye
tamamlanacak kadar F12/DMEM eklendi. Kan hiicreleri ile kontaminasyonunun

engellenmesi i¢in hafif ¢alkalama ile yikanarak ve 800 g de 2 dk santrifiij edildi.

8- F12/DMEM steril Pasteur pipeti ile aspire edilerek ve yeniden 50 mL’ye
tamamlanacak kadar F12/DMEM eklenerek, medium berrak hale gelene kadar
yikandi.

9- Testis pargalari, 40 mg tripsin ve 0.8 mg DNaz igeren 40 mL F12/DMEM ile

yeniden siispansiyon haline getirildi.
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10- Testis parcalar, steril 125 mL’lik kapakli Erlenmeyer flasklara alinarak su
banyosunda Leydig hiicrelerini ve diger interstisiyal hiicreleri serbest birakmak tizere

calkalandu.

11- Seminifer tiibiiller, 50 ml’lik polipropilenlara alindi, F12/DMEM 50 mL’yi
tamamlanacak sekilde eklendi ve 800 g’de 2 dk santrifiij edildi.

12- Seminifer tiibiiller pH:7.4 olan ve %0.01 STI, ve 0.8 mg DNAz iceren 40 mL
IM glisin, 2 mM EDTA ile siispanse edildi. Oda 1sisinda 10 dk aralikli siirelerle

calkalamalarla birlikte Leydig hiicrelerinin uzaklastirilmasi i¢in inkiibe edildi.

13- Seminifer tiibiiller tekrar 50 ml’lik polipropilenlara tasinarak F12/DMEM
eklendi 50 mL hacim doluncaya kadar ve 800 g’de 2 dk santrifiij edildi.

14- Hiicrelere, 20 mg kollajenaz ve 0.2 mg DNaz i¢eren 40 mL F12/DMEM i¢inde,
Pasteur pipeti ile hassas pipetleme uygulandi. Hiicreler Erlenmeyer flasklara alinarak
su banyosundan 5 dk calkalanarak peritiibiiler miyoid hiicrelerin uzaklagsmasi

saglandi.

15- Hiicreler, 40 mg hyaluronidaz ve 0.2 mg DNaz i¢eren 40 ml F12/DMEM iginde
hassas sekilde pipetlendikten sonra Erlenmeyer flaskalara alindiktan sonra su
banyosunda 30 dk calkalanarak ekstraseliilar matriksin majér elemani olan

hiyaluronik asit yikimi1 gergeklestirildi.

16- Hiicreler tekrar 50 mL’lik polipropilenlara alinarak ve 50 mL tamamlanincaya

kadar F12/DMEM eklenerek, 2 dk 800 g’ de santrifiij edildi.

17- Hiicreler, 15 mL’lik polipropilen tiiplere tasindi. 15 mL tamamlanincaya kadar
F12/DMEM eklenerek ve 800 g’ de 2 dk santrifiij edildi Hiicre hacmine ve deney

diizenegine bagl olarak hiicreler yeniden siispanse edildi (0.5x 10° hiicre/cm?).

18- Hiicreler, 10 mg/mL insulin, 5 mg/ml insan transferrin, 2.5 ng/mL EGF ve 5
mg/mL bacitracin iceren F12/DMEM iginde yeniden siispanse edilmek iizere

hazirlandi.
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19- Hiicreler, diisik (5 x 10* hiicre/cm?) ya da yiiksek (0.5 x 10° hiicre/cm?)
yogunlukta bir gece 6nceden matrijel ile kaplanmig kurgulanan deneye gore 6, 12, 24

kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekildi.

* Deneylerde kullanilan; ¢coklu kuyucuklu petriler, cam ince lameller ve iki bosluklu
kiiltiir kuyucuklari, hiicre canliliini ilerletmek i¢in Matrijel ile izolasyondan bir giin

once kaplandi.

** Siki1 baglanti permeabilite bariyer islevlerinin degerlendirilmesi igin hiicre

yogunlugu 1-1.2 x10° hiicre/cm” olarak belirlendi.

Enzimatik sindirim ve yikama basamaklarindan olugan Sertoli hiicresi izolasyonunun
ardindan ekilen Sertoli hiicrelerinin kiiltlirii 35 °C  ve %5 CO; lik etiivde her giin
F12/DMEM soliisyonu degistirilerek toplamda 7 giin siirdiiriildii. Sertoli hiicrelerinin
izole edildigi ve petrilere ekildigi giin, kiiltiire baslangi¢ gilinii (0. giin) olarak
kaydedildi. Hiicre adezyonunun olusumu (yaklasik 2. giin) ve ardindan KTB’nin tam
olusumunun gergeklestigi giin (yaklasik 4. giin) deney gruplar1 arasindaki farklarin

tespit edildigi giin olarak belirlendi.

3.2.1. In vitro kadmiyum klorid (CdCl,) ile indiiklenmis Sertoli hiicresi kiiltiirii
Kullanilan malzemeler ve soliisyonlar

* 6, 12 kuyucuklu kiiltiir kaplar

* Kadmiyum klorid (Katalog no: Sigma Aldrich 202908) 3 pg/mL olacak

sekilde su ile ¢oziildiikten sonra F12/DMEM iginde hazirlandi.

Izole edilen Sertoli hiicreleri 12 kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekildikten sonra kiiltiiriin
4. giiniinde 0, 3, 6, 24 ve 48. saatler takip edilecek sekilde 3 pg/mL (~15 uM) CdCl,
ile muamele edildi. Her bir saat i¢in 3’er adet kuyucuk belirlenerek zaman bagiml

hiicre eldesi saglandu.
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3.2.2. In vivo kadmiyum Kklorid ile indiiklenmis sican testisi
Kullanilan malzemeler ve soliisyonlar

* Kadmiyum klorid

* Intratestikiiler ignesi

e F12/DMEM medium

CdCl, %0.1°1ik soliisyon i¢inde 3 mg/kg viicut agirligi (v. a. ) hazirlanarak her bir
zaman noktast i¢in n=5 sayisinda sicana intraperitonel (i. p) enjeksiyon
gerceklestirildi. Daha sonra farkli zaman noktalari i¢in isaretlenen siganlar 6tenazi ile
oldiriilerek testisleri skrotumdan alinarak sivi nitrojen ig¢inde dondurularak lizat

hazirlig1 yapildi ve immiinofliioresan boyama deneyleri i¢in —80°C de saklandi.

3.3. Germ hiicre izolasyonu
Kullanilan malzemeler ve soliisyonlar

* F12/DMEM medium

* 40 nm pore ¢apinda filtre

* 100 nm pore ¢apinda filtre

* Steril kavisli pens

e Steril kavisli makas

* 50’lik polipropilen
Germ hiicreleri erigkin sicanlardan kollejenaz enzimatik sindirim, filtreleme ve
yikama basamaklarindan olusan prosediir ile gerceklestirildi. Testisler dekapsiile
edilerek tunika albugineadan wuzaklastirildiktan sonra taze serum igermeyen
F12/DMEM medyumuna alindi. Sonra seminifer tiibiiller kii¢iik pargalara ayrilarak
farkli pore 6lceklerinde (40 nm/100nm) filtrelerden gegirildi. Son olarak pelet germ
hiicreleri 800 rpm de 10 dakika immiinoblot ve PZR analizlerinde kullanilmak tizere

lizat hazirlig1 icin santrifiij edildi.
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3.4. In vitro kan-testis bariyeri olusturma ve TER ol¢ciimleri
Kullanilan malzemeler ve cihazlar

* Millipore Millicell-ERS elektirik akimi 6l¢iim cihazi

* Anot-katot elektrodlar

* 24 kuyucuklu iki birimli plate (¢ift odacikli birim) (Sekil 3.4.)
Sertoli hiicreleri Matrijel ile kapli ¢ift odacikli birimlerine 1.2x10° hiicre/cm’
yogunlukta ekildiginde, c¢ift odacikli birimler arasi epitel olusarak islevsel KTB-
gecirgenligi olusturma yetenegi kazanir. Bu birimlerdeki hiicreler ~20 mA lik
elektrige direnebilmektedirler. Elektrik akimi Millipore Millicell-ERS metre ile alt
ve st iiniteye iki elektrod yerlestirilmesi ile verildi ve dl¢iim gerceklestirildi. (Sekil
3.4.). bariyer islevi ohms (W) cinsinden 6l¢iildii. Bu 6l¢lim yiizey alani ile ¢arpilarak
hiicre epitelinde gecen transepitelyal elektrik rezistansina ulasildi. Olgiimlerden 20
dakika once ¢ift odacikli iiniteler kiiltlir kabin i¢ine alinarak oda 1sisina getirildi ve
Ol¢iim ardindan medyumlar1 yenilenerek ertesi giin yeniden Olciilmek {izere
inkiibatore alindi. Olgiimlere, kiiltiiriin basladig: giinden (0. giin) 24 saat sonra her
giin ayn saatte tekrar edilmek iizere basland ve rapor edildi. Olgiimler saat yoniinde

4 farkli noktadan o6lgiildii.
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Her bir kuyucuktan dnce bos (hiicre icermeyen ¢ift odacikli birim) 6l¢iim yapildi.

Kayitlar asagida belirtilen formiil ile desteklendi:

TER: Rezistans pilinmeyen- Rezistans pog = Rezistanshesaplanan X Etkilenen ylizey alani =

2
W cm

Ag/AgCl
elektrodlar

kompartman

bazal kompartman

Sekil 3.4. Sertoli hiicrelerinin ¢ift odacikli birim iginde yerlesiminin sematik ¢izimi. Uzun ug¢lu prob
alt birimde yer alirken, kisa uglu prob hiicrelerin yer aldig: iist birimde yer almaktadir. Nu,
Sertoli hiicresi gekirdegi.
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3.5. FAK/c-Src substrati olan ezrine 6zgii siRNA ciftleri kullanilarak, ezrin
geninin RNAI teknigi ile Sertoli hiicrelerinde in vitro baskilanmasi

Kullanilan malzemeler, soliisyonlar ve cihazlar

. Spektrofotometre

10 mg/ml insiilin, 5 mg/ml insan 2.5 ng/ml EGF ve 5 mg/ml igeren

F12/DMEM
. Ribojuice Trasnfeksiyon Ajani (Katalog no: Novagen TB332)
. OPTI-MEM serumsuz media (Katalog no: Thermo Scientific 31985070)
. siRNA giftleri: sense, 5 -GGACUUAACAUUUAU- GAGALtt-3 , antisense,

5-UCUCAUAAAUGUUAAGUCCaa-3 (s132626); and sense, 5 -
GGACAGUGCUAUGCUCGAALtt-3, antisense, 5 -
UUCGAGCAUAGCACUGUCCIHt-3 (s132627) (Ambion)

. Niikleaz igermeyen su

. Transfeksiyon belirteci siGLO (Katalog no: Dharmacon D-001630-01-XX)

Sertoli hiicresi kiiltiiriinde KTB’yi in vivo taklit eden (Cheng ve Mruk 2012)(endo ref
3); SB, BEO, oluklu baglanti ve desmozom ultra yapilar1 igeren yapisal islevsel
KTB’nin olusumunun bagladig1 giin yaklasik olarak 3. giin olarak belirlenmistir (Siu
ve ark. 2005). Hiicreler yukarida belirtilen ezrin-6zgii kiiciik interferaz RNA
(siRNA) ciftleri ve hedef gen icermeyen kontrol siRNA ¢iftleri, Ribojuice
transfeksiyon ajani kullanilarak, 150nM transfekte edildikten sonra 24 saat kiiltiire
edildi ve 24 saat sonunda ajani uzaklastirmak icin yikama gergeklestirilerek taze
F12/DMEM ile kiiltiire devam edildi. RNA interferaz etkisinin Sertoli hiicreleri arasi
KTB islevindeki degisikliklerin tespit edilmesi i¢in 24 saat sonra RNA eldesi amaci
ile, 48 saat sonra immiinoblot ve immiinofliioresan deneyleri icin hiicreler toplandi.
Immiinofliioresan deneylerinde basarili trasnfeksiyonun yapildigii gésterebilmek
(Su ve ark. 2012) amaci ile transfeksiyon soliisyonuna 1 nM siGLO kirmizi

transfeksiyon belirteci kullanildi.
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3.6. Immiinohistokimyasal (IHK) analizler

Kullanilan malzemeler ve soliisyonlar

. Bouin’s tespit soliisyonu

. Parafin

. Alkol serileri (% 50, % 70, %90, %100)
. Ksilol

. %30’luk hidrojen peroksit (H,O,) (Katalog no: 216763, Sigma-Aldrich)

. Lam/lamel

. Sitrat tamponu (10mM)

. PBS 10X STOK

. PBS 1X

. Normal keg¢i serumu

. Streptavidin- horseradish peroksidaz (HRP)

. DAB (3-amino-9-etilkarbazol)
. Olympus BX61 151k mikroskobu

Immiinohistokimya analizleri, Bouin’s tespit soliisyonu ile tespit edilen ve prafine
gomiilerek elde edilen kesitlerde, deparafinizasyon, rehidratasyon asamalarindan
sonra gerceklestirilmistir. Antijen aciga cikarma yontemi olarak 10mM sitrat
tamponu i¢inde (pH: 6.0) 10 dakika mikrodalgada inkiibasyon uygulanmistir.
Kesitler %10 normal ke¢i serumu ile bloklandiktan sonra hedef antikorlar ile (Tablo
3.6.) gece boyu +4 °C’de inkiibe edilmistir. Daha sonra kesitler, biyotinli ke¢i anti-
tavsan IgG ve ardindan streptavidin- horseradish peroksidaz ile muamele edilerek
mikroskop altinda goriintilleme i¢in renk gelistirilmesi 3-amino-9-etilkarbazol

kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Tablo 3.6. Immiinoblot, immiinopresipitasyon, immiinofliioresan ve immiinohistokimya
deneylerinde kullanilan antikorlar.

Antikor Kaynak Firma Katalog Calisma diliisyonlar1
tir numarass TP WK
Aktin Kegi Santa Cruz sc-1616 1:200/1:500
Biotechnology
Arp3  Fare  SigmaAldrich  A5979  1:3000/1:500
p1-integrin Tavsan Santa Cruz sc-8978 1:300 1:100
Biotechnology

Ezrin Fare Abcam ab4069 1:300 1:50

GAPDH Fare Abcam ab8245 1:1000 1:200

Laminin y3 Tavsan Cheng Lab. 1:100/1:100
(Yan&Cheng 2006)

Nektin-3 Tavsan Santa Cruz sc-28637 -/1:300
Biotechnology

Palladin Tavsan Protein Tech Gropu 10853-1-AP  1:1000 1:100

p-FAK-Tyr””’  Tavsan Abcam ab4803 1:1000/1:300

70-1 Tavsan Invitrogen 617300 1:300/1:300 1:100

Tavsan IgG- Sigir Santa Cruz sc-2370 1:3000
HRP Biotechnology

Tavsan IgG- Keci Invitrogen A21429 1:200
Alexa Fluor
555

Fare IgG- Kegi Invitrogen A21424 1:200
Alexa Fluor
555



3.7. Cift isaretli immunofliioresan (IF) boyama analizleri
Kullanilan malzemeler, soliisyonlar ve cihazlar

. Kriyomatriks

. % 0.1°1ik Triton-X

. Fosfat tamponlu tuz soliisyonu (PBS)

. Yuvarlak lamel (coverslip)

. Olympus BX61 fliioresan mikroskop

Cift isaretli immunofliioresan boyama i¢in, doku sivi nitrojen i¢ine alinarak
kriyomatrikse ile yapistirildiktan sonra kriyotom araciligi ile kesitler alindi. Sertoli
hiicrelerinin, ince lamelin ¢oklu kuyucuklu kiiltiir kaplarinin igine yerlestirilmesi ve o
sekilde kiiltiire edilmesinin ardindan hiicreler fikse edilerek boyama islemi
gerceklestirildi. F-aktin boyamalar1t FITC (yesil) yada rodamin (kirmizi) konjuge
phalloidin (Table 3.6) ile isaretlenirken, aym1 hiicre ya da dokuda ikinci hedef
protein farkli bir renk ile isaretlendi. Hiicre niikkleuslar1t DAPI ile isaretlenerek mavi
renkte gosterildi. Fliioresan goriintiiler Olympus BX61 fliioresan mikroskop ile
goriintiilenerek Image-J yazilim programi ile analiz edildi. Goriintiilenen hiicrelerde
ki boyamalar Photoshop in Adobe Creative Suite (version 3.0) ile birlestirildi ve

birlikte-lokalizasyonlar1 gosterildi. Antikor diliisyonlar1 Tablo 3.6°da gosterilmistir.

3.8. Immiinoblot (IB) analizleri

Kullanilan soliisyonlar ve cihazlar

. Gli¢ kaynagi

. Jel dokme tanklar1 (SL hacimli) + 6rnek yiikleme i¢in 20 kuyucuklu taraklar
. Lizat hazirligi i¢in SDS-6rnek tamponu:

. Protein dl¢timleri i¢in BCA kiti (Katalog no: Sigma BCA-1)

. PBS-Tris 10x STOK

. Sodyum dodesil siilfat (SDS)

. Tris
. Glisin
o Metanol

. Yikama soliisyonu: PBS-Tris 1X + %0.1 Tween20
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. Elektroforez soliisyonu

. %S5’lik siit tozu (Katalog no:.): 100 mL yikama soliisyonu i¢inde 5 g siit tozu
¢ozdiiriilerek hazirlanmigtir.

. Alt tank transfer soliisyonu: 72 g Glisin + 15 g Tris/ 4 L distile su i¢inde
¢Ozdiirtildiikten sonra 1 L Metanol eklenir.

. Ust tank transfer soliisyonu: 600 mL alt tank transfer soliisyonu + 6 mL
%10’luk SDS

. Ust SDS-jel malzemeleri: Akrilamid + TRIS ph: 8

. Alt SDS-jel malzemeleri

. Flioresan 1s1ma ajani: 250 mM Luminol (CgH7N30,, 5-amino-2,3-dihydro-
1,4-phthalazinedione, (Katalog no: A8511, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) + 90 mM
p-Coumaric acid (Katalog no: C9008, Sigma-Aldrich)/ dimetil sulfoksid- DMSO-
(Katalog no: D5879, Sigma-Aldrich) icinde ¢ozdiiriilerek — 20°de alikuatlar halinde
kullanima hazir hale getirildi.

. Kullanim sirasinda; %30’luk H,O, (Katalog no: 216763, Sigma-Aldrich)
eklenenerek 1s1ma oda 1sisinda alindiktan sonra Fujifilm goriintiileme sisteminin

karanlik bolmesinde sonuglar bilgisayar aracilig ile elde edildi.

Testis, Sertoli hiicreleri ve germ hiicrelerinden elde edilen lizatlar her deney igin
ependorflara toplanmis ve immiinoblot analizleri i¢in hazirlanmistir. Testis i¢in 20
ug, Sertoli hiicreleri i¢in 8ug, germ hiicreleri 30 pg protein SDS-PAGE sistemi {ist
jeline yiliklemek {izere ornek tampon soliisyonu i¢inde hazirlanmis, ylikleme,
elektroforez ve transfer islemlerinden sonra Tablo 3.6’da gosterilen hedef
antikorlarin reseptivitesinin goriintiilenmesi icin PVDF membran {izerinde Fliioresan
istma  ajan1 aracihi@  ile FUJI  film gorlintileme sistemi  kullanilarak

gerceklestirilmistir.
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3.9. Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR)

Kullanilan malzemeler ve soliisyonlar

RNA eldesi icin:

. TRIzol (Katalog no: Thermo Scientific 15596026)

. Kloroform

. izopropanol

. %75°1ik Etanol

. Dietilprokarbonat (DEPC) su (Katalog no: Sigma D5758)

Ters transkriptaz reaksiyonu icin malzemeler

(Katalog no: Ambion AM1710)

. DNAz I

. 10x DNAz I tampon

. 50 mM EDTA

. 50 mM Oligo DT

. Enzim karisimi: M-MLV RT tampon, 200 mM DTT, 10 mM dNTP, RNAz
inhibitorii (40 U/uL), M-MLV Ters transkriptaz (200 U/uL)

Primerler ile reaksiyonun kurulmasi icin:

. 5X yesil GoTag tampon

. GoTagDNA polimeraz

. MgCl, (Katalog no:..)

. Primer ¢iftleri (Tablo 3.9)

. cDNA oOrneklerinin elektroforezi i¢in DNA jeli: 24.9 ml %30 Akrilamid
(Katalog no: Biorad 1610158), 7.5 ml 10X Tris/Borate/EDTA (TBE). 0.945 ml %10
Amonyum  persiilfat APS  (Katalog no: Sigma A3678), 90 ul
Tetramethylethylenediamine TEMED (Katalog no: Biorad 1610800) 114.5 ml steril
su

Testis, Sertoli hiicreleri ve germ hiicrelerinin RNA elde etmek i¢in dokular TRIzol
ajani ile muamele edilmistir. Total RNA cDNA ya M-MLYV geri transkriptaz ile geri
transkribe edilmistir. Se¢ilen hedef genlerin cDNAlar1, gerekli primerler S16 pozitif
kontrol GoTagDNA polimeraz kullanilarak PZR ile amplifiye edilmistir.
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Tablo 3.9. RT-PZR deneylerinde kullanilan primer ciftleri

Gen Primer sekans Oryantasyon Pozisyon Uzunluk, Is;, Dongii GenBank
bp °C  No. Accessio
n No:

5'- Anti-sense 1068-
GATCCCAT 1091
ACATTTCCA

GGTCCTG-3'

5'- Anti-sense 376-
GCCAAACT 399
TCTTGGTTT

CGCAGCG-3'

5'- Anti-sense 562-
CTCCGTGA 579
AGCAGGTA

GA-3'

5'- Anti-sense 912-
GCCAAACT 929
TCTTGGTTT

CGCAGCG-3'
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3.10. Birlikte-immiinopresipitasyon (Ko-immiinopresipitasyon)(Ko-iP)

Kullanilan soliisyonlar ve cihazlar

. Rotator
. A/G PLUS-Agaroz boncuklar (Katalog no: Sigma P1925)
. Immiinoblot deneylerinde kullanilan tiim soliisyonlar ve cihazlar

Birlikte immiinopresipitasyon deneylerinde immiinoblot i¢in elde edilen proteinler
yeniden hesaplanarak kullanilmistir: Seminifer tiibiiller i¢in 600 ug, Sertoli hiicreleri
icin 300 ug protein kullanilarak geregeklestirilmistir. Boncuklar ile muamele edilen
lizatlar, santrifiij edilerek %40 doniis hizinda rotator yardimi ile Tablo 3.6.’da
gosterilen hedef antikorlarin baglanmasi saglanmistir. Elde edilen tirlinler PVDF

membran sisteminde goriintiileme alinmak {izere SDS-GEL’e yiiklenmistir.

3.11. Ezrine ozgii siRNA ciftleri kullanilarak, ezrin geninin RNAi teknigi ile
testiste in vivo baskilanmasi

Kullanilan malzemeler ve soliisyonlar

. In vitro gen baskilama deneylerinde kullanilan tiim soliisyonlar ve cihazlar

. Sican testis enjeksiyonu i¢in: intratestikiiler igne

Ezrin geninin in vivo baskilanmasi icin, 350 —375 g viicut agirhiginda sicanlar
kullanilmistir.  Siganlarin sol testislerine Ribojuice transfeksiyon ajan1 (EMD
Millipore) ve kontrol siRNA c¢iftleri, sag testisine ise Ribojuice transfeksiyon ajani
ve ezrin siRNA ¢iftleri, intratestikiiler injeksiyon ile verilmistir. Her bir testis 1.6 g,
1.6 mL hacim ile hesaplanarak transfeksiyon ajani karistmi 100 nM siRNA
konsantrasyonu icin 200ul olarak belirlenmistir. Transfeksiyon; 0. giin ve 48 saat
sonra olmak iizere toplam iki kez gerceklestirilmistir. 4. giin ve 6. giin i¢in ayri
gruplarda yer alan sicanlar diseke edilerek farkli deneylerde kullanilmak iizere testis

dokulart alinmistir.
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3.12. Histolojik analizler
Kullanilan malzemeler ve soliisyonlar
. Hematoksilen-eozin boyama seti

. Kapatma soliisyonu

Histolojik analizler spermatogenezdeki defektleri tespit etmek amaci ile
gerceklestirilmistir. Gruplar aras1 degisiklikler 80 adet rastgele segilen evre VIII ve
evre IX tiibiillerde toplamda dorder sicandan analiz edilmistir. Hematoksilen-eozin
boyanmasi ile kesitler incelenmistir. Genel morfolojiye bakilarak degerlendirilen ve
anlamli olarak tespit edilen defektler ise soyledir:

1- Spermatid taginmasinda defektler/spermiyasyon

2- Spermatid polaritesinde defektler

3- Fagositoz defektleri

3.13. In vivo kan-testis bariyeri biitiinliigii analizleri

Kullanilan malzemeler ve soliisyonlar

. Intratestikiiler igne

. FITC- konjuge inulin (Mr 4.6 kDa) (Katalog no: Sigma-Aldrich F3272)

. In vitro gen baskilama deneylerinde kullanilan s6liisyonlar

Islevsel bir test ile ezrin genel sessizlestirilen si¢an testislerinde KTB biitiinliigiiniin
bozuldugunun goserilmesi i¢in kullanilmistir (Li ve ark. 2006). Bu test, bozulmamis
Sertoli hiicresi bariyerinin fliioresan isareti, bloklama ve adliiminal kompartman
icine gecirmeme yeteneginin goriintiilenmesi ile yapilmaktadir. Kontrol RNAi ve
ezrin RNAi gruplarinda gergeklestirilmistir. 0. giin in vivo RNAIi transfeksiyonu
gerceklestirildikten 48 saat sonra ikinci transfeksiyon yapilmistir. 4. Giin ise KTB

biitiinliiglinlin dl¢timii icin KTB biitiinliigii testi uygulanmustir.
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3.14. Fliioresan yogunluk analizleri

Kullanilan malzemeler ve soliisyonlar

. Immiinofliioresan deneylerinde kullanilan soliisyonlar

Sertoli hiicrelerinde gergeklestirilen in vitro RNAi deneyleri 3 deney grubuna
karsilik 3 kontrol grubunda en az 200 hiicrenin sayilmasi ile analiz edilmistir. Sertoli
hiicrelerinde ki ya da testis seminifer tiibiiliindeki hedef proteinin fliioresan
yogunlugu Imagel 1.45 programi (US National Institutes of Health, Bethesda, MD;
http://rsbweb.nih.gov/ij) kullanilarak Ol¢iilmiistiir. Spermatid tasinmasinda bozuk
spermiyasyon, spermatid polarite kaybi ve fagozom tasinmasindaki defektlere bagh
olarak ozellikle evre VIII ve evre IX tiibiiller en az 50 tane rastgele seminifer tiibiil

secilerek degerlendirilmistir.

3.15. istatistiksel analizler

Sertoli hiicresi kiiltiiriinde her bir grup i¢in en az 3 adet ince lamel iizerine hiicre
ekimi (IHK ve IF deneyleri), kuyucuk (IB igin) ve cift odacikli birimler (TER
Ol¢timleri i¢in) kullanilmistir. Her bir veri noktasi ya da siitun grafigi 3-5 deneyin
ortalama ve standart sapma (SS) degeri kullanilarak olusturulmustur. Her bir deney
icin uygulama yapilan gruplar kontrole gore normalize edilmis ve 1’e ayarlanmistir.
Istatistiksel analizler GB-STAT bilgisayar programi kullanilarak Dunnett’s test
devaminda two-way ANOVA kullanilarak, secilen gruplarin Student’s t testi ¢iftli

karsilastirmalari ile gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Hipotezin temelini olusturan bulgular

Hipotezimizde sunulan FAK/c-Src yolagimin KTB’indeki ¢alisma mekanizmasinin
aragtirtlmasinda, bu yolakta esas sitoplazmik aktin organizasyonundan sorumlu c-Src
ile birlikte calistigi bilinen ezrin proteininin arastirilmast ilk hedefimiz olarak
belirlenmistir. c-Src substrati olan ve hiicre-hiicre baglantilarinda, gerek in vivo
gerekse in vitro kanser caligmalarinda baglanti komplekslerinin diizenlenmesinden
sorumlu oldugu bilinen ezrin geninin KTB’deki islevsel mekanizmasinin
aragtirtlmas1 i¢in RNAi teknolojisi ile baskilanmasi hedef yolagin arastirilmasi
amaciyla uygun goriilmiistiir. Ezrinin ilk olarak testiste, Sertoli hiicrelerinde ve germ
hiicrelerindeki varlig1 gosterilmis ve evreye-0zgii yerlesimleri ortaya konmustur.
Kan-testis bariyerinin diizenlenmesinde 6nemli olan seminifer tiibiil evreleri detayl
olarak 6n bulgularimizda incelenmistir. Onemli bir bulgu olarak aktin-baglayici
protein olan ezrinin kan-testis bariyerindeki yerlesimi ile, FAK/c-Src yolagini
kapsayan pek cok diizenleyici protein ile iligkili c¢alistigin1 gosterdik. Ayrica
kadmiyum klorid ile olusturulan testis hasari modelinde, ezrinin evreye-0zgii
eskpresyonu ve kadmiyum uygulamasina karsi ezrin yerlesiminin azaldigini gosteren
temel bulgularimizin paralelinde in vitro Sertoli hiicresi kiiltiiriinde de kadmiyum
modeli kullanilarak ezrin protein yerlesimi degerlendirilmis ve bu protein
baskilandiginda KTB dinamigindeki olas1 degisiklikler de ikinci temel hedef olarak

bu tez ile aragtirilmistir.
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4.1.1. Ezrin geninin testiste, Sertoli ve germ hiicrelerindeki varhiginin

gosterilmesi

Aktin-baglayic1 bir protein olan ezrin, 85kDa molekiiler agirliga sahiptir.

Sican

testisinde; Sertoli hiicrelerinde ve germ hiicrelerinde sentezlendigi gerek ezrine 6zgii

antikor kullanilarak immiinoblot yontemiyle gerekse ezrin i¢in primer ¢iftleri

kullanilarak RT-PZR yontemi ile gosterilmistir (Sekil 4.1.1.).

516,
385 bp
Ezrin,
209 bp

SH GH T SH GH
170- —Ezrin, 85 kDa
130 [ | Aktin, 42 kDa
95- _
Ezrin, o 4
& ™ [85kDa 2
— 72 =
> “'g
= 55 £°2
= gg
43— £
_ W .
3 T SH GH
26—

Aktin,
[—— 5 Da

Sekil 4.1.1. Eriskin sican testisinde ezrin protein ve mRNA ekspresyon diizeyleri. A, ezrinin tiim

testis (T), Sertoli hiicreleri (SH) ve germ hiicrelerindeki (GH) yerlesimi. Kontrol dokusu
bobrek olarak kullanilmistir. S16; RT-PZR internal kontrolii olarak kullanilmistir. M;
DNA baz ciftlerinin 6l¢iim araligimi gostermektedir. B, Sertoli hiicresi ver germ
hiicresine 6zgii ezrin yerlesimi. C, Testis (T) , Sertoli hiicresi (SH) ve germ hiicresi
(GH) lizatlar1 6rnek bagia yaklasik 30 pg protein kullanilarak ezrin protein diizeyleri
tespit edilmistir. Aktin, pozitif kontrol olarak sunulmustur. Immiinoblot verileri
histogramda her bir siitun, 3 farkli Ornegin ortalama + SS degerlerini, aktin ile
normalize edilerek Ozetlenmistir. Ezrinin iliskili protein diizeyi, testiste 1’
ayarlanmistir.
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4.2. Ezrin proteinin testiste, seminifer epitel dongiisiinde evreye-6zgii
varhginin gosterilmesi

Ezrin proteininin yerlesimi, testiste evreye-6zgii olarak 6zellikle erken evre VIII ve

evre VIII’de spermatid basi ¢evresinde yer alan dorsal (konveks) bolgesindeki apikal

ektoplazma Ozellesmelerinde immunofliioresan yontemi ile gosterildi (Sekil 4.2.1).

Pozitif kontrol olarak varlig1 ince bagirsakta bilinen epitel ylizeyinde lokalize olan

ezrin yerlesimi gosterildi (Sekil 4.2.2.).

Ezrin, Sekil 4.2.1’de seminifer epitelin bazaline yakin ve KTB lokalizasyonu ile
uyumlu sekilde goriilmektedir. Seminifer epitel dongiisiintin, evre VII harig, biitiin
evrelerinde yerlesimi goriilmektedir. Apikal ektoplazma o6zellesmelerinde evrelere
0zgii olarak varligi tespit edilmistir. Evre VII’de AES’de varlig1 goriilmezken evre
VIII’da 6zellikle spermatid basiin dorsalinde (konveksinde) net olarak sentezlendigi
gozlenmektedir. Evre IX’da ezrin, F-aktinden bagimsiz olarak Sertoli hiicreleri
tarafindan fagosite olmak {izere olan atik sitoplazmalarda sentezlenmektedir. Bu
bulgular, ezrinin bazal ve ektoplazma Ozellesmeler icin ve fagosite edilen atik

sitoplazmalar ile iligkili olarak spermatid ve fagozom taginmasina dahil oldugunu

Erken VIII PI XII-XIIl

Sekil 4.2.1. Ezrinin (kirmizi) erigkin sigan testisinde seminifer epiteldeki lokalizasyonu. Ezrin
yerlesimi AEOQ’de evre VIII tiibiiller ile smirli olarak goriilmektedir. Ancak evre 1X’da
ezrin sitoplazmik atiklarda da gozlenmisti. KTB/BEO’de ezrin evre IX harig tiim
evrelerde sentezlenmektedir. Evre IX’da yerlesimi tamamen ortadan kaybolmaktadir.
Skala bar: 50 pm. Kii¢iik kutucuklar ezrinin sentezlendigi alanlarn biyiik biyiitmeli
goriintiisiidiir; skala bar: 25um. Bulgular en az 3 deneyin ortalamalar1 sonucu elde
edilmistir.

gostermektedir.

Ezrin/DAPI
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Ezrin/DAPI Negatif Ktrl
Duodenum Duodenum

Sekil 4.2.2. Ezrinin ince bagirsakta duodenum bdlgesindeki lokalizasyonu. Pozitif kontrol olarak
kullanilan duodenumda ezrin yerlesimi (kirmizi) epitel hiicrelerinde apikal yiizey
farklilasmalarinda gozlenmistir. Fare IgG negatif kontrol olarak kullanilmistir. Sol panel
skala bar: 120um; sag panel skala bar: 300um.

Parafin dokular kullanilarak immiinohistokimya yontemi ile evreye-0zgli seminifer
tiibiillerdeki yerlesimleri belirlenmistir ve IF sonuglar: ile belirgin sekilde benzer
oldugu gosterilmistir. Ozellikle, evre VIII’da uzayan spermatid baslarinin Sertoli
hiicresi apikal ektoplazma 6zellesme alanlarinda ezrin yerlesimi oldukca belirgindir.
Evre IX’da ise spermiyasyon gerceklestikten sonra rezidiiel damlaciklarda da ezrin
yerlesimi (yesil oklar) gézlenmistir. Ek olarak peritiibiiler miyoid hiicrelerde de ezrin
yerlesimi (mavi ok) kaydedilmistir (Sekil 4.2.3.). Negatif kontrol olarak kullanilan

dokuda ezrin yerlesimi gézlenmemistir.
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Negatif kontrol =
Vil S \ 4

Sekil 4.2.3. Ezrinin sigan testisindeki hiicresel lokalizasyonu. Apikal ektoplazma &zellesmelerinde
ezrin yerlesimi (kirmizi-kahverengi) gozlenmistir. Ezrin daha ¢ok evre VIII’de
spermatid basmin dorsal tarafinda ve Sertoli hiicresi apikal ektoplazma oOzellesme
bolgelerinde gozlenirken, evre 1X’de ise atik sitoplazmalarda da sentezlenmektedir.
Skala bar: 50 um, yesil ¢izgili kutu skala bar: 25 pm, negatif kontrol skala bar: 150 pm
olarak diizenlenmistir.

4.3. In vivo kadmiyum etkisi altinda ezrin protein diizeyleri

Kadmiyumun intratestikiiler enjeksiyonu ile zaman bagimli ezrin iizerindeki etkisi
immiinofliioresan (Sekil 4.3.1) ve immiinopresipitasyon (Sekil 4.3.2.) deneyleri ile
gosterilmistir. Ezrin yerlesiminin, kadmiyum etkisi altinda azalmasina bagl olarak,
testis hasar1 olustugunda hiicre iskeletindeki ezrin aktin iligkisinin azaldig1 tespit

edilmistir.

CdCly/ 0. Saat CdCly/ 24. Saat CdCl,/ 48. Saat

Sekil 4.3.1 Kadmiyum klorid (CdCl,) ile indiiklenmis testis modelinde seminifer epitel evreye-6zgii
ezrin yerlesiminin bozuldugunun immiinofliioresan ile gosterilmesi. Ezrin yerlesimi
(kirmiz1) kontrol testiste bazal membranda, interstisiyel alan hiicrelerinde ve spermatid
bas bolgelerinde evre VIII-6zgii olarak sentezlenmektedir. CdCl, uygulamasindan 24
saat sonra tiibiillerin, kadmiyum testis hasari modeline gore, yapisinin bozuldugu ve
ezrin yerlesiminin da azaldigi izlenmistir. CdCl, uygulamasindan 48 saat sonra ezrin
yerlesiminin daginik sekilde tiibiil icinde yayildigi gdzlenmistir. Hiicre gekirdekleri igin
DAPI (mavi) kullanilmistir. Skala bar: 50 pm
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Daha sonra Sertoli hiicrelerindeki ezrin ile filamantdz aktin (F-Aktin) yerlesimleri
immiinofliioresan ile degerlendirildiginde (Sekil 4.3.3.), hiicre iskeletinin
organizasyonu i¢in gerekli kor proteini F-aktin yerlesiminin CdCl, uygulamasindan

sonra 24. ve 48. saatlerde ezrin yerlesimi ile birlikte azaldig: tespit edilmistir.

= 3
cdcl, KoddP - =
uygulamasi (saat) anti -ez'rin IgG if %
. 0 —
0 6 24 48 B =g 1
cC =
[C=  -Axtin 42kDa )
© ©
[ A(tin 42 kDa 905
£ *
p -
N *
w o B

0 6 24 48

Sekil 4.3.2. Kadmiyum ile indiiklenmis testis modelinde ezrin-aktin etkilegiminin
immiinopresipitasyon yontemi ile gosterilmesi. CdCl, uygulamasindan 6, 24 ve 48
saat sonra ezrin aktin etkilesiminin azaldig1 tespit edilmistir. Immiinobot verileri
histogramda her bir siitun, 3 farkli 6rnegin ortalama + SS degerlerini, aktin ile
oranlanarak 6zetlenmistir.

Ezrin/DAPlI  F-Aktin/DAPI /IDAPI

Sekil 4.3.3. Sertoli hiicrelerinde ezrinin F-aktin ile ko-lokalizasyonu. Ezrin (kirmiz1) ve F-aktin (yesil)
yerlesimlerinin hiicre iskeletinde iki boyutlu olarak kesistigi gozlenmistir. Hiicre
cekirdeklerini gostermek i¢in DAPI (mavi) kullanilmistir. Skala bar: 50 pm
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4.4. Ezrin proteini ile bazal EQ, apikal EO, aktin diizenleyici ve hiicre iskelet
proteinleri yapisal etkilesim bulgular:
Birlikte-immiinopresipitasyon yontemi ile seminifer tiibiil lizatlar1 kullanilarak
ezrinin yapisal olarak SB proteinlerinden junctional adezyon molekiili-A (JAM-A),
ve bazal EO proteini N-kaderin ile KTB’de etkilesimde oldugu gosterilmistir. Ezrin,
ayrica AEO proteini olan laminin-Y ile etkilesim gosterirken nektin-3 ile etkilesim
gostermemistir. KTB dinamiginde aktif olarak aktin diizenleyici gorevi olan hiicresel
Src kinaz (c-Src) ve fokal adezyon kinaz (FAK) fosforile formu Tirozin 397 (p-FAK-
Tyr’) ile de ezrinin etkilesimi oldugu gosterilmistir. Ayni zamanda, aktin-iliskili
protein Arp3 ve ezrinin yapisal etkilesimde oldugu gosterilmistir (Sekil 4.2.). Ozetle,
ezrin bir ektoplazma 6zellesme komponentidir ve yapisal olarak F-aktin ve diger

aktin baglayici proteinler ile birlikte kan-testis bariyerinde etkilesim i¢indedir.

X
G]p
5

Anti-ezrin Ig
Normal 1gG

_ = IB:

[ 8] oxiudin, 65 kDa (1)

[ B]-sam-A 36 KDa (#)
[___—1-20-1,210KDa(-)
& 8] — N-Kaderin, 127 kDa (+)
[ |— Nektin-3, 83 kDa (-)
[ =]— Laminin+3, 146 kDa (+)

| — p-FAK-TYr¥, 125 kDa (+)
[ @ c-src. 60KDa (+)
_:._ Arp3, 45 kDa (+)

Hiicre iskelet proteini [_ s |— Aktin, 42 kDa (+)
— 1gG,,, 50 kDa
- ~ 1gG, 25 kDa
Sekil 4.4. Ezrin proteininin kan-testis bariyerindeki BEO, AEO, aktin diizenleyici ve hiicre iskelet
proteinleri ile yapisal etkilesiminin gdsterilmesi. Seminifer tiibiil (ST) proteini (30 pg)

pozitif kontrol olarak kullanilmistir. (+), ezrin protein-protein etkilesimi pozitif, (-), ezrin
protein-protein etkilesimi negatif.

KTB/bazal ES proteinleri

Apikal ES proteinleri

|

Aktin regiilator proteinleri
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4.5. Ezrinin ile F-aktin, p-FAK-Tyr””’, 1-integrin, JAM-A, okludin, N- kaderin
ile birlikte lokalizasyonu

Sekil 4.5.1°de ezrinin AEO ve BEO’nin komponentleri ile birlikte ¢iftli boyama
yapilarak IF yontemi ile yerlesimi gosterilmistir. Ezrinin (kirmizi), KTB dinamiginde
gbrev alan ve bazal kompartmanda yer alan SB proteini; okludin (yesil isaretli), BEO
proteini; N-kaderin (yesil isaretli) ve JAM-A (yesil isaretli), adliiminal
kompartamnda yer alan, AEO proteini B-1-integrin (yesil isaretli), aktin diizenleyici
protein; p-FAK-Tyr”’ (yesil isaretli) ve son olarak F-aktin (yesil isaretli) ile birlikte
lokalize olmasi, KTB’de BEO ve AEQ’lerin dinamiginde roli oldugunu

desteklemektedir.

F-Aktin

p-FAK -Tyr%

1-integrin

8

v}

Sekil 4.5.1. Seminifer tiibiil evre VIII’de uzayan spermatidlerin konveks bdlgeslerinde ezrin
yerlesimi. Ezrin (kirmiz1) ve AEO proteinlerinden (yesil); B-1 integrin, p-FAK-Tyr”’ ve
F-aktinin ko-lokalizasyonlarinin (sar1) ¢iftli fliloresan boyama ile gosterilmesi. DAPI

(mavi) ¢ekirdek boyasi olarak kullanilmistir.

Ezrin

JAM -A

Okludin

N-Kaderin

Sekil 4.5.2. Seminifer tiibiil evre VIII’de kan-testis bariyerinde ezrin yerlesimi. Ezrin (kirmiz1), bazal
EO proteinlerinden (yesil); N-Kaderin, okludin ve JAM-A’nin ko-lokalizasyonlarmin
(sar1) ¢iftli fliloresan boyama ile gosterilmesi. DAPI (mavi) ¢ekirdek boyasi olarak
kullanilmistir.
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4.6. Farkl hiicre yogunlugu kullanilarak Sertoli hiicresi kiiltiiriinde elde edilen
ezrin ve F-aktin lokalizasyonlarinin immiinofliioresan bulgular:

Primer Sertoli hiicresi izolasyonu ile elde edilen Sertoli hiicresi popiilasyonunun
belirlenen yogunlukta (0.5 x 10°) kiiltiire edilmesinin ardindan kan-testis bariyerinin
olustugu 3.giinde ezrin ve F-aktin yerlesimlerinin birlikte-lokalize oldugu tespit
edilmistir. Sertoli hiicresi kiiltiiriinde hiicre iskeletine yayilmis olarak goriilen F-aktin
yerlesimine ek olarak ezrin yerlesiminin de c¢ekirdek ¢evresinde yine hiicre

sitoplazmasinda oldugu gosterilmistir (Sekil 4.6.1.)

Ezrin

F-aktin

DAPI

tirilme

Sekil 4.6.1.  Sertoli hiicresi kiiltiiriinde (0.5 x 10°) ¢iftli immiinofliioresan boyama. Ezrin (kirmiz1) ve
F-aktin (yesil) birlikte lokalizasyonlar1 (sar1) gosterilmistir. Cekirdek boyasi olarak
DAPI (mavi) kullanilmistir.
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Sertoli hiicrelerinin 0.05 x 10° yogunlukta kiiltire edilmesi ardindan kan-testis
bariyerinin olustugu 4.giinde ezrin ve F-aktin yerlesimlerinin Sertoli hiicreleri arasi

uzantilarda birlikte lokalizasyonlar1 sitoplazmik olarak tespit edilmistir (Sekil 4.6.2.).

Ezrin

F-aktin

DAPI

Sekil 4.6.2. Sertoli hiicresi kiiltiiriinde (0.05 x 106) ¢iftli immiinofliioresan boyama. Ezrin (kirmiz1)
ve F-aktin (yesil) birlikte lokalizasyonlar1 (sar1) gosterilmistir. Cekirdek boyasi olarak

DAPI (mavi) kullanilmastir.
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4.7.  Sertoli hiicresi kiiltiiriinde kadmiyum etkisi altinda ezrin yerlesimi ve F-

aktin ile birlikte dagilimi

In vitro CdCl, uygulanan Sertoli hiicresi modelinde ezrinin F-aktin organizasyonu ile

iliskili yerlesimi gosterilmistir. Ug saatlik CdCl, uygulamasindan sonra, ezrin protein

seviyelerinin azaldigr immiinoblot yontemi ile gosterilmistir. CdCl, uygulamasindan

6 saat sonra kiiltiire edilen hiicreler immiinofliioresan yontemi ile boyandiginda F-

aktin (yesil) organizasyonunda bozulmalar ile birlikte ezrin yerlesiminin de azaldigi

tespit edilmistir (Sekil 4.7.).

A

Sekil 4.7.

I: —-_— — Ezrin, 81 kDa
SH -

CdClI2 uygulamasindan
sonra (saat) 0.12

|
| 1

0 3 6 24 48

0.08 |

0.04 |

Ezrin iligkili aktin
protein diizeyleri

0 3 6 24 48

Kadmiyum klorid uygulanan Sertoli hiicrelerinde ezrin protein diizeyleri ve F-aktin ile
birlikte lokalizasyonlari. A, Immunoblot ile CdCl, uygulamasinin ardindan 3., 6., 24. ve
48. saatlerde elde edilen Sertoli hiicrelerinde ezrin seviyeleri. B, A’da yer alan
immunoblot sonuglarinin grafiksel analizleri. C, Sertoli hiicresi kiiltiiriinde (0.05 x 10°
hiicre/cm®)  ¢iftli boyama ile ezrin (kirmizi) ve F-aktin (yesil) birlikte
lokalizasyonlarinin (sar1) gosterilmesi. Cekirdek boyasi olarak DAPI kullanilmistir.
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4.8. Ezrin geninin Sertoli hiicrelerinde baskilanmasinin immiinoblot bulgular:

Ezrin geninin Sertoli hiicresindeki azalan gen ve protein diizeyi gosterilmekle
birlikte, Sertoli hiicresi KTB’inde sentezlenen SB/Bazal EO proteinleri (Okludin,
Z0-1, N-Kaderin), aktin diizenleyici proteinler (Palladin, Eps8, Arp3), Sinyal
proteinleri (c-Src, p-c-Src-Tyr*'"”) ezrin geni baskilanmasina bagimli bir azalma
gbstermemistir ve bu bulgu ezrine 6zgii degisim gosterecek es proteinlerin varligini
tespit etmek i¢in Onemli bir veridir. Ezrin geninin baskilanmasi ile elde edilen diger
sonuglar ise, bazal EO ve aktin baglayici protein olan N-kaderin ve palladin gibi

proteinlerin yerlesimlerinin azalmasidir (Sekil 4.8.1.).

I.’ I— Ezrin, 85 kDa
SB/Bazal EO | = ~ = =|-Okludin, 65 kDa

proteinleri ||l %8 *% & |-Z0-1, 210 kDa
s == = |- N- Kaderin, 127 kDa

CAktin - J|& & = |-Palladin, 95 kDa
duzenleyici [--- -]_ Eps8, 97 kDa

proteinler
——— - Arp3, 41 kDa
Sinyal | |- ¢-Srec, 60 kDa
proteinlern I, *,,]_ p-C-Sl’C-Tyr‘”g, 60 kDa
[ - - Aktin, 42 kDa
[=== =] GAPDH, 36 kDa

Sekil 4.8.1. Ezrine-6zgii siRNA ¢iftleri ile gen sessizlestirilmesi ile Sertoli hiicresi kan-testis
bariyerindeki sik1 baglanti/bazal EO, aktin baglayici proteinler ve sinyal proteinlerinin
immiinoblot sonuglart. Aktin ve gliseraldehit-3 fosfatdehidrogenaz (GAPDH) pozitif
kontrol olarak kullanilmistir.
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Sertoli hiicresi kiiltiirlinde ezrin geninin RNAi teknolojisi ile sessizlestirildigi ve
sonucun Sekil 4.8.1.’de gozlendigi {lizere, ezrinin protein diizeyinde de etkinliginin

yaklasik %90 oraninda basari ile azaldigini gosterdik (Sekil 4.8.2.).
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Sekil 4.8.2. Immiinoblot sonuglaria gére ezrin protein seviyelerinin gdsterildigi histogram. Protein
seviyeleri kontrolde 1’e ayarlanarak olarak diizenlenmistir (¥* P < 0.05).

Yukarida belirtilen bulgularimizda, ezrin gen baskilama deneylerinde Sertoli hiicresi
kiiltiirtinde olusturulan kontrol RNAi (Ktrl RNAi) ve ezrin RNAi gruplarindan elde
edilen proteinlerden immiinoblot sonuclarimizin istatiksel analizleri ve olgiimleri

asagidaki histogramlar ile desteklenmistir (Sekil 4.8.3.).
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Sekil 4.8.3. Ezrine-6zgii siRNA ¢iftleri ile gen sessizlestirilmesi ile Sertoli hiicresi kan-testis
bariyerindeki siki baglanti/Bazal ektoplazma Ozellesme, aktin baglayici proteinler ve
sinyal proteinlerinin immiinoblot sonuglari. Her bir veri, istatistiksel kontrol i¢in 1’e
ayarlanmistir. Grafikteki her bir siitun 3 deneyin ortalama+SS olarak gostermektedir (*,

P <0.05).
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4.9. Ezrin geninin Sertoli hiicrelerinde baskilanmasinin immunofliioresan
bulgulari ile gosterilmesi

Ezrin geni sessizlestirildikten sonra transfeksiyonun 4. giiniinde Sertoli hiicreleri
arasinda olugumunu tamamlayan kan-testis bariyeri ve bariyerin diizenlenmesinde
gorev alan proteinlerin (F-aktin, Palladin, ZO-1, N-Kaderin) immiinofliioresan ile
isaretlenerek ekspresyon seviyelerinin Ktrl RNAi ve Ezrin RNAi gruplari arasindaki
degisiklikleri analiz edilmistir. Ezrin geni sessizlestirildikten sonra, secilen hedef
protein diizeylerindeki azalma Sertoli hiicresi sitoplazmalarinda agik¢a gosterilmistir.
Kan-testis bariyeri dinamiginden sorumlu F- aktin ve palladin sentezleyen Sertoli
hiicresi sitoplazmasi alanlarinda ezrin yerlesiminde azalma ve organizasyonlarinin
bozuklugu tespit edilmistir. Ezrin geni sessizlestirildiginde, kan-testis bariyeri siki
baglantilarinda ZO-1 yerlesimi yok denecek kadar az etkilenirken, adherens
baglantis1 olan N-kaderinin yerlesiminde belirgin bir azalma goézlenmistir (Sekil

4.9.1.).
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Sekil 4.9.1.
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Sertoli hiicrelerinde ezrin geni baskilanmasi ile ezrinin yerlesimindeki, organizasyonun
daki, ve/veya lokalizasyonundaki degisikliklerin immiinofliioresan bulgulari. Ezrin
RNAi hiicre sitoplazmalarinda  F-aktin  organizasyonunda  kirilmalar  (¥)
gosterilmektedir. Gen baskilama sirasinda, transfeksiyon ajanimin hiicre g¢ekirdegina
gittigini gosteren isaretleyici 1 nM siGLO (kirmizi) siRNA giftlerini takip etmek amaci
ile kullanilmigtir. Skala bar: 50pum. Sertoli hiicresi ¢ekirdegi DAPI (mavi) ile
isaretlenmistir.
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Ezrin geninin sessizlestirildiginin gosterilmesi icin; Sertoli hiicresi kiiltiiriinde
transfeksiyondan sonraki 4. giinde fliioresan boya ile isaretlenerek protein diizeyinde
ezrin seviyeleri 6l¢lilmiis ve yaklasik % 90 oraninda ezrin yerlesiminin diistiigii tespit

edilmistir (Sekil 4.9.2.).
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Sekil 4.9.2. Ezrin proteini fliioresan sinyal yogunlugunun (Image-J) ile Ol¢limii. Her bir veri,
istatistiksel kontrol i¢in 1’e ayarlanmistir. Her bir siitun 3 deneyin ortalama+SS olarak
diizenlenmistir (*, P < 0.05).
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4.10. Ezrin geninin Sertoli hiicrelerinde baskilanmasi ile edilen TER o6l¢iim
bulgulan

Transfeksiyondan sonra 4. giinden itibaren Sertoli hiicreleri arasinda kurulan

KTB’ndeki gecirgenlik degisiklikleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda, hiicreler

arast KTB’nin, sik1 ve kompakt yapisinin bozuldugu tespit edilmistir (Sekil 4.10.).

Transfeksiyon

1
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@ Kirl RNA
-@- Ezin RNAI

Transepitelyal elektriksel
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N

o
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1 2 3 4 5 6 7
Sertoli hiicre kultra gunleri
Sekil 4.10.  Sertoli hiicresi kiiltiirii giinlerine bagl olarak KTB gecirgenligindeki degisiklikler. Her

bir veri noktas1 dort ¢ift odacikli birimde saat yoniinde dort alandan 6lgiim alinarak ve

ti¢ farkli sican kullanilarak elde edilmistir. Her bir nokta {i¢ deneyin ortalama+SS olarak
diizenlenmistir (*, P < 0.05).
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4.11. Ezrin geninin Sertoli hiicresi kiiltiiriinde baskilanmasi ve RT- PZR
bulgulari

Ezrin geninin baskilanmasinin gergeklestirilmesi, Ktrl RNAi ve Ezrin gruplarinda
mRNA diizeyinde gosterilmistir. Bu genin baskilanmasi sirasinda interferon-uyarici
genler olan OAS1 ve STATI1 genleri, memeli hiicrelerinin RNAi vektorleri ile
transfeksiyonu sonucu 6zgiin olmayan yukari diizenlenme gosterebilmektedir ve bu
hedef dis1 etki olarak bilinmektedir. Bu etkinin olmadigi ve bu genlerin artis
gostermedigi, yani etkilenmedigi de RT-PZR bulgularimizda gosterilmistir (Sekil
4.11.).

S16,

S16,
385 bp

385 bp

Ezrin,

STATH,
209 bp

218 bp

Sekil 4.11. RT-PZR deneyleri ile ezrin ekspresyonunun mRNA diizeyinde azaldiginin gosterilmesi.
A, Ezrin (209 bp) ve S16 (385 bp) kontrol primer dizisi ile birlikte ¢iftli zincir
reaksiyonu. B, OAS1 (230 bp) ve S16 (385 bp) kontrol primer dizisi ile birlikte ¢iftli
zincir reaksiyonu. C, STAT1 (218 bp) ve S16 (385 bp) kontrol primer dizisi ile birlikte
¢iftli zincir reaksiyonu. I: DNA boyutu baz ciftleri (bp) cinsinden isaretleyicisi.

In vitro deneylerimizin sonucu olarak, elde ettigimiz bulgular dogrultusunda, ezrin
geninin  Sertoli  hiicrelerinde  baskilanmasinin, aktin  mikrofilamanlarinin
organizasyonunun ve protein lokalizasyonunun degismesine neden oldugu ve Sertoli

hiicreleri arasindaki sik1 baglant1 gecirgenligini bozdugu ortaya konmustur.
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4.12. Ezrin geninin in vivo baskilanmasi ile apikal ektoplazma 6zellesmelerinin
islevlerindeki bozulmalar: gosteren bulgular
Ezrin geni baskilandiginda testis fenotipinde degisiklikler oldugu gozlenmistir. Gen
baskilamanin etkinligi dncelikle RT-PZR deneyleri ile dogrulanmis (Sekil 4.12.1.)
daha sonrasinda protein diizeyindeki ekspresyon seviyeleri ile testiste ezrininin vivo
olarak yaklasik %60 oraninda sessizlestirildigi tespit edilmistir. Ektoplazma
0zellesme proteinlerinde (JAM-A, Okludin, ZO-1, N-kaderin) ezrin yerlesimine bagl
bir degisiklik gézlenmemistir (Sekil 4.12.2.). immiinoblot sonuglarmin istatistiksel
analizleri yapilarak hedef proteinlerin ekspresyon diizeyleri Ktrl RNAi ve Ezrin

RNAI gruplar1 arasinda degerlendirilmistir (Sekil 4.12.3.).

Sekil 4.12.1. Ezrin geninin in vivo baskilanmasi ve ezrin etkinliginin RT-PZR sonuglar1. S16 pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. M: DNA isaretleyici, bp: baz ¢ifti.

[ =] JAM-A, 36 kDa
[ W ]- Okludin, 65 kDa

[= =]-2z0-1,210kDa
[= =]—N-Kaderin, 127 kDa
[== =] Aktin, 42 kDa

KTB
proteinleri

Sekil 4.12.2. Ezrin geninin in vivo baskilanmasi ve hedef KTB proteinlerinin immiinoblot sonuglari.
Aktin, pozitif kontrol olarak kullanilmistir.
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Sekil. 4.12.3. Ezrin geninin in vivo testiste baskilanmasi ile Sertoli hiicresi KTB’nde ki iligkili protein
diizeylerinin gosterilmesi. Her bir veri, istatistiksel kontrol i¢in 1’e ayarlanmistir. Her
bir siitun 3 deneyin ortalama+ SS olarak diizenlenmistir *, P <0.01.

4.13. Ezrin geninin in vivo baskilanmasinin apikal ektoplazma
ozellesmelerindeki histolojik bulgular:

Apikal ektoplazma 6zellesmelerinin esas gorevi spermatid taginmasi, spermiyasyon

ve spermatid polaritesi oldugundan degerlendirmelerimize histolojik analizler ile

devam ettik. Ezrin geninin etkinligini gosteren immiinofliioresan bulgularimizda

ezrinin daha 6nceden rapor edilen spermatid konveks bolgesinde yani Sertoli hiicresi

apikal EO bolgesindeki yerlesiminin ortadan kalktigim ve lokalizasyonunun

bozuldugunu tespit ettik (Sekil 4.13.1.).
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Sekil 4.13.1. Ezrin geninin baskilanmasinin etkinligini gosteren immiinofliioresan bulgulari. Sol
panelde evre VIII’de ezrin (kirmizi) yerlesiminin yok oldugu ve biiyiik biiylitmede ezrin
yerlesiminin (sar1 oklar) lokalizasyonunun degistigi gosterilmistir. DAPI ¢ekirdek
boyast olarak kullanilmigtir. Skala bar: 50 um ve 25 pum dir. Sag panelde, ezrin
ekspresyon siddetlerinin Sl¢iimii gerceklestirilerek histogram olusturulmustur. Olciimler
rastgele secilen tiibiillerdeki ezrin yerlesimleri degerlendirilerek olusturulmustur ve
ortalama£SS olarak diizenlenmistir *, P < 0.05.
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Spermatid polaritesindeki defektleri gdstermek amaci ile sadece c¢ekirdek boyast
olarak DAPI (mavi) kullanilarak spermatid bas bolgesi oryantasyonunu
degerlendirdik ve bazal membrana dogru yonelmis olmasi gereken spermatid
baslarinin tiibiil bazaline gore en az 90° lik bir agisal lokalizasyonda durdugunu ve

yoniiniin bozuldugunu tespit ettik (Sekil 4.13.2.).

Ktrl RNAI Ezrin RNAI

Sekil 4.13.2. Ezrin geni in vivo baskilandiginda spermatid polaritesindeki bozulmanin
immiinfliioresan sonuglari. Evre VIII tiibiillerde Ktrl RNAi (sol panel) ve Ezrin RNAi
(sag panel) gruplarinin karsilastirilmas1 ve biiyiik bilyilitmelerinin sirasiyla yesil ve
kirmizi ile gevrili kutucuklarda spermatid oryantasyonu degerlendirilmistir. Skala bar:
120 pm, 25 pm.
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4.14. Ezrin geninin in vivo baskilanmasi ile elde edilen seminifer tiibiil evresine
ozgiin histolojik bulgular
Seminifer tiibiillerindeki genel incelemelerimiz sonucu ezrin geni baskilandiginda
evre VIII ve evre IX tiibiiller hari¢ tekrar eden defektli bir goriiniimii olmadigini
tespit ettikten sonra hematoksilen eozin ile boyama yaptigimiz histolojik
kesitlerimizde, evre VIII tiibiillere ve spermatid tasinmasi sonrast bilinen
ozelliginden dolay1 evre IX’a odaklanarak ezrin yerlesimlerinin apikal ektoplazma
ozellesmelerindeki degisikliklerini degerlendirdik. Kontrol RNAi gruplar ile Ezrin
RNAIi gruplan karsilastirildiginda evre VIII’de tiiblil genelinde daha eozinofilik
boyanmalar oldugunu gozlemledik (Sekil 4.14./a-b). Ayrica, ezrin RNAI tiibiillerin
fenotiplerinde epitel kalinlig1 azalmig seminifer tiibiil epiteli gozlemledik ancak
belirgin sayidaki tiibiilde ayn1 fenotip tekrari1 gézlemlemedigimizden o&tiirii anlaml

bir defekt olarak degerlendirmeye almadik (Tablo 4.14.)

Tablo 4.14. Ezrin geninin in vivo baskilanmasinin seminifer tiibiil histolojik yapisina yansimalari

Ozgiin siRNA ciftleri kullanilarak ezrin baskilanmasi devaminda si¢an testisinin seminifer
epitelinde ki fenotipik degisiklikler - kontrol ile karsilastirilmah olarak*

Spermatid tasinmasinda defektler/spermiyasyon %16.5+8.0
(Evre VII-IX tiibiillerde >5 tiibiil bazalinde sikisan
uzamis spermatidler)

Spermatid polaritesinde defektler
(Evre VII-VIII tiibiillerde >5 polaritesini kaybeden** %8.24+1.58
uzamis spermatidler)

Fagositoz defektleri geg evre IX tiibiillerin adliiminal %7.5€2.77
kompartmanindaki >3 fagozomlar

* Her bir veri noktasi ezrin RNAi (n=3) grubu, uygulama yapilmamis kontrol siRNA giftleri ile
kargilagtirilmistir (ortalama=+SS).
** Uzamig spermatid bag boliimiiniin olmasi gereken oryantasyondan en az 90° donmiis olmasi.

Spermatid tasinmasi ile ilgili defektleri: 1- Onemli bir bulgu olarak evre VIII ve evre
IX tiibiillerde, tiibiillerin liimeninin kenarinda salinmak tizere bulunmasi beklenen
basamak 19 spermatidlerin epitelin derinliklerinde sikisip kaldigini gézlemleyerek
(Sekil 4.14/e-f); 2- tiibiil ici atik sitoplazma igeren fagozom yapilarmi (mavi oklar)
izleyerek degerlendirdik. Evre IX’da degrade olmasi i¢in evre VIII’de bazal
kompartmana transferin gergeklesmesi gereken atik sitoplazmalarin adeta Sertoli
hiicreleri tarafindan yutulmus oldugunu ve evre IX’da adliiminal kompartmanda

lokalize oldugunu tespit ettik (Sekil 4.14/h-i).
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Ktrl RNAI Ezrin RNAI

Sekil 4.14.

Testis parafin kesitlerinde hematoksilen-eozin boyanmasi. Evre VIII ve IX tiibiillerde
farkli renkte kutu ¢izgileri kullanilarak ve biiylitmeleri de yine ayni renkte isaretlenerek
ezrin in vivo gen sessizlestirilen gruplardaki defektler gosterilmistir. Skala bar (a-c): 320
um, (d-i): 80um, (renkli ¢ergeveli kutucuklar: 30 um.
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4.15.  Ezrin geninin in vivo baskilanmasinin bazal ektoplazma
ozellesmelerindeki histolojik bulgular:

Kan-testis bariyeri dinamigini diizenleyen proteinlerin ekspresyon diizeyleri ve

lokalizasyonlar1 in vivo olarak ezrin geninin baskilanmasimnin ardindan

incelendiginde, F-aktin, okludin ve ZO-1’in ve bazal ektoplazma 6zellesme proteini

N-kaderin proteinlerinin fliioresan sinyallerinin degismedigi ancak N-kaderin

lokalizasyonun bozuldugunu tespit ettik (Sekil. 4.15.1).

Ktrl RNAI Ezrin RNAI

F-Aktin/
DAPI

Ezrin/
DAPI

Okludin/

DAPI

Z0-1/

DAPI
N-kaderin/ J
DAPI

Sekil 4.15.1. Kan-testis bariyeri bazal EQ’lerdeki protein yerlesimleri. F-aktin (kirmizi), Okludin
(yesil), ZO-1 (yesil) ve N-kaderin (kirmizi) proteinlerinin fliioresan sinyalleri
gosterilmistir. N-kaderin yerlesiminin gosterildigi en alt paneldeki kesikli ¢izgiler bazal
membrani gostermektedir. Uzun ve kisa braket ise N-kaderin yerlesiminin difiizyonunu
isaret etmektedir. DAPI (mavi) ¢ekirdek boyasi olarak kullanilmistir.
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Flioresan sinyallerin yogunlugu Image-J analizleri ile grafik seklinde
diizenlendiginde protein yerlesimlerinda anlamli  bir degisiklik olmadigi
dogrulanmistir (Sekil 4.15.2./a). N-kaderin yerlesimi Ktrl RNAi grubunda bazal EO
alanda goriilmesine ragmen, ezrin RNAi grubunda bazal membran yaninda ve bazal
EO bolgesinde yerlesmedigi gozlenmistir ve bu degisikliklerin KTB biitiinliigiiniin
N-kaderin proteinin yerlesiminin bazal membrandan uzaklig1 6l¢iilmiis mesafenin
KTB biitiinliigii mevcut olan kontrole gore anlamli olarak dagimik oldugu
gdsterilmistir. (Sekil 4.15.2./b). Ozetle, ezrin geninin testiste in vivo baskilanmasmin
bazal ektoplazma O6zellesme proteinlerinin ve kan-testis bariyerinin biitiinliigiiniin
bozulmasina neden oldugu ve ezrinin bu siirecte N-kaderin ile es protein olarak

birlikte calistig1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.15.2. Sekil 4.15.1°de yer alan fliioresan sinyallerin yogunlugunun grafiksel analizleri. Her bir
veri, istatistiksel kontrol i¢in 1’e ayarlanmistir. Her bir siitun 3 deneyin ortalama+SS
olarak diizenlenmistir *, P < 0.01.
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Bu bulgular ile birlikte KTB biitiinliigiiniin degerlendirilmesi, ezrin geni
sessizlestirilen testislerde FITC-inulinin interstisiyel alandan apikal kompartmana
ge¢mesininin engellenip engellenmedigine bagli olarak kontrol ile karsilagtirmali
sekilde gergeklestirilmistir (Sekil 4.15.3.). Kontrol testislerde beyaz ok baslar ile
belirtilen KTB’nin biitiinligliniin bozulmadig: tiibiillerde, FITC-inulin’in olmasi
gerektigi yerde, yani interstisiyel alanda kalmasi sonucu dogrulamaktadir. Bununla
birlikte Ezrin RNAi grubunda %30’ a yakin tlibilde FITC-inulin’in adliiminal
kompartmana gegctigi kirmizi1 oklar ile gosterilmektedir. Bu veriler her bir grup i¢in

tic farkli sican kullanilarak elde edilmistir.

Ktrl RNAI/FITC-inulin Ezrin RNAI/FITC-inulin

Sekil 4.15.3. interstisiyel araliga FITC- iniilin verilerek adliiminal kompartmandaki fliioresan
isaretlerin dagilimi incelenerek kan-testis bariyeri biitiinliigiiniin degerlendirilmesi.
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4.16. Ezrin geninin baskilanmasi ile apikal ektoplazma 6zellesmelerindeki
aktin baglayici ve diizenleyici proteinlerin fliioresan bulgular

Ezrin geni testiste in vivo olarak baskilandiginda evre VIII tiibiillerde apikal

EQ’lerde ezrin yerlesiminin %60 oraninda azaldigi gosterilmistir (Sekil 4.16.1).

Apikal EO’deki F-aktinin fliioresan yogunlugu kontrolden farkli olarak tespit

edilmemistir. Dikkat cekici bir fark olarak apikal EO dagiliminda yer alan

7

diizenleyici proteinlerden FAK-Tyr’’ ve aktin baglayici protein olan palladin

olmustur. p-FAK-Tyr’”’ yerlesimi ezrin geni baskilandiginda tamamen yok
olmamistir (Sekil 4.16.2.) ancak lokalizasyonunda bozulmalar belirgin olarak tespit
edilmistir. Kontrol testislerde uzamis spermatidlerin konveks bolgesinde yer alan p-
FAK-Tyr”’ yerlesimi bu bolgeden uzaklasmistir. Bu spermatidlerin bazilarinin

polaritelerinin de kayboldugu gézlemlenmistir..

Aktin baglayici protein olan palladin ve apikal adezyon proteinleri nektin-3 ve 1
integrinin de yerlesimlerinda diisiis oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.16.3.). Nektin-
3°iin, apikal EQ’de konveks bdlgede yer almadigi ancak anormal polariteli spermatid
bast ¢evresinde noktalar seklinde sentezlendigi gozlemlenmistir. Beta-1-integrin ise
basamak 19 spermatidlerde, defektli polariteyle paralel olarak lokalizasyonunda

bozulma oldugu goézlemlenmistir.
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Sekil 4.16.1. Ezrin geninin baskilanmasi ile AEO’deki aktin baglayici ve diizenleyici proteinlerin
yerlesimlerindaki degisiklikler. Ezrin (kirmizi), F-Aktin (yesil), p-FAK-Tyr397 (yesil),
Palladin (yesil). DAPI (mavi ) ¢ekirdek boyast olarak kullanilmistir. Skala bar: 50 pm,

biiyiitme alanlar1 skala bar: 20 um. Ezrin RNAi gruba ait tiibiillerde evre VIII’de
spermatid polaritesinde bozulmalar (beyaz oklar) gosterilmistir.
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Sekil 4.16.2. Sekil 4.16.1’de ekspresyon paterni gosterilen proteinlerin fliloresan yogunlugu
Olgtimleri. Her bir veri istatistiksel kontrol igin 1’e ayarlanmistir (Arb. Unit). Her bir
stitun 3 deneyin ortalama+SS olarak diizenlenmistir , * P < 0.01
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Sekil 4.16.3. Ezrin geninin baskilanmasi ile AEO’deki apikal adezyon molekiilleri proteinlerin
yerlesimlerindeki degisiklikler. Nektin-3 (kirmizi), B1-integrin (yesil). DAPI (mavi )
¢ekirdek boyasi olarak kullanilmigtir. Skala bar: 50 pm. Ezrin RNAL tiibiillerde her iki
proteinin de yerlesiminde azalma oldugu gosterilmistir ve evre VIII’de 6zgii limene
yakin durusun bozuldugu yani spermatid polaritesinde meydana gelen bozulmalar
belirgin olarak kaydedilmistir (beyaz oklar).
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Sekil 4.16.4. Sekil 4.16.3’de ekspresyon paterni gosterilen proteinlerin fliioresan yogunlugu
Olgtimleri. Her bir veri istatistiksel kontrol i¢in 1’e ayarlanmistir. Her bir siitun 3
deneyin ortalama+SS olarak diizenlenmistir, * P < 0.01.
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5. TARTISMA

5.1. Ezrin proteininin kan-testis bariyerindeki rolii

Ezrin, SB ve AB’daki hiicre baglayici kompleksler ile memeli epiteli apikal
membranin  mikrovilluslarinda  sentezlendigi  bilinen, hiicre korteksindeki
mikrofilamanlarin organizasyon yapisint destekleyen bir aktin-baglayici proteindir
(Fehon ve ark. 2010, Neisch ve Fehon 2011, Adada ve ark. 2014, Viswanatha ve ark.
2014). Ozellikle bagirsak epitelindeki yerlesimi 6zgiin olan ezrin geni silinmis fareler
dogumda normal olmalarina ragmen, bagirsak ¢ikintisindaki morfogenez ile ilgili
bozukluklardan dolay1 ve ince bagirsaktaki apikal membran proteinlerinin yapisal
organizasyonlarindaki bozukluklardan dolayr dogumdan yaklagik 21 giin sonra
Olmektedirler (Saotome ve ark. 2004). Ezrinin baglanti kompleksleri ile ilgili
Oneminin yani sira spermatogenezdeki rolii ilk defa bu doktora tezi ile ortaya

konmustur.

Testiste, ektoplazma 6zellesmeler, F-aktin agisindan zengin, testise-6zgli AB’lardir.
Ektoplazma 6zellesme biitiinliigii, Sertoli hiicresi plazma membrani ile endoplazmik
retikulumun arasinda yer alan aktin filaman gruplara baghdir. Bu filamanlar; ise
preleptoten spematosit ve spermatid gecisini kolaylagtirmak icin dallanmig veya
dallanmamis sekilde aralikli olarak yeniden organize olurlar ve ayrica bu siirecte
seminifer epitel dongiisiiniin VIII. evresindeki spermiyasyon sirasinda da sperm
salinmasi i¢in AEO’ler de lokalizedirler (Cheng ve Mruk 2010, Cheng ve Mruk
2012). Bu nedenle, VIII. evre tiibiillerinde AEO ve BEOQ’de gériilen ezrin yerlesimi
olduk¢a yogundur. Ezrin baskilandiginda, evre VIII tiibiillerdeki basamak 19
spermatidlerin ¢ogu polaritelerini kaybetmislerdir ¢ilinkii aktin filaman gruplari,

AEQO’de uygun yapilarini daha fazla koruyamamislardir.
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Bu degisiklikler de EQ’deki mikrofilamalarin organizasyonu ile ilgili lokalizasyonu
ve/veya olusumu engellemistir. Bu durum ise in vitro olarak ezrinin yoklugunun
Sertoli hiicrelerindeki aktin filaman yapisindaki degisiklikler yolu ile siki baglantilar
ve adherens baglantilar1 bozmus olduguna dair bulgularla desteklenmistir. Dahasi in
vivo olarak ezrinin olmayisi, Sertoli hiicreleri arasinda kurulan KTB’nin biitiinliigiinii
de bozmustur ve in vitro gbzlemlenen verilerin dogrulugunu desteklemistir. Ayrica
ezrinin in vivo olarak baskilanmasi1 dongiiniin VIII. evresindeki spermatid gecisini de
bozmustur ve bu durum spermiyasyonda bozulmalara neden olmustur. Bununla
birlikte basamak 19 spermatidlerin evre VIII-IX tiibiillerin epitelinin aralarinda adeta
hapis kaldig1 gosterilmistir. Ezrin baskilanmasi ile F-aktinin bozulmasi, dongiiniin
evre IX asamasinda fagozomlara doniisen kalan kisimlarinin gegisini de engellemistir
clinkii fagositoz ile fagozomlarin gecisi aktin-bagimli hiicresel olaylardir (Clermont

ve ark. 1987).

Ezrin yerlesimi bazal ektoplazma 6zellesmeler ve kan-testis bariyerinde gézlenmistir
ve seminifer epitel dongiiniin tim evrelerinde de sentezlenmektedir. Sadece evre
IX’daki yerlesimi olduk¢a azalmustir. Ezrin, AEO’de Sertoli hiicreleri ile basamak 19
spermatidleri arasinda evre VII’de kisithh sekilde varligimi gosterir fakat diger
asamalarda durum boyle degildir. Bu bulgular da gostermektedir ki bu asamadaki
spermiyasyon diger asamalardan farkli olsa da ezrin spermatid gecisi ve
spermiyasyonun son asamasi ile yakindan ilgilidir. /n vivo ezrin geni sessizlestirme

modeli ile elde ettigimiz bulgular da bu durumu desteklemektedir.

Oncelikle basamak 19 spermatid gegisi ve spermatid polarizasyonu ile ilgili olarak
testiste ezrinin baskilanmasi sonucu varilan nokta; spermatidlerin epitelin
derinlerinde kaldigi ve polarizasyonda bozulmalarmn oldugu dolayisiyla AEO
islevinin bozuldugunu gostermektedir. ikinci olarak, kutuplasmis aktin filamanlarina
gereksinim duyan fagozom olarak bilinen fagosite olmus sitoplazmik protein gecisi

de bozulmustur.

85



Ornegin bu organeller evre IX tiibiillerin bazal béliimiine yakin bir yerde bulunmasi
gerekirken (Morales ve ark. 1986, Clermont ve ark. 1987) ezrin geni
sessizlestirildiginde tiibil limenin yaninda bulunmuslardir ve bu da F-aktin
mikrofilamanlarinin  yapismin  bozuldugunu géstermektedir. AEO’deki F-aktin
filaman demetlerinin bozuldugu, aktin baglayici protein palladinin az sentezlendigi
ile ilgili bulgularla da desteklenmistir. Ayrica, BEO’de aktin filaman demetlerinin
bozulmasmin ezrin baskilanan testiste de gozlenmesi, BEO proteini N-kaderinin
KTB’ye sikica yerlegsmesinin miimkiin olamamasi ile iligkilidir. Bulgularimiz ezrinin
evre IX’da ve evre VIII’"de AEO’de fare testisinde atik sitoplazmalar ve fagozomlar
lizerinde yerlestigini gosteren Onceki bir rapor ile de tutarlilik gostermektedir
(Wakayama ve ark. 2009). Buna gore, ezrin Sertoli hiicrelerindeki aktin bazli hiicre
iskelet islevinde kritik bir rol iistlenmektedir ve ayrica BEO ve AEO’nin ortak
yapisal ozellikleri bulunmaktadir. Bunlarin islevleri ezrin tarafindan farkli sekilde
diizenlenmektedir. Evre VIII tiibiillerdeki AEO’de bulunan ezrinin artmasi ve
zamansal-mekansal ifade edilmesi, adliiminal bolimdeki spermatid gecisinin
fagozom gegisi ile de iligkili oldugunu gostermektedir. Bu bulgu beklenmedik birsey
degildir ¢iinkii yabanci maddelerin fagositozlari ki, buna bakteriler, hiicresel debris,
makrofajlarin kalan kisimlari dahildir, Sertoli hiicrelerindeki aktin temelli hiicre
iskelet bagiml aktivitelerdir (Clermont ve ark. 1987, Rougerie ve ark. 2013). Tunika
propriyadaki peritiibiiler miyoid hiicrelerin ezrin sentezlemeleri de ayrica ilgingtir.
Mayoz boliinme asamasindaki hiicre tabakasinin kemirgenlerde seminifer epitel
bariyer islevini sagladigi bilinmektedir (Dym ve Fawcett 1970, Fawcett ve ark.
1970). Dolayisiyla, ezrin baskilanmasindan sonraki Sertoli hiicresi bariyer islevi
tizerinde bulunan etkiler mayoz hiicre islevindeki kayiptan kaynaklaniyor olabilir. Bu
olasiligin daha sonraki ¢alismalarda dikkatlice degerlendirilmesi gerekmektedir. Ozet
olarak, ezrin KTB’deki BEO gibi, EO’deki aktin mikrofilamanlarinin organizasyonu
ile de iliskilidir. Diger taraftan AEQ’deki islevi seminifer epitel déngiiniin VIIL
evresi ile smirlidir ve spermatid gecisi, kutuplagsma, spermiyasyon ve de kalan

kisimlarin/fagozomlarin gegisi ile sik1 bigimde iliskilidir.

Ezrin yerlesimi ilk olarak fliioresan mikroskopi yoOntemiyle fare testislerinde
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gosterilmistir (Wakayama ve ark. 2009). Sertoli hiicrelerinin olgunlasmasi ile
baglantili olarak aktin mikrofilamanlarmin Sertoli ve germ hiicreleri arasindaki
yerlesimi ile spermiyogenez ve sperm salinimi ger¢eklesmektedir (Mruk ve Cheng
2011). Seminifer tlibiil epitel dongli sirasinda fare testisinde Sertoli hiicresinin
basamak 16 spermatidlerde yerlesimi olduk¢a yogundur ve ezrin epitelyal dongiiniin
evre VIII’de kalan kisimlarin yapilarinda da ortaya ¢ikmaktadir (Wakayama ve ark.
2009). Insanlarda, ezrinin spermatozoa kapasitasyonu ile iligkili oldugu tespit
edilmistir ve ezrin biiylik ihtimalle bunu aktin bazli hiicre iskeleti ve gerekli
proteinlerin olugsmasindaki rolii ile saglamaktadir (Wang ve ark. 2010).
Calismamizda, ezrinin sican testisinde bir aktin baglayici protein oldugunu gosterdik
ve bu da ezrinin fare testislerinde mikrofilamalara baglandigin1 gosteren 6nceki bir
immunopresipitasyon deneyleri ile tutarlilik gostermektedir (Wakayama ve ark.

2009).

Sertoli hiicrelerinde aktin ile etkilesime girmesinden ayri olarak ezrin, Arp3’e de
baglanir ve bu da Arp2 ile birlikte Arp2/3 kompleksini olusturur ve néronal Wiskott—
Aldrich Sendrom proteini (N-WASP) ile aktive oldugunda, Arp2/3/NWASP
kompleksinin ¢ekirdeklesmeye neden oldugu bilinmektedir ve bu sekilde dallanmis
aktin polimerizasyonuna neden olmaktadir (Cheng ve Mruk 2009, Rotty ve ark.
2013). Boylece aktin mikrofilamanlarin “kiimelenmis” yapidan
“kiimelenmis/dallanmig” yapiya doniistiiriir. Bu bulgular 6nemlidir ¢ilinkii ezrinin
aktin baglayict protein olmasimmin yaninda, epitelyal dongli sirasinda aktin
mikrofilaman yapisiyla iligkili olabilecegini gostermektedir ve bunu da testislerde
EQ’ye plastisite saglamak, epitelyal dongiiniin evre VIII asamasinda KTB iizerinden
preleptoten spermatositlerinin gegisini kolaylastirmak i¢in ve de epitelyal dongii
sirasinda  seminifer epitelinin  adliiminal kompartmani iizerinden uzamis
spermatidlerin gecisini de kolaylastirmak i¢in saglamaktadir. Bu sayede basamak 19
spermatidler dongiiniin evre VIII asamasinda spermiyasyona hazirlanmak i¢in tiibiil
liimeninin yakininda dizilebileceklerdir (Sekil 5.1). Tiim bu bilgiler dogrultusunda
calismamiz, ezrinin evre VIII’de spermiyasyon i¢in gerekli bir KTB bileseni

oldugunu kanitlamistir.

Ezrinin %90 diizeyinde baskilanmasi ile Sertoli hiicrelerindeki F-aktin yapisinin
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bozuldugunu gosterdik. Sertoli hiicrelerindeki aktin mikrofilamalarinin diizensiz
dagilim gosterdigini ve sekilde bozulmalar oldugunu gozlemledik ki bunun
palladinin yanlis yerlesimi ve yerlesiminin azalmasi ile ilgili oldugunu ispatladik.
Sertoli hiicresi arayiiziindeki baglant1 proteinleri KTB biitlinligiindeki yerlesimlerini

kaybettiklerinden Sertoli hiicresi bariyer islevinin bozuldugunu gosterdik.

Yukarida Ozetlenen ve Sertoli hiicresi in vitro KTB modeli kullanilarak ortaya
konulan degisiklikleri ezrinin baskilandig1 in vivo deneylerle de gosterdigimizde
testiste ezrinin baskilanmasinin  epitelyal dongiiniin  seminifer epitelinde
spermatidlerin ve fagozom igeren yapilarin gegisinin bozuldugunu ortaya koyduk.
Basamak 19 spermatidleri, evre VIII ve IX tiibiillerde epitelin bazal membrani
yakininda gordiik. Hatta fagozomlarda evre IX tiibiillerde tiibiil liimeninin adliiminal
kenarinda izledik. Oysa ki, lizozomal indirgenme yolu ile epitelin altina geg¢mis
olmalar1 gerekmekteydi. Bu olusumlar testisteki ezrinin baskilanmasi sonras1 hiicre
iskeletinin bozulmasina yol agmislardir. Ayrica ezrinin baskilanmasimin ve yikima
ugramasinin KTB’nin biitiinliigiiniin de bozdugunu gdsterdik ve bu da ezrinin sadece
ektoplazma oOzellesmelerin yapisal bir bileseni olmaktan ibaret olmadigini, hatta
aktin dinamiklerinin de 6nemli bir diizenleyicisi oldugunu gosterdik. Eger ezrin
sadece KTB’de baglayici olma 6zelligi sergileyecek olsa, beta-katenin, ZO gibi diger
baglant1 proteinleri ezrinin yoklugundan dogacak kayiplar telafi edebileceklerdi. Bu
noktada, bulgularimiz 15181nda, ezrinin aktin zengini ektoplazma ozellesmelerinde
gerekli sinyallesme iglevlerinin yerine getirilmesi ic¢in diger uyarlayici/sinyal
saglayict proteinlerle birlikte hareket ettigini diistinmekteyiz. Bunlara iyi bir 6rnek

olan FAK ile aktive olmus olan izoformlaridir (Lie ve ark. 2012, Wan ve ark. 2014).

Bu calisma ile ezrinin spermatogenez sirasinda ektoplazma oOzellesmede aktin
dinamiklerini hangi molekiiler mekanizmalar ile diizenledigi konusu acikliga
kavusturulmustur. Ezrinin dallanmis aktin polimerizasyon proteini Arp2/3 ile aktin
baglayic1 protein palladin ile ve AEO diizenleyici protein p-FAK-Tyr ile EOQ’deki
aktin mikrofilamanlarinin organizasyonunu olusturmak ic¢in birlikte hareket ettigi
gosterilmistir. Ozellikle de “kiimelenmis” olanlardan “kiimelenmemis/dallanmis”
olanlara doniisiim ile ilgili olarak Sertoli spermatid arayiiziindeki AEO bunlar iginde

onemlidir (Beardsley ve O'Donnell 2003, Siu ve ark. 2003).

Bulgularimizin 15181nda yukarida bahsedilen hipotezimiz ve bulgularimiz sonucunda
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elde ettigimiz bilgileri 6zetleyen sematize sekil Sekil 5.1°de gosterilmistir. Apikal
ektoplazma oOzellesmedeki aktin mikrofilamanlarmin organizasyon yapisindaki
degisiklikler — ayrica  endositotik  vezikiil aracili  protein  aktivitelerinin
kolaylastirilmasini saglar. Bunlara 6rnek olarak; endositoz, transitoz, spermatidlerin,
organellerin (fagozomlar) ve epitel dongii sirasinda biyolojik maddelerin (laminin
zincirlerinin biyolojik olarak aktif filamanlar1) gecisini kolaylastiracak dongiiler
verilebilir (Sekil 5.1). Ornegin evre VIII’de baslarinda AEO’nin dejenerasyonundan
elde edilen “eski” AEO proteinleri, basamak 8 spermatidleri epitelyal dongiide
goriildiigiinde “yeni” AEO olusturmak icin kullamlabilir. Zaman igerisinde daha

fazla veri elde edildik¢e bu model gézden gecirilerek yeniden diizenlenebilecektir.
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Sekil 5.1. Ezrinin, sigan kan-testis bariyerini olusturan apikal ektoplazma &zellesmelerindeki
roliiniin sematik ¢izimi

Kanser arastirmalarinda hiicre iskeletinde aktin kaynakli hiicre hareketliligini, hiicre
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gdclinii, tiimor biiylimesini ve invazyonunda goérev alan ezrin proteininin (Ohtani ve
ark. 1999, Martin ve ark. 2003, Li ve ark. 2008) KTB gibi acilip kapanma
mekanizmasina sahip ve geri dontisiimlii baglanti komplekslerini igeren hiicreler
arast etkilesimindeki rollerinin arastirilmasit ve es proteinlerinin saptanmas ile,
literatiirdeki sitoplazmik sinyal molekiillerinin anlagilmasina katki saglamaktadir.
Ayrica, puberte ile baglayan spermatogenez siirecinin normal devam etmesi ve
Sertoli hiicrelerinin seminifer epitel dongiisiindeki sinyal mekanizmalarinin bu
siiregte KTB dinamigine uygun sekilde gerceklesmesi igin ezrin proteininin seminifer
epitel dongii boyunca lokalizasyonun, birlikte c¢alistifi proteinlerin ve islevin

anlasilmasi bu tez ile aydinlatilmistir.
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SONUCLAR ve ONERILER

Bu tez ile RNAi teknolojisi kullanilarak gerek in vitro gerekse in vivo
degerlendirmeler yapilarak ezrinin mekanik islevi hakkinda yeni bilgiler ilk kez
ortaya konmustur. Diger yandan, ezrinin roliiniin anlagilabilmesi i¢in ve 06zellikle
spermatogenez sirasinda kan-testis bariyerinde ektoplazma oOzellesmelerinde aktin
mikrofilamanlarin1  diizenlendigini anlayabilmek i¢in, diger aktin diizenleyici
proteinlerle ne sekilde etkilesime girdigi hususunda daha fazla arastirmaya ihtiyag

vardir.
Asagidaki sorular o6zellikle bu tezdeki bulgularin devaminda sorulabilir:

1- Ezrin, p-FAK-Tyr icin bir yap: tasi olusturup ezrin p-FAK™™7’nin AEQ
dinamiklerini diizenlemek i¢in O6nemli bir sinyallesme islevi olusturmasinda rol

oynamakta midir?

2-  Ezrinin, c-Src ile baglantis1 bilindiginden, ezrin EO dinamiklerini diizenlemek

397

icin ikili sinyal yapisit olusturacak sekilde c-Src’nin p-FAKTyr*’ ile etkilesime

girmesinde bir merkez koordinator role sahip midir?

3- Ayrica, ezrinin testislerde Arp3 ile de iliskili oldugu bu ¢aligma gosterildiginden
pFAKTyr ve/veya cSrc Arp2/3NWASP kompleksi ya da palladinin aktivitesini

diizenlemede rol aliyorlar olabilir mi?

4- Kan-testis bariyerinin bozuldugu, germ hiicre kaybinin bulundugu ve
infertilitenin meydana geldigi olgularda, ezrin yerlesiminin arttirilmasi ile kan-testis
bariyerinin biitiinligli aktin filamanlar1 {izerindeki diizenleyici etkisi ile yeniden

kazanilabilir ve spermatogenez siireci yeniden diizenlenebilir mi?

5- Gliniimiizde, aragtirmacilar tarafindan oldukc¢a yogun ¢alisilan bir konu olan
erkek kontrasepsiyonunda, spermatogenezin geri doniisiimlii olarak kontrol edilebilir
hala gelmesi gerekliligine esasen, ezrin proteininin ve birlikte ¢alistigi es proteinlerin

baskilanmasi ile iligkili ezrinin bir rolii olabilir mi?
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Yukarida belirttigimiz ezrin geninin kan-testis bariyerinin diizenlenmesindeki
etkilerinin esas Ooneminin yani sira, diger kan-doku bariyerlerinin de diizenlenmesinin
anlagilmas1 i¢in yeni arastirma konularina 151k tutacak ve bu bariyerlerde
kullanilabilecek ila¢ tasiyicilarmin  gelistirilmesi igin tasarlanacak gelecek

caligmalara kaynak olusturmaktadir.
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