T.C.
AKDENIZ UNIiVERSITESI
SAGLIK BIiLIMLERI ENSTITUSU
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal

DESERT HEDGEHOG SINYAL YOLAGININ
ANORMAL SPERMATOGENEZ VE
TESTIKULER KANSER OLUSUMUNDAKI
ROLUNUN ARASTIRILMASI

Zeliha SAHIN

Doktora Tezi

Antalya, 2010



T.C.
éKDENiZ UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dal

DESERT HEDGEHOG SINYAL YOLAGININ
ANORMAL SPERMATOGENEZ VE
TESTIKULER KANSER OLUSUMUNDAKI
ROLUNUN ARASTIRILMASI

Zeliha SAHIN

Doktora Tezi

Tez Danismanlari
Prof. Dr. Ismail USTUNEL
Doc¢. Dr. Kate LOVELAND

“Kaynakc¢a Gosterilerek Tezimden Yararlanilabilir”

Antalya, 2010



Saghk Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigiine;

Bu calisma jlrimiz tarafindan Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali,
Doktora Programinda Doktora tezi olarak kabul edilmistir. 25/06/2010

Tez Damsmam Prof. Dr. Ismail USTUNEL
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

Uye ; Prof. Dr. Ramazan DEMIR
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

Uye ) Prof. Dr. Candan OZOGUL
GaziUniversitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

Uye ; Dog. Dr. Mustafa Faruk USTA
Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Uroloji Anabilim Dal1

Uye ; Dog. Dr. Ciler CELIK OZENCI

Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

ONAY:

Bu tez, Enstitii Yonetim Kurulunca belirlenen yukaridaki jiiri tiiyeleri
tarafindan uygun goriilmiis ve Enstitii Yonetim Kurulu’nun ..... / ..../2010 tarih ve
..[. . sayili karariyla kabul edilmistir.

Prof. Dr. ismail USTUNEL
Enstitii Miidiirii



Saghk Bilimleri Enstitiisii Kurul ve Senato Karari

Saglik Bilimleri Enstitiisiiniin 22/06/2000 tarth ve 02/09 sayili enstitii kurul
karar1 ve 23/05/2003 tarih ve 04/44 sayili senato karar1 geregince “Saglik Bilimleri
Enstitiilerinde lisansiistii egitim goren doktora ogrencilerinin tez savunma sinavina
girebilmeleri i¢in, doktora bilim alaninda en az bir yurtdisi yayin yapmasi gerektigi”
ilkesi geregince yapilan yayinlarin listesi asagidadir (Orjinalleri ekte sunulmustur).

1. Itman C, Whiley PA, Zhou W, Meistrich M, Sahin Z, Loveland KL.
Regulated production of SnoN2 is a feature of testicular differentiation.
Microsc. Res Tech. 2009 Nov;72(11):833-844.



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Itman%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Whiley%20PA%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zhou%20W%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Meistrich%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sahin%20Z%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Loveland%20KL%22%5BAuthor%5D

OZET

Hedgehog (Hh) sinyal yolagi, birgok dokunun gelisimi sirasinda diizenleyici
olarak rol oynamakta ve bazi kanser tiirlerinde ekspresyonlari artmaktadir. Hh
sinyalinin, cesitli kanser tiirlerinin olusumunda katki sagladigi kabul edilmesine
ragmen, bu yolagin testis gelisimindeki roli, yetiskin testisinde spermatogoniyal kok
hiicrelerdeki ekspresyonu ve spermatogenezdeki rolii heniiz bilinmemektedir.
Embriyonik gelisim sirasinda, olgunlagsmasini normal olarak tamamlayamayan germ
hiicrelerinin, yetigskinlik doneminde testis kanseri ile iliskilendirilmesinden dolay1, bu
tez ¢aligmasinda Hh’larin, normal gelismekte olan testiste ve testis gelisiminin hasara
ugradig1 durumlarda, yetiskin testisindeki spermatogoniyal kok hiicrelerde ve normal
yetiskin spermatogenezindeki rolleri sorgulandi. Bu amagla, Desert Hedgehog sinyal
yolaginin anormal spermatogenez ve testikiiler kanser olusumundaki rolii, in situ
hibridizasyon, immiinohistokimya, tiibiil damla kiiltiirii ve qRT-PCR yontemleriyle
arastirildi.

Calismamizin sonuglari, spermatogenezin ilk dalgasinda, Hh sinyal yolaginin,
erken embriyonik germ hiicrelerinde aktivite gosterdigini, dogum sonras1 donemdeki
germ hiicrelerinde sinyal aktivitesinin kayboldugunu ve yetiskinlik déneminde,
spermatogenezle beraber, Hh sinyalinin tekrar aktiflestigini gdsterdi. Radyasyona
maruz kalan yetigkin sigan testisi modeli kullanarak yaptigimiz analizler sonucunda,
Hh sinyal yolaginin, yalnizca embriyonik donemdeki testikiiler kok hiicrelerde degil
ancak, yetiskin sigan testisindeki farklilasmamis spermatogoniyal kok hiicrelerde de
aktivite gdsterdigi bulundu. Ilging olarak, hormonal gevrenin degismesiyle birlikte,
kok hiicrelerin bir sonraki asamaya farklilagsmasiyla Hh sinyalinin de aktivitesini
yitirdigi gézlendi.

Dibiitilfitalat maruziyeti veya aktivin beta-A geninin knock-out edilmesiyle,
embriyonik testis gelisiminin hasara ugradigi durumlarda, Hh sinyalinin ekspresyon
siddetinin de degistigi gozlendi. Bu durum, anormal germ hiicre gelisiminde, Hh
sinyal yolaginin da katki saglayabilecegini gosterebilir.

Seminifer tiibiil damla kiiltiirii yontemiyle, Hh sinyal yolag: aktivitesinin, Hh
inhibitorii olan Cyclopamine ile inhibe edilmesinin ardindan, postnatal 1 giinliik
testiste, SCYP3 ve Stra8 gibi mayoz iliskili genlerin up-regiile oldugu bulundu.

Kemirgen testis dokularinda, germ hiicre gelisiminin 6zel asamalarinda rol
oynadig1 gosterilen Hh sinyal yolaginin, insan testikiiler kanserli dokularinda da
aktivite gosterdigi anlasildi.

Bu tez caligmasinda bildirilen, Hh’larin gelisim farkli asamasindaki testikiiler
hiicrelerdeki ekspresyonlariyla ilgili bilgiler, Hh sinyalinin, spermatogenezin 6zel
basamaklarinda aktif oldugunu ve ¢ok siki bir sekilde denetlenerek, spermiogenezle
kapandigini gostermektedir. Testis gelisim ve fonksiyonu sirasinda bu derece kritik
olan ve siki bir sekilde denetlenen Hh sinyal yolaginda meydana gelebilecek
herhangi bir hasarin, anormal spermatogenezle sonuglanabilecegi ve dahasi
testiskiiler kanser olusumuna katki saglayabilecegi sdylenebilir.

Anahtar Kelimeler: Desert Hedgehog sinyal yolagi, spermatogenez, testikiiler
gelisim, in situ hibridizasyon.



ABSTRACT

Hedgehog (Hh) signalling regulates many aspects of normal development and
is upregulated in some cancers. Although the contribution of Hedgehog signalling to
cancers is widely accepted, its importance for testis development, spermatogonial
stem cells, a unique pluripotent cell type sustained through adulthood, and its roles in
spermatogenesis are unknown. Because it is hypothesised that the germ cells which
couldn’t mature properly during embriyonic life are associated with testicular cancer
in adult life, this thesis aimed to clarify the contribution of Hedgehog signalling in
abnormal spermatogenesis and testicular cancer by using in situ hybridisation,
immunohistochemistry, tubule drop culture and gRT-PCR techniques..

The results of our study showed that during the first wave of spermatogenesis,
Hh signaling pathway is active in germ cells, disapearing at birth and reactivating
with spermatogenesis in adults. The results from irradiated rat testis model showed
that Hh signalling is not only active in embryonic spermatogonial stem cells but also
in adult stem cells in the testis. These findings provide the first indication that Hh
signalling is active in resting stem cells and are turned off when stem cells mature.

When embryonic testis development is disturbed by using DBP exposure and
ActivinB-A knock-out models, we observed that the activity of Hh signalling has
been changed. This suggests the possible contribution of Hh signalling in abnormal
germ cell development.

By using a hanging drop culture system on postnatal day 1 mouse
seminiferous cords with or without Cyclopamine, (an inhibitor of the Hh signalling
pathway), we showed that the genes associated with meiotic divisions such as Stra8
and SCYP3 are upregulated.

As well as the expression sites of Hh signalling in murine testis shown in this
study, we also understand that Hh signalling is active in testicular cancer patients
samples.

This thesis provides fresh information regarding Hh signalling which
demonstrated that Hh pathway component expression is highly regulated in the testis,
indicating that Hh signals function at discrete stages of spermatogenesis. The data
presented in this thesis provide a new understanding of how Hh signalling is
regulated in vivo and demonstrate its potential contribution to male fertility and
infertility. As our understanding of the number of cancers associated with Hh
signalling increases, understanding the mechanisms by which Hh signal transduction
Is regulated is essential for identifying potential target drugs and developing new
treatments.

Key Words: Desert Hedgehog signalling pathway, spermatogenesis,
testicular development, in situ hybridization.
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GIRIS ve AMAC

Erkek bireylerde, puberte sonras testiste gergeklesen spermatogenez olayiyla
sperm elde edilir ve boylece genetik yap1 nesilden nesile aktarilir. Spermatogenez,
hiicresel yenilenme ve farklilasma islemi olup, testis kok hiicreleri olan Tip A
spermatogoniyanin farklilagmasi ile baslayarak spermatid olusumu ile sonlanir.
Spermiyogenez olarak adlandirilan matiirasyon islemiyle bu spermatidler seminifer
tiblil limenine spermatozoa olarak atilir. Spermatogenez, puberte ile birlikte
baslamasina ragmen, bu olay i¢in ilk adimlar f6tal yasamda atilir.

Embriyonik donemde, epiblast’tan kdken alan primordiyal germ hiicreleri
(PGH), gonad taslaginda ilk farklilasmasimi gegirdikten sonra, erkek bireylerde
gonosit, disi bireylerde ovogonya olarak adlandirilir. Daha sonra, Sertoli hiicreleri ve
peritiibiiler myoid hiicreler, gonositleri ¢evreleyerek primitif testikiiler kordonlari
olusturur. Leydig hiicreleri ise interstisiyel alanda kalir. Primitif kordonlar igerisinde
bir siire ¢ogalmasini siirdiiren gonositler, ardindan mitotik olarak inaktif olduklari
dinlenim donemine girer ve dogum sonrasina kadar bu durumlarimi korurlar.
Insanlarda puberte ile birlikte, farelerde dogumun hemen ardindan, sicanda ise
dogumdan 4-5 giin sonra, dinlenim dénemindeki gonositler, mitotik ¢ogalmalarina
yeniden baslayarak spermatogenezin ilk dalgasini baglatirlar. Seminifer tiibiillerin
periferinde yerlesik olan ve yetiskinlik doneminde testis kok hiicre populasyonunu
olusturan spermatogoniyal kok hiicreler, mitotik boliinmelerle ¢ogalarak bir taraftan
kendilerini olustururken diger taraftan yonlenmis (farklilasmis) spermatogoniyalari
olusturular. Farklilasmis spermatogoniyalar, bir seri mitotik ve mayotik boliinmenin
ardindan spermiyogenez olay1 ile olgunlagsmalarini tamamlayarak sperm hiicresini
olusturur.

Carcinoma In Situ (CIS) olarak adlandirilan hiicrelerin, olgunlagsmasin1 normal
olarak tamamlayamayan gonositlerden koken aldigi belirtilmekte ve yetigkinlik
doneminde ortaya ¢ikan testikiiler kanser ile iliskilendirilmektedir. CIS hiicreleri ile
gonositler arasindaki morfolojik ve ultrastriiktiirel benzerlikler, CIS hiicrelerinin,
gonositler tarafindan eksprese edilen embriyonik donem proteinlerini eksprese etmesi,
bu hiicrelerin gelisimlerini tamamlayamayan gonositlerden koken alabileceklerini
gostermektedir. CIS hiicreleri, embriyonik doneme ait genleri/proteinleri yiiksek
derecede eksprese ettiginden, bu hiicreler yetiskin testisinde yeniden programlanarak
seminom veya non-seminom teratomlara farklilasabilmektedir (1).

[k olarak sirke sinegi Drosophila’da kesfedilen Hedgehog (Hh) sinyal yolag:
memelilere kadar uzanan canlilarin embriyonik gelisimlerinde rol oynar (2).
Embriyonik doénemde hiicre ¢ogalmasini, farklilasmasini ve hiicre canliliginin
korunmasini saglayarak bir¢cok degisik dokunun embriyonik gelisiminde énemli rol
oynar. Hh sinyal yolagmin gorevleri, embriyonik donemle simirli olmayip yetiskin



dénemde de kok hiicrelerin ¢ogalmasinda ve farklilasmasinda rol alarak doku
fonksiyonuna katilir (3).

Drosophila’da sadece bir Hh geni bulunurken, memelilerde 3 tane homologu
vardir: Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (Ihh) ve Desert Hedgehog (Dhh).
Her bir Hh geninin ekspresyonu, gelisimsel olarak diizenlenir ve farkli Hh genleri
farkli dokularin olusumuna katilir (4-6). Dhh, memeli testisinde eksprese olur ve
spermatogenezin diizenlenmesinde rol oynar. Testisteki Dhh mRNA’si ilk olarak, Sry
ekspresyonunu takiben, embriyonik giin (E) 11.5’de Sertoli hiicrelerinde gozlenir,
yetiskinlik doneminde de ekspresyonunu siirdiiriir (6).

Dhh geni ¢ikarilmis (knock-out) erkek farelerin testislerinde, seminifer
tibilillerin  diizensiz ve bazal laminanin kesintili oldugu, olgunlagmasinm
tamamlayamamis peritiibiiler myoid hiicre, Leydig hiicresi ve Sertoli hiicrelerine
rastlandig1, ayrica, seminifer tiibiillerde ¢ok az sayida germ hiicresi bulundugu ve
bunlarin anormal morfolojik yap1 gostererek testikiiler kordonlarin disinda yerlesik
oldugu belirtilmektedir (6). Dhh sinyal yolaginin, yetiskin fare testisindeki
spermatogenezde de rol oynadigi gosterilmistir; Dhh’nin transkripsiyon faktorii olan
Glil’1 asirt eksprese eden transgenik erkek farelerin seminifer tiibiillerinde, germ
hiicre gelisiminin pakiten spermatosit asamasindan ileriye gidemedigini ve bu
farelerin infertil oldugu belirtilmistir (7).

Dhh ligadinin, fotal donemde Sertoli hiicrelerinde eksprese olmasi ayrica, bu
sinyal yolaginda meydana gelen bozukluklarin yetiskin spermatogenezini tahrip
etmesi, Hh yolaginin, gelismekte olan ve yetiskin testisinde spermatogenezi
diizenleyebilecegini dahasi testikiiler kok hiicrelerde eksprese olarak bu hiicrelerin
proliferasyon ve farklilasma olaylarin1 diizenleyebilecegini diisiindiirmektedir. Eger
bu yolak, farkli donemlerdeki testikiiler kok hiicrelerin fonksiyonlarini diizenliyorsa,
bu yolakta meydana gelebilecek herhangi bir hasarin anormal spermatogenezle
iliskilendirilebilecegini, CIS hiicrelerinin olusumuna katki saglayabilecegini
diisiinmekteyiz. Bu nedenle, Desert Hedgehog sinyal yolagimin anormal
spermatogenez  ve  testikiiler = kanser  olusumundaki  roli  arastirildi.



GENEL BiLGILER

2.1. Memelilerde Testis Gelisimi

Testis dokusunda, germ hiicre gelisimi, embriyonik gelisimin erken doneminde
baslayarak yetigskinlik donemine kadar devam eden ve bir¢ok hiicresel farklilasma
asamasini igeren bir olgunlagma siirecidir. Bu tezin ilerleyen bdliimlerinde, memeli
testisinin genel yapis1 ayrica, fotal, juvenil ve yetiskin kemirgen gonadinda germ
hiicre olgunlasmasi anlatilacaktir.

2.1.1. Memeli Testisinin Genel Yapisi

Yetiskin testisi, fonksiyonel olarak birbirinden farkli iki bdlge igerir;
interstisiyum ve seminifer tiibiiller (8). insterstisiyumda, kan ve lenfatik damarlar,
androjenlerin ve diger bazi steroidlerin iiretiminden sorumlu Leydig hiicreleri ve
makrofajlar bulunur (9). Seminifer tiibiiller (Sekil 2.1.1.1), yogun olarak kivrintili bir
morfoloji sergilemekte ve gelismekte olan germ hiicrelerini ve bu hiicrelerin
gelisimini destekleyen epitelyal hiicre soyundan gelen somatik Sertoli hiicrelerini
icerir (9). Bu tiibiiller, germ hiicre olgunlagsmasinin gergeklesebilmesi igin Sekil
2.1.1.1°de gosterildigi gibi oldukga diizenli bir hiicresel yapiya sahiptir. Her bir Sertoli
hiicresi, tlibiilin kaideye yakin bdlgesinden i¢ bosluguna kadar uzanir. Bu hiicreler,
hem kendisine komsu olan Sertoli hiicresiyle hem gelismekte olan germ hiicreleriyle
sik1 baglanti (tight junction) ve oluklu baglantilar (gap junction) yapar (10). Bu
baglantilar, seminifer tiibiil epitelini bazal ve adluminal bolgelere ayiran kan-testis
bariyerini olusturur ve post-mitotik germ hiicrelerinin tiibiil icerisinde gelisimi i¢in
essiz bir mikrogevre olusturur. Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasi ile kontakt halinde
olan hiicreler germ hiicreleridir. Bu hiicreler, seminifer tiibiillerde olgunlagma
asamalaria gore tabakalanir:

Mitotik spermatogoniyum, seminifer tiibiildeki en az farklilasma gegirmis (en
az olgun) hiicre olup bazal membrana yakin yerlesir ve seminifer epitelin bazal
boliimiinde bulunur.

En olgun germ hiicreleri adluminal boliimde yerlesir; mayotik spermatositler,
tibiiliin kaideye yakin bolgesine yerlesirken yuvarlak ve uzamis haploid spermatidler
tiibiil liimenine yakin yerlesirler (9) (Sekil 2.1.1.1).

Sertoli-germ hiicre mikrogevresi, bazal lamina ve peritiibiiler myoid hiicreleri
ile sarilidir.

Yetigkin testisinde seminifer tiibiiller, sperm hiicresi iiretimi i¢in Ozellesmis
yapilardir. Yukarida tarif edilen diizen, embriyonik gelisimin erken basamaklarinda
baslayan olaylar zincirinin sonucudur. Devam eden boliimlerde, testis farklilagmasinin



baslangi¢c basamaklar1 derlenecek, embriyoda baslayan ve dogum sonrasi testiste
devam eden germ hiicre olgunlagmasi 6zetlenecektir.
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Sekil 2.1.1.1. Kemirgen testisi yap1 ve organizasyonu.



2.1.2. Fotal Kemirgen Gonadindaki Olaylar

Farelerde fotal gonad, embriyonik giin (E) 9-10 arasinda, her bir
mezonefroz’un ylizeyinde ventrolateral bir kalinlasma olarak belirir (11). Fotal gonad,
gelisiminin erken donemlerinde bipotent potansiyele sahip olup testis veya ovaryum
yoniinde farklanabilir. Memelilerde, bipotent gonadin testise farklanmasi, E10.5°de Y
kromozomu iizerinde bulunan Sry (Sex Determining Region on Y Chromosome)
geninin somatik hiicrelerde ekspresyonuyla belirlenir (12-15). Sry ekspresyonu,
yaklagik 48 saat boyunca devam eder (16) ve somatik hiicrelerin oncii-Sertoli
hiicrelerine farklanmasini yonlendirir (Sekil 2.1.2.1). Bu hiicreler, germ hiicrelerinin
etrafinda toplanir ve ikisi birlikte testikiiler kordonlar1 olustururlar (11). Ozetle,
gonadlarin “erkek cinsiyeti” yoniinde farklanabilmesi i¢in Sry’nin ekspresyonunu
sarttir.

Testis gelisiminde gerekli olan diger bir gen ise S0X9’dur. Sox9, yapisal olarak
Sry’ye benzer bir proteini kodlar ve oncii-Sertoli hiicrelerinin anti-Miillerian hormon
(AMH) ekspresyonunu diizenler (17). AMH, disi tireme kanallarinin baskilanmasini
(18) dolayisiyla erkek iirogenital kanallarin gelismesini saglar. XX kromozomlu disi
gonadinda, Y kromozomunun olmamasi ve somatik hiicrelerinde Sry ekspresyonunun
bulunmamasi nedeniyle, bu bireylerdeki somatik hiicreler graniiloza hiicrelerine
farkhlasir (Sekil 2.1.2.1).
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Sertoli hiicre farklilasmasi  Leydig hiicre farklilasmasi

E10-11.5
Bipotent Gonad Ovaryal folikiil farklilasmasi
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E12.5
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Sekil 2.1.2.1. Farede bipotent gonadin cinsiyet farklanmasi.



Primordiyal germ hiicreleri (PGH), farede, yaklasik E6.5°de primitif
ektoderm/epiblasttan farklanmaya baslar (19). Ilk olarak, E7°de alkalin fosfataz ve
diger bazi Ozel antikor boyanmalariyla goézlenebilir (20, 21). Bu giinden sonra
PGH’ler bir yandan mitoz ile ¢ogalmaya baslarken diger yandan genital kabarinti
bolgesine dogru gog ederler. 4 giin siiren gogleri, gastrulasyon esnasinda arka
bagirsagin invaginasyonuyla pasif olarak baslar ve daha sonra aktif olarak devam eder
(22). PGH’lerin ¢ogalma ve go¢ etme olaylarinda bir tirozin kinaz reseptorii olan c-kit
ve bunun ligand1 olan K6k Hiicre Faktorii (Stem Cell Factor; SCF) gorev alir (23). Bu
genlerde meydana gelen herhangi bir mutasyon farede, white-spotting (W) ve Steel
(st) olarak adlandirilir ve her iki mutasyonda da anormal PGH matiirasyonu gozlenir
(24, 25). Farelerde, st lokusunun mutasyonu (SCF protein iretiminin durmasi)
PGH’lerin go¢ etmesini tamamen durdururken, c-kit mutasyonu, go¢ eden PGH
sayisini azaltmaktadir. E11°de PGH, farklilasan gonadlarda kolonize olmaya baslar ve
cogalmalarin siirdiirtirler.

PGH’nin cinsiyet farklanmasi, go¢ ettikleri gonadin somatik mikrogevresi ile
kontrol edilir. Gelismekte olan gonadlarda bulunan PGH bipotenttir ve bu 6zellikleri
yaklasik E11.5e kadar devam eder (26). Bu giinden sonra PGH iki y6nden birisine
farklanirlar; 1) disi yolak; burada PGH’ler ovaryum igerisinde mayoza girerler veya 2)
erkek soma hiicreleri ile ¢evrelenerek mayoza girmeleri engellenir ve kisa bir siire
daha ¢ogaldiktan sonra mitotik tutuluma girerler (22) (Sekil 2.1.2.2). Mezonefrozda
iretilen retinoik asit’in, PGH’nin cinsiyetinin belirlenmesinde birincil diizeyde
yonlendirici oldugu disiiniilmektedir (27, 28). Disilerde, {iirogenital kabarinti
bolgesinde bulunan germ hiicrelerinin mayoza yonlenmesi, Stra8 tarafindan eksprese
edilen retinoik asit ile diizenlenir (27, 28). Bu hiicreler, mayozun |. Profazin
tamamladiktan sonra E17.5’de diploten basamaginda tutuluma girerler ve dogumdan
hemen sonra diploten basamagini tamamlarlar (29, 30). Testiste ise retinoik asit,
Cyp26B1 enzimi tarafindan yikima ugratilir (27, 28) ve bundan sonra PGH gonosit
olarak adlandirilir. Gonositler, E16.5-E17’ye kadar ¢ogalmalarina devam eder ve
sonrasinda mitotik olarak sesssiz olduklari bir doneme girerler (31) (Sekil 2.1.2.2).
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Sekil 2.1.2.2. Fotal fare gonadinda cinsiyet farklanmasi.

2.1.3. Dogum Sonrasi1 Kemirgen Testisindeki Olaylar

Dogum sonrasi gonositler tekrar hiicre siklusuna girer ve seminifer kordonlarin
bazal membranina dogru go¢ ederler. Bu donemde gonositler, farklilasmamis
spermatogoniya olarak adlandirilir ve spermatogenezin ilk dalgast baglar.
Spermatogenezin ilk dalgasinin baglamasiyla, testiste farkli germ hiicre tipleri ilk defa
goriiliir. Spermatogenezin ilk dalgasi kabaca 3 faza ayrilir;
1) spermatogoniyal kok hiicrelerin ve farklilasan spermatogoniyanin mitoz ile
cogalmast,
2) spermatositlerin mayozu,
3) spermiyogenez; yuvarlak, haploid spermatidlerin spermatozoay1 olusturmak {iizere
morfolojik olarak farklilagmasi.

Sekil 2.1.3.1°de, spermatogenezin ilk dalgasi sematize edilmistir. Bu sekil,
postnatal giinlerde (PND) mevcut olan hiicre tiplerini gostermektedir.

Bundan sonraki bolimde memeli testisinde bulunan germ hiicre tipleri
anlatilacak ve gelisimlerinin nasil diizenlendigi agiklanacaktir.
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ettirir ve bazal membrana go¢ ederek spermatogoniyum haline gelir. Birgok defa
mitotik boliinmeden sonra spermatogoniyum mayoza girer ve spermatositi olusturur.
Primer spermatosit, mayoz I bolinmesiyle devam ederek sekonder spermatositleri
olugturur. Mayoz II'nin tamamlanmasindan sonra sekonder spermatositler haploid
spermatidleri olusturur. Haploid spermatidler, uzamig spermatidleri olusturmak igin
morfolojik bir degisim gegcirirler. PND: postnatal giin.

2.1.4. Spermatogoniya

Dogum sonrasi donemde, testis dokusunda mitotik boliinme ile ¢ogalan germ
hiicreleri spermatogoniya olarak adlandirilir. Bu hiicreler, yetiskin yasami boyunca
testiste germ hiicre populasyonunun yenilenmesi ve varligi i¢in ¢ogalmak
durumundadir. Spermatogoniyalar ii¢ kategoride siiflandirilir; Tip A, Intermediyet ve
Tip B (32). Tip A farkhilasmamis spermatogoniya, kendi kendini yenileyebilen
spermatogoniyal kok hiicre tipi olup, tek bir hiicre ya da A single (As) olarak
adlandirtlir (32). Tip A spermatogoniyalar boliinerek kendilerini ¢ogaltiklar: gibi diger
taraftan A paired (Ap) ve A aligned (Aa) gibi diger tip spermatogoniyalari da
olusturur. Apr Ve Ay gibi spermatogoniya tipleri sitoplazmik kopriiler araciligi ile
birbirleriyle baglanti1 halindedir (8). Hiicreler arasindaki bu sitoplazmik kopriiler,
spermatogenez boyunca varligini siirdiiriir ve kardes germ hiicreleri arasinda
mRNA’larin ve proteinlerin hareketini saglar (33). A spermatogoniya, mitotik
cogalmanin interfaz basamaginda bir farklilagsma gegirerek A; spermatogoniyaya
farklanir (32). A; spermatogoniya, 5 kez ard-arda mitoz gegirdikten sonra preleptoten
primer spermatositleri olusturur ve daha sonra sirastyla Az, Az, A4, Intermediyet (In)
ve Tip B spermatogoniyaya farklanir. Preleptoten primer spermatositlerler daha sonra
mayoza girer (9). Spermatogoniyalar her zaman seminifer tiibiillerin bazal membrani
ile fiziksel kontakt (baglanti) halindedir (8) (Sekil 2.1.1.1.) ancak, hiicrelerin
farklilasmas: sirasinda bu fiziksel kontakt azalir. As spermatogoniyadan Ay
spermatogonya’ya dogru gelisen hiicreler, bazal lamina ile yiiksek derecede kontakt
yaparken Tip B spermatogoniyadan preleptoten spermatogoniyaya gelisen hiicrelerin
bazal membran ile temasi tamamen kopar (34).

Yakin zamanda yapilan bir ¢aligmada (35), puberte oOncesi kemirgen
testisindeki gonositlerin spermatogoniyaya farklilasmasinda 6nemli bir ayrinti
kesfedilmistir. Dogum sonrasinda hiicre siklusuna tekrar giren ve bazal membrana
dogru go¢ eden gonositlerin kaderleri, neurogenin-3 (Ngn3) eksprese edip-
etmemelerine gore degismektedir; Ngn3 eksprese etmeyen bir grup gonosit kendi-



kendilerini yenileme basamagini atlayarak direkt olarak A; spermatogonyaya
farklilasmaktadir. Bu germ hiicreleri, spematogenezin ilk dalgasi boyunca ilerler ve
matiir spermatozoa’y: olusturur. Ngn3 eksprese eden gonositler ise kendi-kendilerini
yenileme potansiyeline sahip ve sperm iiretiminin devamliligini saglayan hiicreler
olan farklilasmig spermatogoniyalar1 olusturur (35).

Embriyonik germ hiicre gelisimini kontrol eden eden iki kritik faktor c-kit/SCF
ve retinoik asit (BOlim 2.1.2.°de anlatilmistir), Spermatogoniyal farklilasmayi da
kontrol eder. Sertoli hiicrelerinde bulunan SCF proteini ile spermatogoniyada bulunan
c-kit proteini, spermatogoniyal hiicre farklilasmasinin kontroliinde 6nemli role sahiptir
(23, 36). Spermatogoniyalarda c-kit/SCF sinyalinin durdurulmasi, Tip A4
spermatogoniyal hiicre ¢ogalmasinin bozulmasina neden olur (23, 37) ve
spermatogoniyal hiicrelerin apopitozla 6liim oranini artirir (38). Retinol (Vitamin A)
ve retinoik asit, spermatogoniyal farklilasmanin anahtar diizenleyicilerinden birisidir.
Retinoik asit sinyali, farklilasmamig spermatogoniyanin Aj; Spermatogoniyaya
gecisinde 6nemli rol oynadigindan, Vitamin-A hasarli fare testislerinde, sadece Tip A
farklilasmamig spermatogoniyalar bulunur (39). Retinoik asit sinyal yolagma ait
niikklear retinoik asit reseptorlerinin, hem  Sertoli hiicrelerinde hem de
spermatogoniyada eksprese olmasi da bu yolagin bu hiicre tiplerinde aktif oldugunu
gosterir.

Spermatogoniyal farklilasmay1 kontrol eden diger bir mekanizma ise hormonal
regiilasyondur. Sicanlarda, normal spermatogenez sirasinda, follikiil stimiile edici
hormon (FSH) ve testosteron sinerjistik olarak bu olay1 yonlendirir (40, 41).
Radyasyona maruz birakilan sican testisinde, hem testosteron hemde FSH’in
spermatogoniyal farklilasmay1 durdurdugu gosterilmistir (42). Hem FSH hem de
intratestikiiler testosteron diizeyleri yliksek olan bu si¢anlarin testisinde, sadece Tip A
spermatogoniyalar bulunur (43). Bu patolojik modelde, FSH ve testesteron
diizeylerinin baskilanmasiyla spermatogoniyal farklilasmanin tekrardan stimiile
edildigi gozlenmistir (43). Tim bu sonuglardan gorildagi gibi spermatogoniyal
matiirasyon, gen ekspresyonunda degisiklikleri tetikleyen bir¢ok biitiinlesmis faktor
tarafindan kontrol edilmektedir.

2.1.5. Spermatositler

Spermatositler, mayoz olarak adlandirlan 6zellesmis hiicre boliinmesi
gecirirler (Sekil 2.1.5.1.). Bu bdliinme, testiste ve ovaryumda bulunan germ
hiicrelerine 6zel bir boliinme sekli olup diploid gametten haploid gamet olusumunu
saglar. Mayoz iki fazda incelenir. Birincisi, homolog kromozomlarin eslesmesi ve
rekombinasyonu, ikincisi ise kardes kromatidlerin ayrilmasidir (44).
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Fare testisinde, primer spermatositler ilk olarak PND15’de goriiliir ve bazal
membran ile iligkisini koparan Tip B spermatogoniyadan kdken alir (8). Bu hiicreler
ilk once preleptoten spermatositler olarak adlandirilir. Preleptoten spermatositler,
DNA'’sin1 replike eden son germ hiicreleridir (45). DNA sentezi tamamlandiginda
preleptoten spermatositler mayozun profaz I’ine girer ve artik leptoten spermatositler
olarak adlandirilir (9). Preleptoten spermatositlerin, leptoten spermatosite farklanmast,
bu hiicrelerin Sertoli hiicreleri arasindan gegerek bazal membrandan uzaklagsmasi ve
seminifer tiibiillerde intermediyet kompartiman olarak adlandirilan 3. bir kompartiman
olusturmasi ile karakterizedir (9). Bu gog¢ olay1 sirasinda, germ ve Sertoli hiicreleri
arasindaki baglanti komplekslerinin kirilmasi ve yeniden yapilmasi s6z konusudur.

Memeli kemirgenlerinde mayotik profaz I, dogum sonrasi yaklasik 3. haftada
sonlanir. Mayotik profaz I, spermatositlerde gergeklesen kromatin degisiklikleri goz
Oniine alinarak bes faza ayrilir; leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diyakinez (Sekil
2.1.5.1) (44). Profaz I sirasinda homolog kromozom rekombinasyonu da gergeklesir.
Bu olayda cift zincirli DNA’da kiriklar olusur ancak eslesen kromozomlar arasindaki
DNA degis-tokusuyla DNA zincir tamiri gergeklesir (46). Mayoz béliinmeye 6zgii
olan bu degis-tokus olay1 sinoptenamel kompleks (SC) tarafindan kontrol edilir (44,
47).

Mayotik profazin ilk faz1 olan leptoten, iplik-benzeri kromozomlarin
olusumuyla baslar (8). Zigoten fazinda homolog kromozomlarin eslesmesi goriilmeye
baglar ve SC olusur (sinaps). Ayrica hiicrelerde kromatin kalinlagsmasi da zigoten
faziyla karakterizedir (45). Burada gorev alan ti¢ 6nemli SC proteini; SYCP1, SYCP2
ve SYCP3’ dir. Tuim bu proteinler “fermuar” yapisinda yeralmakta ve
rekombinasyonun ger¢eklesmesi i¢in iki homolog kromozomu birbirine yakin olarak
tutmaktadir. Bu proteinler, kromozom yogunlasmasi (kondenzasyon) ve sinapsis
olaylarinda da gorev alirlar (44). Pakiten hiicrelerinde, kromozomlar tamamen sinaps
yapmig ve SC olusumu tamamlanmistir (47). Rekombinasyonun gergeklestigi ve
hiicrelerin hizli bir sekilde biiyiime gosterdigi faz olan pakiten, memelilerde yaklasik
bir hafta sonunda tamamlanir (9). Diploten, rekombinasyonun oldugu, kiazmata
bolgelerinin goriintiilenebildigi, SC kompleksinin birbirinden ayrilmaya baglayarak
sadece rekombinasyonun oldugu bélgelerde kontagin kaldigi fazdir (44). Profaz I,
diyakinezle sona erer. Diyakinez, kromatinlerin ileri derecede kondanse oldugu ve
kromozom ayrilmasina hazirlik olarak kiazmatanin serbestlendigi fazdir (45).

Erkeklerde, homolog kromozomlarin mayotik eslenmesi disilerden farklilik
gosterirler. Erkek diploid germ hiicreleri, 22 ¢ift homolog otozom ve X-Y seks
kromozomlarini tasir (XY, bivalent). Profaz I sirasinda, seks kromozomlar1 genellikle
eslesmemis olarak kalir. Rekombinasyon sadece pseudootozomal bolgelerde (bu iki
kromozomun eslestigi) kalmaktadir (44). XY bivalent, pakiten ve metafaz arasinda
transkripsiyonel olarak inaktif olup XY bodiyi yapmak icin heterokromatin yapisinda
belirgin degisiklikler yapar (48). XY bodi, spermatositlerin niikleusuna 6zgiidiir ve
mayotik boliinmenin ilerlemesi igin gereklidir (49).

Profazi takip eden metafaz asamasinda homolog kromozomlar, ig
iplik¢iklerine tutunurlar ve anafaz asamasinda hiicrenin karsit kutuplarina yerlesirler
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(50) (Sekil 2.1.5.1.). Telofaz sirasinda, her biri iki kromatid i¢eren haploid
kromozomlu iki kardes hiicre meydana gelir ve bu hiicreler, hiicrelerarasi kopriilerle
halen birbirlerine baglidir (45).

Birinci mayozun profazi tamamlandiktan sonra sekonder spermatositler olusur.
Testiste, mayoz II ¢ok hizli bir sekilde gergeklesen bir olay oldugundan bu hiicreler
kisa omiirlii hiicrelerdir. Sekonder spermatositler adeta mitozu taklit ederler; kardes
kromatidler ig iplik¢ikleriyle birbirlerine tutunurlar ve metafaz-anafaz II sirasinda
hiicrenin Kkarsit kutuplarma yerlesirler (8). Mayoz Il sonunda olusan en son {iriin,
spermatid olarak adlandirilan 4 adet haploid gamettir.

Mayoz sirasinda meydana gelebilecek herhangi bir mutasyon germ hiicre soyu
boyunca kalitildigindan mayoz hiicre boliinmesi siki1 bir sekilde kontrol edilir. SC,
mayozun kontroliinde biiyiik 6nem tasir; ¢ift zincirli DNA’nin rekombinasyonu ve
tamirini kontrol eden hiicre siklusu diizenleyici proteinler i¢in yerlesim bolgesidir
(44). Hiicre siklusunda checkpoint noktalarinin kontrolii, mayozun diizgiin ilerlemesi
icin gereklidir ve mitozda oldugu gibi siklinler ve siklin bagiml kinazlar (cdks) ile
kontrol edilir. Mayoz i¢in 6nemli olan iki diizenleyici cdk2 ve siklin Al dir. cdk2 geni
olmayan erkek farelerde, spermatositler pakiten fazina kadar ilerlemekte ancak bu
hayvanlarin testislerinde diploten spermatosit gorilmeyip SYCP3  dagilimi
bozulmaktadir (51). Siklin A1, germ hiicre &zellikli bir siklin olup mayoz | de
profazdan metafaza gecisi diizenler (52). Bu proteini eksprese etmeyen mutant
hayvanlarin testislerinde spermatositler, metafaz gecisinde tutuluma ugrar ve bu
hayvanlar infertil bir fenotip sergiler.

2.1.6. Spermatidler

Yuvarlak spermatidler, kemirgen testisinde ilk olarak PND20’de goriiliir.
Spermatidler, spermiyogenezin habercisidir. Spermiyogenez, yuvarlak ve haploid olan
spermatid’in olgun spermatozoaya farklilagsmasidir. Spermiyogenez sirasinda 5 farkli
islem gergeklesir; 1) akrozom olusumu 2) niiklear yogunlagsma ve uzama 3) kuyruk
(flagellum) gelisimi 4) sitoplazmanin tekrardan organizasyonu 5) spermiasyon (45).

Akrozom, spermatozoanin ovosite penetrasyonu sirasinda gerekli olan
enzimleri igerir (8). Akrozom, Golgi kompleksi tarafindan iiretilen kiigiik
proakrozomal vezikiillerin bir araya gelerek yuvarlak, membran-bagimli vezikiil
haline gelmesiyle olusur (9). Akrozom daha sonra, spermatid hiicre niikleusu ile
fiziksel olarak iliskiye girer ve yasSilagarak spermatidlerin 6n yarisim1 kaplar (45).
Niikleusun spermatid yiizeyine hareketiyle birlikte akrozomda hiicre membraniyla
yakin iligkiye gecer (9). Bu olay, spermatidlerin polarize olmasini saglar; bas (6n
kisim bolgesi) ve kuyruk (flagellum) bolgesi olusur.

Spermatidlerde niikleusun pozisyon degistirmesi disinda, kromatin de
kademeli olarak kondenzasyona ugrar ve sekil degistirir (9, 45). Bu yeniden
organizasyon sirasinda histonlar, protaminler olarak bilinen kii¢iik niikleozom
proteinleri ile yer degistirir. Histonlarin protaminlerle yer degistirmesi, kademeli bir
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islem olup ilk 6nce, histonlarin tranzisyon proteinleri (TP) ile daha sonra da bunlarin
protaminlerle yer degisimi s6z konusudur. Kromatin yeniden modellenmesi sayesinde
spermatid DNA’s1 ¢ok kii¢iik hacimde paketlenir (somatik hiicre niikleusunun 1/20’si
kadar) (53). Protamin genlerinden herhangi birisine sahip olmayan erkek farelerde,
spermin niiklear yogunlasmasi tahrip olur (54). Giiniimiizde, spermatidlerde
histonlarin yerdegistirme mekanizmasi heniiz tam olarak anlagilamamis olmasina
ragmen bu olaym diizenlenmesinde, Ca"?/Calmudilin-bagimli protein kinaz IV’iin
(CaMKIV) direkt bir rol oynadig: bilinmektedir (45, 55).

Spermatidlerde, kromatinin yeniden diizenlenmesinin ardindan transkripsiyon
durur. Transkripsiyonun durmasindan dnce MRNA’lar spermatidlerde depo edilir ve
daha sonra bu depo MRNA’larin kullanilmasiyla birlikte protein translasyonu
gerceklesir. Bu olay translasyonel gecikme olarak adlandirilir (56). Mayozdan sonra
ve spermatid kondenzasyonundan 6nce, biiyiik miktarda mRNA transkripte edilir ve
messenger riboniikleoprotein parcaciklari (MRNP) olarak depo edilir. mRNP’ler daha
sonra uzamis spermatidlerde translasyona ugratilir (56). Ayrica, spermatositlerde ve
yuvarlak spermatidlerde, mRNA depolanmasint kolaylastirmak amaciyla ¢ok
miktarda RNA-baglayic1 protein tiretilir. Bu RNA-baglayici proteinlerin en 6énemlileri
TRAX ve TB-RBP’dir.

Sperm kuyrugu (flagellum)’nun gelisimi, haploid erkek germ hiicrelerinde
baglar. Spermatid sitoplazmasinin periferinde bulunan bir ¢ift sentriyol, flagellum
olusumunun baslamasindan sorumludur (45). ki sentriyolden birisi, 9+2 seklinde
diizenlenme gosteren mikrotiibiil yapisindaki Aksonem’i yapar. Mikrotiibiillerin
aksonem yapisina eklenmesiyle beraber flagellum, seminifer tiibiil limenine
uzanmaya baslar. Mikrotiibiil organizasyonunu baslatan sentriyol ¢ifti daha sonra
spermatid niikleusuna dogru hareket eder ve en sonunda akrozomun karsit kutbunda
niikleusa yapisir (9). Aksonem uzamaya devam eder ve aksiyal filamani olusturur
(57).

Flagellar gelisim, yapisina aksesuar bilesenlerin eklenmesiyle tamamlanir ve
kuyrugun farkli segmentleri olusur; orta, esas (principal) ve son parga (57).

Spermatidlerdeki yeniden-sekillenmede, kuyruk olusumu disinda, sitoplazma
iceriginin biiyiik kismiminin atilmasit da s6z konusudur. Bu olay sonrasinda, daha
kiiclik ve kendi genetik bilgisini etkili bir sekilde ovosite aktaracak olan hiicre soyu
ortaya ¢ikar (9). Sitoplazmanin yeniden organizasyonu sirasinda spermatidler kendi
orijinal hacimlerinin  %25’ine kadar kiiciilir (58). Bu olayda, niikleus ve
sitoplazmadaki  suyun eliminasyonu, baz1 sitoplazmik kisimlarin  uzayan
spermatidlerden atilmasit (59) ve sperm salinimi sirasinda rezidual cisim olarak
adlandirilan paketlenmis sitoplazmanin atilmasi s6z konusudur (60).

Spermiasyon, matiir spermatozoanin tiibiil liimenine atilmasini tarif eder. Bu
olay farede yaklasik dogum sonrasi 35.giinde baslar (9). Memelilerde, geg
spermatidler, tiibil limenine salinimlarindan 6nce kademeli olarak Sertoli hiicreleri
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ile olan baglantilarin1 kaybeder (45). Ancak bu olay1 kontrol eden yegane mekanizma
heniiz tam olarak aydinlatilamamaistir.

2.1.7. Yetiskin Kemirgen Testisi

Farelerde, PND35’den sonra, olgun spermatozoa devamli olarak {iretilir.
Yetiskin testisinde, farklilasmamig spermatogoniyadan spermatozoaya kadar olan
farkli gelisim evrelerindeki hiicreler yer alir. Spermatogenez olayinda gelisimsel
evreler siki bir sekilde takip edilir (Sekil 2.1.7.1.). Spermatogoniya, spermatosit ve
spermatid populasyonlari herzaman bir arada goriiliir. Bu nedenle enine kesitteki her
bir tiibiil, barindirdig1 germ hiicre ¢esidine bagl olarak siniflandirilir (Sekil 2.1.7.2.).
Seminifer tiibiildeki bu siklus, olgun sperm tiretimini garantiler.

»
—

W

Sekil 2.1.7.1. Yetigkin fare testisi enine kesiti. Degisik renklerdeki oklar, farkli hiicre tiplerini
belirtmektedir. Turuncu: uzamis spermatid; Yesil: yuvarlak spermatid; Siyah: pakiten
spermatosit; Pembe: leptoten spermatosit; Sari: spermatogoniyum. Beyaz: Sertoli
hiicre niikleusu. Skala bar: 50 uM.
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SIKLUSUN BASAMAKLARI

Sekil 2.1.7.2. Seminifer tiibiil siklusunun basamaklandirilmasi. Yetigkin testisi germ hiicreleri
birbirleriyle ‘“basamak (stage)” olarak bilinen belirli bir diizen iliskisi icerisinde
bulunurlar. Spermatogenik dalga, seminifer tiibiilin uzunlugu boyunca linear bir
diizlemde bulunur. Yetigkin fare testisinde 12 tane basamak tanimlanmis olup asagida
belirtilmistir. A: Tip A spermatogoniya, 1-4, (m: M faz s: S faz), IN: Intermediate
spermatogoniya, B: Tip B spermatogoniya, PL: preleptoten primer spermatosit, LE:
Leptoten primer spermatosit, Z: Zygoten spermatosit, P: Pakiten spermatosit, D:
Diploten spermatosit, m2em: Sekonder spermatosit, 1-16: spermiogenez basamaklar
boyunca bulunan spermatidler.
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2.1.8. Kemirgen Testisinin Somatik Hiicreleri

Germ hiicre gelisimi, Sertoli ve Leydig hiicrelerini igeren birgok farkli somatik
hiicre tipi tarafindan desteklenir. Sertoli hiicreleri, germ hiicre gelisimini direkt olarak
desteklerken Leydig hiicreleri, testikiiler gelisim ve testis fonksiyonu igin gerekli olan
androjenlerin tiretiminden sorumludur. Devam eden boliimlerde bu iki 6nemli somatik
hiicre tipi tanitilacak ve bu hiicrelerin spermatogenezin hormonal kontroliine nasil
katildiklar1 6zetlenecektir.

2.1.8.1. Sertoli Hiicreleri

Germ hiicreleri, Sertoli hiicreleri ile fiziksel temas ederek gelisimlerini
tamamlar. Sertoli hiicreleri, hem fotal hem de dogum sonrasi testis gelisiminde germ
hiicreleri i¢in bir destek gorevi goriir. Sertoli hiicre oOnciilleri, kdlomik epiteliyal
hiicrelerden koken alir. Bu hiicreler, kdlomik epitelin yiizeyinden ayrilarak genital
kabarimt1 bolgesine gd¢ eder. Oncii-Sertoli hiicreleri olarak adlandirilan bu hiicreler,
E11.5°de Sry eksprese eder ve gelismekte olan gonaddaki bipotent hiicre soylarini
erkek-ozellikli farklilagmaya yonlendirir ve testis gelisimine onciiliikk eder (61). Yakin
zamanda yapilan bir ¢aligmada, Oncii-Sertoli hiicrelerinin prostaglandin D2 {irettigi
(26) ve prostaglandin D2’nin reseptoriine baglanmasiyla Sox9 ekspresyonunu stimiile
ederek onciil hiicreleri Sertoli hiicre soyuna yonlendirdigi belirtilir (27). Gelismekte
olan erkek gonadlarda, PGH kolonizasyonundan sonra oncii-Sertoli hiicreleri, germ
hiicrelerini g¢evreleyerek seminifer kordonlari olusturur ve PGH’nin spermatogenez
yoOniinde farklilagsmasini saglar.

Fotal donem ve puberte Oncesi donem, Sertoli hiicre gelisimi ve
proliferasyonu icin kritik bir siirectir. Dogumla beraber Sertoli hiicreleri, algak
prizmatik bir morfoloji sergiler, diizensiz bir orientasyon gosterir ve bazal membrana
yakin bir konumda bulunur. Immatiir Sertoli hiicreleri metobolik olarak aktif olup
proliferasyon, aromataz aktivitesi, Ostrojen ve anti-Miillerian hormon salgilanmasi ve
FSH’a maksimum diizeyde yanit olusturma gibi fonksiyonlar1 gerceklestirir. (62).
Sertoli hiicrelerinde sekil ve pozisyon degisimi, Sertoli hiicreleri olgunlagirken
olmaktadir. Bu anda Sertoli hiicreleri uzamakta, bazal membrana dikey bir konuma
yerlesmekte ve sitoplazmasini uzatarak seminifer kordonun merkezine apikal olarak
uzatmaktadir. Yeniden diizenleme sirasinda Sertoli hiicreleri, siki baglantilar ve
baglanti kompleksleri de kurmaktadir (63). Bu hiicreler, matiirasyonlar1 sirasinda
proliferasyon kapasitelerini vyitirir ve spermatogenezi destekleyebilecekleri
fonksiyonlar kazanirlar (64). Sertoli hiicrelerinin destek gorevi gormesi ve ilettikleri
cesitli sinyaller, yetiskinlerde germ hiicre farklilagsmasi, mayoz ve spermiogenez ve
spermatogoniyal kok hiicre havuzunun devamliligi i¢in kritik 6neme sahiptir (65, 66).

Sertoli hiicresi siki baglantilar1 farede PND7 ile PND14 arasinda yapilmakta
ve boylelikle kan-testis bariyeri (BTB) kurularak mayotik ve post-mayotik germ
hiicreleri, lenf ve kan dolasimda olan faktorlerden uzak tutulmaktadir. Tip B
spermatogoniyal kok hiicresinin pre-leptoten spermatosite farklilasmasi sirasinda
germ hiicrelerinin bazal kompartimandan adluminal kompartimana gegisi s6z konusu
olup, bu sirada BTB biitiinliigiinde herhangi bir hasar olusmamaktadir (67). Germ
hiicrelerinin sik1 baglanti komplekslerinden gecisi sirasinda baglanti komplekslerinin
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hizli bir sekilde acilmasi ve pre-leptoten spermatositin gdgiinden sonra hizli bir
sekilde kapanmasi gerekmektedir (68). Seminifer tiibiillerin bazal kompartimaninda
bulunan Sertoli ve germ hiicrelerinden tiretilen ve mikrogevreye salinan tiimor nekroz
faktor-o (TNFa)’nin Sertoli hiicreleri arasindaki baglantilar1 gegici siire yeniden
yapilandirarak germ hiicre gociinii sagladig1 distiniilmektedir (69). Germ hiicreleri
BTB’yi gectikten sonra, seminifer epitelinde tiibiil limenine dogru hareketleri
sirasinda, Sertoli hiicreleriyle gec¢ici adhezyon baglantilar1 yapar. Hiicre adezyon
molekiillerinden JAM/CTX ve nektin ailesi testiste yogun bir sekilde eksprese
olmakta ve homofilik ya da heterofilik etkilesimler yaparak germ hiicrelerinin tiibiil
limenlerine dogru goglerine katilmaktadir (68). Bu etkilesimler spermatogenezin
ilerlemesi i¢in kritik 6neme sahiptir ve herbir Sertoli hiicresi belirli kapasitede germ
hiicresinin gelisimine destek verebilir (70, 71).

Spermatogenez igin gerekli olan pek¢ok faktér Sertoli hiicreleri tarafindan
iiretilmektedir. Ornegin, primer spermatositler glikoliz olaylarinda glukoz yerine
laktat’1 tercih etmektedir; Sertoli hiicreleri, FSH’1n kontrolii altinda laktat {retimi
yaparak primer spermatositlerin glikoliz olayina katilir (72, 73). Demir baglayici bir
protein olan testikiiler transferrin de, FSH kontroliinde Sertoli hiicrelerinde iiretilen
diger bir onemli salgi iriinidiir. Transferrin, reseptor-aracili endositozla primer
spermatositlere demir getirir (74-76). Sertoli hiicreleri ayn1 zamanda bakir baglayici
bir protein olan ceruloplasmin de salgilar. Ceruloplasmin, germ hiicrelerine bakir
getirilmesinden  sorumludur  (77). Ozetle, Sertoli-germ hiicre etkilesimi
spermatogenezin diizgiin olarak gergeklesebilmesinde ¢ok biiylik onem tagimaktadir.

2.1.8.2. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri, luteinize edeci hormon (LH) stimiilasyonuna yanit olarak
testiste androjen lretiminden sorumlu olan hiicrelerdir. Bu hiicreler, tiibiiller arasi
alanda yer alip genellikle kan damarlar1 gevresinde yigmlar olusturmalarina ragmen
seminifer tiibiillere yakin olarak da yerlesim gosterirler (8).

Memelilerde, fotal ve dogum sonrast donemlerde farkli Leydig hiicre
populasyonu bulunur. Fotal Leydig hiicreler, mezonefrozdan koken alir ve testisin
farklanmasi esnasinda interstisyel alanda bulunan mezensim-benzeri kok hiicrelerden
geligir (78-80). Fotal Leydig hiicrelerinin gelisimi, Sertoli hiicrelerince kontrol edilir
(81). Fotal Leydig hiicrelerinin proliferasyon ve farklilagsmasi, platelet derived growth
factor (PDGF) ve reseptorii PDGFRA (82), Desert Hedgehog (Dhh) ve reseptorii
Patched (83) gibi proteinleri gerektirmekte ve bu faktorler igin mutant olan
hayvanlarda, Leydig hiicre gelisiminin bozuldugu goriilmektedir (82, 83). Fotal
Leydig hiicreleri, E12.5°de, testiste ana androjen olan testosteron iiretimini baslatarak
maskiilanizasyonu saglar. Bu donemde {iretilen testosteron, yetiskin Leydig
hiicrelerinde oldugu gibi LH’a bagimli degildir (80). Fotal Leydig hiicreleri
embriyonik gelisim boyunca sayilarini artirir (84).

Dogum sonrasinda, fotal Leydig hiicre sayis1 hizli bir sekilde azalir ve bu
hiicreler yetiskin Leydig hiicre populasyonu ile yer degistirir. Yetiskin Leydig hiicre
populasyonu koken olarak, fotal Leydig hiicrelerden degil, interstisiyel alanda bulunan
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farklilasmamis mezensimal hiicrelerden gelismektedir (81, 85). Bu mezensimal
hiicreler, Leydig hiicre soyunu olusturmak iizere yonlenirler ve LH stimiilasyonuyla
beraber olgunlasmamis Leydig hiicrelerine doniisiirler. Hiicre ¢apinda biiytime, diiz
endoplazmik retikulum hacminde artis ve sitoplazmik yag damlaciklar1 oraninda
azalma olgunlasmamis Leydig hiicrelerinin, yetiskin Leydig hiicrelerine
doniistiigliniin gostergesidir. Yetiskin Leydig hiicrelerinden testosteron salgilanmasi
LH ve reseptorleri araciligiyla kontrol edilir; LH ve reseptorleri, steroid iliskili
yolaklarin calisabilmesi igin gerekli enzimlere ait genlerin transkripsiyonunu uyarir
(86). Androjen reseptorleri, Sertoli hiicrelerinde ve peritiibiiler myoid hiicrelerinde
yerlesim gosterir (87).

2.1.8.3. Peritiibiiler Myoid Hiicreler

Oncii-Sertoli hiicrelerindeki Sry ekspresyonuyla beraber baslayan testikiiler
gelisim sirasinda, mezonefrozdan gelismekte olan gonada, hiicre gog¢ii devam eder
(88, 89). Bu go¢ eden hiicrelerden bazilar1 peritiibiiler myoid hiicreler haline gelir ve
Sertoli hiicreleri ile etkilesime gecerek bazal membran kordonunu olusturur.
Peritiibiiler myoid hiicrelerin gelisim ve farklilagsmas1 Sertoli hiicrelerinden eksprese
olan ve peritiibiiler myoid hiicrelerinde reseptorii bulunan Dhh kontroliinde gelisir
(90). Mezonefrozdan go¢ eden hiicreler ayni zamanda Leydig hiicre ve
interstisiyumda bulunan vaskiiler yapinin gelisimine de katilir (79).

Peritiibiiler myoid hiicreleri yassi, diiz-kas-benzeri hiicreler olup testikiiler
kordonlar1 sarar. Farede, bu hiicreler sadece tek kat seklinde bulunur (91). Myoid
hiicreler birbirlerine baglanti kompleksleri ile baglanir ve ¢ok miktarda aktin filamani
icerir. Bu aktin filamanlari, seminifer tiibiillerin diizensiz kasilmalarina olanak saglar
ve boylece Sertoli hiicrelerince iiretilen salginin ve spermatositlerin limene atilmasini
kolaylastirir (92). Bu hiicreler, Sertoli hiicre fonksiyonunu etkileyen, hiicre disi
matriks bilesenleri ve biiylime faktorleri gibi diger bazi maddeler de salgilarlar (91).
Myoid hiicrelerin, testis gelisimi igin gerekli olan androjen reseptorii icerdigi ve
retinol islevinde gorev aldig1 da bilinmektedir (91). Ozetle, myoid hiicreleri testisin
yapisal Dbiitiinliigiiniin  korunmasinda ve normal spermatogenik fonksiyonun
islemesinde gorev tistlenmektedir.

2.1.8.4. Endotelyal Hiicreler

Her iki cinsiyete ait gonadlar, fotal donemlerde olduk¢a yogun damarlanma
gosterir (13, 82). Testisteki endotelyal hiicreler, 6zellikle anti-mezonefrik yilizeyde ve
testis kordonlar1 arasindaki bolgelerde yogun bir damarlanma gosterir (27). Kan
damarlar1 ve testis kordonlari, birbirlerini tamamlayan yapilar oldugundan, testis
kordonlarinin olusumu ve vaskiiler yolak arasinda karsilikli bir etkilesim s6z
konusudur. Son yillarda yapilan bir ¢alismada, germ hiicrelerinin kendi-kendilerini
yenileme kapasitelerinin, farklilasmamis olan spermatogoniyanin vaskiiler aga yakin
bir konumda yerlesim gostermesine bagli oldugu gosterilmistir (93). Vaskiiler sistem,
aynm zamanda testis matiirasyonu ve fonksiyonu i¢in gerekli olan Leydig ve Sertoli
hiicrelerince tiretilen hormonlarin dolagima katilmasini da saglar.
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2.1.9. Spermatogenezin Hormonal Kontrolii

Testikiiler fonksiyonun gergeklesebilmesi igin, hipotalamustan salinan
gonadotropin salgilayict hormon (GnRH)’un salgilanmasi ve bunun hipofizi uyararak
FSH ve LH gibi, testis tizerinde direkt etki goOsteren, glikoprotein yapisindaki
hormonlar1  salgilatmas1  gerekir.  Testikiiler —fonksiyonun diizenlenmesinde
gonodotropin lretimini negatif yonde etkileyen aktivin, inhibin ve follistatin gibi
hormonlar da rol oynar. Ilerleyen bdliimde spermatogenezin hormonal kontrolii ve
hormonlarin Sertoli ve Leydig hiicreleri lizerindeki 6zel fonksiyonlar1 anlatilacaktir.
Sekil 2.1.9.1. hipotalamus-hipofiz-gonad aksinda LH, FSH, aktivin, inhibin ve
follistatin’in spermatogenez diizenlenmesindeki rolii 6zetlenmistir.

Hipotalamus

Inhibin/Follistatin (-)
Aktivin (+)
Testosteron (-)
—

'

LH FSH
| Gonad |

' '
Sertoli hiicresi

Testosteron
Leydig hiicresi .

Sekil 2.1.9.1. Spermatogenezin hormonal kontrolii. Gonadotropin salgilatict hormon (GnRH),
hipotalamus tarafindan salgilandiktan sonra hipofizi etkileyerek buradan Luteinize edici
hormon (LH) ve folikiil stimule edici hormon (FSH) gibi gonodotropinlerin
salgilanmasin1 uyarir. LH, Leydig hiicrelerini uyararak testosteron iiretimini saglar;
testosteron, Sertoli hiicreleri {izerinde rol oynar ve germ hiicre davranisini diizenler.
FSH Sertoli hiicreleri iizerinde etkisini gostererek bu hiicrelerin proliferasyonunu
diizenler ve indirekt olarak germ hiicre sayisini belirler. Aktivin, inhibin ve follistatin,
testis geribildirimiyle FSH seviyesini diizenlemek i¢in hipofizden iiretilir (Gregory et
al, 2004’den adapte edilmistir).
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2.1.9.1. Follikiil Stimiile Edici Hormonun Rolii

Erkek bireylerde FSH, Sertoli hiicre sayisinin belirlenmesi, sperm {iiretiminin
indiiklenmesi ve devamlilig: i¢in gereklidir. Testiste, FSH reseptoriiniin ekspresyonu
(FSH-R) yalnizca Sertoli hiicreleriyle sinirlidir (94). Spermatogenez olayinda FSH’in
birincil rolii, puberte dncesi donemde Sertoli hiicre proliferasyonunun indiiklenmesidir
(95). GnRH hasarli farelere testosteron verildiginde bu hayvanlarda kalitatif olarak
normal spermatogenez goriilmesine ragmen testis biiyiikliigiinde ve germ hiicre
sayisinda azalma olmaktadir. Testosterona ilaveten FSH verilen ayn1 hayvanlarda hem
kalitatif olarak normal spermatogenez hemde normal testis biiyilikliigii goriilmektedir
(96, 97). Ayrica, FSH’1in neonatal ve pre-pubertal testislere eklenmesiyle testis
biiyiikligiiniin normalden daha fazla arttigi ve Sertoli hiicre sayisinin artmasina baglh
olarak toplam germ hiicre sayisinin da daha yiiksek oldugu gosterilmistir (96, 98).
Ozetle, FSH ekspresyonu, Sertoli hiicre proliferasyonunu ve matiirasyonunu
etkileyerek testisin biyiikliigiini ve dolayisiyla testisin spermatozoa yapim
kapasitesini etkilemektedir.

FSH diizeyi, hipofiz bezindeki aktivin, inhibin ve follistatin aktivitesi ile
belirlenir. Aktivin, hem FSH salgilanmasim1 hemde FSHS mRNA ekspresyonunun
artmasini saglarken, inhibin ve follistatin bu mMRNA ekspresyonunu azaltmakta ve
belirlenemeyecek diizeylere kadar yikima ugratmaktadir (99-103). Aktivin ve
follistatin gonad, hipofiz ve hipotalamus tarafindan sentezlenir (104). Follistatin,
aktivine doniisiimsiiz olarak baglanarak aktivitesini negatif yonde diizenler. inhibin,
Sertoli hiicrelerinden dolasima salgilanir ve hipofizde aktivin tip II reseptoriine
baglanarak FSH salgilanmasini baskilar. Boylece aktivin sinyali durdurulur.
Dolagimdaki FSH diizeyinin, yeri geldiginde Sertoli hiicrelerince iiretilen inhibin
iiretimini diizenlemesi bu olayin, klasik bir negatif kontrol mekanizmasiyla ¢alistigini
gosterir.

2.1.9.2. Luteinize Edici Hormonun Rolii

LH, heterodimerik bir glikoprotein olup hipofizden GnRH stimiilasyonuna
yanit olarak eksprese olur. LH reseptorleri (LH-R) baslica Leydig hiicrelerinde
bulunmasina ragmen reseptore ait boyanmalara spermatogenik hiicrelerde de rastlanir
(105). LH-R eksik (null) erkek fareler, fenotipik olarak normal dogmakta ve vahsi-tip
yavrulardan ayirt edilememektedir. Ancak, postnatal farelerde, testikiiler biiylime ve
testikiiler inme defektleri, eksternal genitallerin ve aksesuar bezlerin olgunlasmasinda
durma ve spermatogenezin yuvarlak spermatid basamaginda durmasi (arrest olmasi)
gibi bozukluklar goriiliir. Bu farelerde, Leydig hiicre sayis1 ve hacmi de anlamli bir
sekilde azalir. Testikiiler testosteron iiretimi, neonatal mutant ve vahsi-tip hayvanlarda
ayniyken, yetiskin homozigot mutant farelerde anlamli bir azalma s6z konusudur. Bu
nedenle, LH’nin f6tal fare Leydig hiicrelerinin farklilasma ve fonksiyonu i¢in gerekli
olmadig1 ancak yetigskin Leydig hiicrelerinin endokrin fonksiyonunda gorev aldigi
diistiniiliir (106, 107).

LH fonksiyonu, ozellikle testisteki Leydig hiicrelerinden fiiretilen testosteron
sentezinin diizenlenmesinde gereklidir (108). LH-R knockout farelere disaridan
testosteron verildiginde bu hayvanlarda spermatogenezin kurtarildigi gosterilmistir
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(105, 109). Testosteron uygulamasi ayni1 zamanda, hem FSH hem de LH dan yoksun
olan erkek farelerde spermatogenezin kurtarilmasini basarmistir (97). Testosteron
fonksiyonu, cinsiyet farklilasmasiin diizgiin gerceklesebilmesi ve spermatogenezin
normal devam edebilmesi igin gereklidir. Testosteron’un ortamdan ¢ikarilmasiyla, ilk
olarak yuvarlak spermatidlerin ve daha sonra uzamis spermatidlerin kayboldugu
gosterilmistir (110). Germ hiicreleri ile Sertoli hiicreleri arasindaki adezyon da
androjen-bagimlidir. Testosteron’un azalmasiyla beraber matiir uzamis spermatidlerin

fagositoza ugradigl ve yuvarlak spermatidlerin prematiir olarak kaldigi gézlenmistir
(111-113).

2.2. Hedgehog Sinyal Yolag:

Hedgehog (Hh) ailesi proteinleri birgok dokunun gelisiminde rol oynar. Hh
geni ilk olarak, sirke sinegi Drosophila’da tanimlanmistir (2). Hh geni ¢ikartilan
Drosophila embriyolarinda, viicudun 6n ve arka kisimlarinda dikenlere benzer
cikintilar olusmustur ve bu fenotipten dolayr bu gene ‘“hedgehog” (kirpi) adi
verilmistir. Memelilerde 3 Hh geni homologu tanimlanmistir: Sonic Hedgehog (Shh),
Indian Hedgehog (Ihh) ve Desert Hedgehog (Dhh). Bundan sonraki bélimde Hh
sinyalinin biyolojik yanita nasil ¢evrildigi anlatilacaktir.

2.2.1. Hedgehog Sinyal Transdiiksiyon Mekanizmasi

Yeni sentezlenen Hh ligandinin, biyolojik aktivitesini yerine getirebilmesi igin,
N ve C uglarindan sirasiyla palmitat ve kolesterol gruplart baglanir (114, 115). Hh
ligandina kolesterol ve palmitatin baglanmast Hh fonksiyonu ig¢in Onemlidir.
Kolesterol modifikasyonu, hiicre membranina baglanmay1 kolaylastirip ligandin
hareketini diizenlerken 16-karbonlu doymus yag asidi olan Palmitat, Hh ligandinin
hangi bolgeye dagilacagini diizenlemektedir.

Hh ligandi i¢in baslica reseptor, 12-transmembran proteini olan Patched
(Ptc)’dir. Bugiine kadar tim Hh {iyelerine benzer afinite ile baglanan 2 esas Ptc
reseptorii tanimlanmustir; Ptcl ve Ptc2 (116). Yakin bir zamanda, testis-spesifik bir
Ptc geni bulunmus olup Ptc3 olarak adlandirilmistir (117). Ancak, bu reseptoriin Hh’a
baglanma kapasitesi heniiz tanimlanmamustir.

Hh ligandinin, hiicre yiizeyinde reseptoriine baglanmasinin ardindan sinyal
yolaginin nasil aktive oldugu heniiz net olarak bilinmemesine ragmen, Hh ligandi
ortamda bulunmadigi zaman, Ptc’nin, 7-transmembran G-protein-reseptor-benzeri
reseptor olan Smootened (Smo)’ya baglanarak, Smo aktivitesini baskiladig1
bilinmektedir. Hh ligandinin ortamda bulunmasi ve reseptorii olan Ptc’ye
baglanmasiin ardindan Smo serbest kalmakta ve Protein Kinaz Alfa (PKA) aracili
fosforilasyonu gercekleserek Smo aktiflesmektedir. Smo, dogasi geregi siirekli olarak
aktif olmasina ragmen, Hh ligandinin olmadig1 durumlarda, Smo’nun hiicre yiizeyine
lokalizasyonu primer reseptor Ptc tarafindan baskilanmakta ve Smo

duragan bir durumda kalmaktadir (118, 119). Ptc’nin Smo aktivitesini
baskilamasi ile ilgili mekanizma heniiz tam olarak bilinmemesine ragmen Ptc’nin
katalitik bir fonksiyonu olabilecegi diigiiniilmektedir (6r; tek bir Ptc molekiilii birgok
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Smo molekiiliinii inhibe edebilmektedir). Bu anlamda, Ptc ve Smo’nun birbirlerine
baglanmasi veya birlikte lokalize olmasi gerekmemektedir (120).

Smo’nun alt sinyal calisma yolagi heniiz tam olarak anlagilamamustir.
Giliniimiizde bilinenler, Hh reseptoriiniin Ptc’ye baglanmasiyla Ptc tarafindan Smo
baskilanmasinin ortadan kalktigr ve Smo’nun hiicre i¢i sinyal aktivitesini baglattigidir
(121-123).

Hh sinyal yolagi, Gli transkripsiyon faktorleri (Glil,Gli2, Gli3) aracilig ile
aktivitesini gergeklestirir. Bu transkripsiyon faktorlerinin hem aktivator hemde
repressor fonksiyonlar: bulunmaktadir. Gli2 ve Gli3, pretolitik yariklanmaya gitmekte
ve transkripsiyonel aktivator ya da inhibitor olarak gorev gérmektedir. Glil ise bir
biitiin olarak hiicre niikleusuna giderek Hh aktivitesini baglatmaktadir (Sekil 2.2.1.1.).

Hh yolag: inaktif oldugunda, Gli transkripsiyon faktorleri, Fu ve SuFu olarak
adlandirilan hiicre i¢i sinyal transdiiktorleri tarafindan sitoplazmada tutularak
aktivitesi engellenmektedir. Fu'nun fonksiyonu tam olarak bilinmemesine ragmen
SuFu Hh sinyal yolagmin negatif regiilatorii olarak bilinmektedir. Yolak
aktiflestiginde, Gli transkripsiyon faktorleri, SuFu’dan ayrilarak ve niikleusa gitmekte
ve ilgili genlerin aktivitesini kontrol etmektedir (Sekil 2.2.1.1.)

Inaktif [—\ - Aktif s
Smo

o

i Gli

— —
)

Target genes /
- - y

Sekil 2.2.1.1. Hh sinyal yolagi. Hh proteinleri salgilandiktan sonra hiicre ylizeyindeki reseptoriine
baglanir. Hh ligandinin yoklugunda, yolak inaktiftir; transmembran reseptdr olan Ptc,
Smo ve diger transmembran proteinlerinin aktivitesini inhibe eder. Bu durumda, Gli
transkripsiyon faktorlerinin niikleusa girmesi Fu ve SuFu tarafindan Onlenir. Sonug
olarak Hh hedef genlerinin trankripsiyonu engellenir. Yolagin aktivasyonu Hh
ligandinin Ptc reseptoriine baglanmasiyla baglar. Ligand baglanmasiyla Smo aktiflesir
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ve hiicre igindeki diger sinyal yolaklarmi uyararak Glil’in niikleusa ge¢mesini ve
transkripsiyonun baglamasini uyarir. (Pasca di Magliano 2003’den modifiye edilmistir).

I'ranskripsiyonel Aktivator

Glil ’ \ 4 ‘ |

Proteolitik yariklanma
Gli2 | ’ »@ ’ | — -I

N | ——— [ 4]

Sekil 2.2.1.2. Hh sinyal yolag1 Gli transkripsiyon faktorleri. Memelilerde 3 adet Gli geni vardir ve her
birinin degisik aktivator ve repressor fonksiyonu bulunur. Yalnizca Glil yariklanmamis
formda bulunur ve aktivatér olarak gorev gormektedir. Gli 2 ve 3 proteolitik
yariklanmaya gitmekte ve transkripsiyonel aktivatér ya da inhibitor olarak gorev
gormektedir.

2.2.2. Hedgehog Sinyalinin Gelisimdeki Rolii

Hh proteinleri, birgok doku ve organin gelisiminde ana diizenleyici olarak
gorev yapmaktadir. Gelisimin diizenli olarak ilerleyebilmesi i¢in Hh yolag:
aktivasyonu siki bir sekilde kontrol edilmelidir. S6yleki; bu yolagin asir1 aktivasyonu
birgok gelisimsel defektlere ve tiimdr olusumuna neden olmaktadir. Devam eden
boliimde Hh sinyalinin gelisimi nasil diizenledigi ile ilgili glinlimiizde bilinen bilgiler
sunulacaktir.

2.2.2.1. Embriyogenezde Hedgehog Sinyalinin Rolii

Hh sinyal yolagi, embriyonik gelisimin pek ¢ok asamasinda gorev almaktadir.
Drosophila larvasinda mutant Hedgehog proteini, viicut ekseninin gelisimini
bozmaktadir. Bu kesiften sonra, Hh’larin hiicre biiylimesi ve sekillenmesindeki rolii
daha fazla anlasilmaya baslamis ve oOzellikle uzuv gelisimindeki rolii ¢okca
calisilmistir (124).

Hh proteinleri doku organizasyonu ve diger degisik gelisimsel olaylarda
onemli bir rol oynamaktadir. 3 Hh geninin her biri, gelisimsel olarak diizenlenmekte
ve ¢esitli dokularin olusumuna katilmaktadir. Shh, farede en yiiksek miktarda eksprese
olan Hh ailesi iiyesidir. Gelismekte olan fare embriyosunda, Shh mRNA’s1 notokord,
noral tiip ve uvuz tomurcuklar: gibi yapilarda lokalizedir (125). Shh ayrica, dis, sag,
yanak, bagirsak, mesane, duktus deferens, iiretra, akciger ve prostat gibi dokularda da
bulunmaktadir (126, 127). Shh geni ¢ikartilmis (Shh”)™ farelerin bir¢ogu dogumdan
once ya da dogumda 6lmektedir (Table 1). Shh genindeki mutasyonlar, hem insanlar
hemde farelerde Onbeyin yariklanmasinin tamamlanamamasi, yiiz defektleri, goz
defektleri ile karakterize olan holoprosencephaliye neden olmaktadir (125). Shh™" fare
embriyolar1 bir¢ok biiylime geriligi de gdstermektedir ve vahsi tiplerdeki gibi 6n ve
arka ekstremiteler bulunmamaktadir (125). Bu farelerde, spinal kord ve aksial iskelet
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sekillenmesinde de defektler bulunmaktadir. Ayrica, akcigerleri yeterince
biiytiyememekte ve dallanamamaktadir (128).

Ihh, baslica bagirsakta ve kondrositlerde eksprese olmaktadir (126). lhh
ekspresyonuna meme bezi, uterus ve ovaryumda da rastlanmaktadir (127, 129). Ihh
geni ¢ikartilmis (Ihh”)” embriyolarinin neredeyse yaridan fazlast E10.5. ve E12.5°de
Oliirken, diger bazilar1 gebeligin sonuna kadar gelisimlerini siirdiirdiigii ancak
solunum yetmezliginden dolayr dogumla birlikte 6ldigi gozlenmistir. Kikirdaktaki
ekspresyonuyla uyumlu olarak Ihh, iskelet gelisiminin diizenlenmesinde rol
oynamaktadir. Ihh™ fareler gesitli kemik anomalileri gosterirler; bu bireyler vahsi-tip
akranlarina gore daha kisa boylu, daha kisa kafa ve yiiz elemanlarina sahip ve daha
kisa kuyrukludurlar. Bu farelerde gozlemlenen ve yukarida belirtilen anormalliklerin
kondrosit proliferasyonu ve osteoblast gelisimi defektlerinden kaynaklanabilecegi
diistintilmektedir (130).

Dhh, Sertoli hiicrelerinde eksprese olmakta ve baslica etkisini gelismekte olan
testiste gostermektedir (6). Dhh ayrica kraniyal ve spinal sinirlere ait duyu ve motor
noronlarin aksonlarii saran Schwann hiicrelerinde de eksprese olmakta ve peripheral
sinirlerin ¢evresindeki bag doku kilifini olugturmaktadir (131).

2.2.2.2. Kanser Olusumunda Hedgehog Sinyalinin Rolii

Daha oOnce yapilan caligmalarda, Hh sinyal yolagi asir1 aktivasyonunun
yetiskin dokularinda, tiimoér olusumuna ve devamliligina katildigi vurgulanmaktadir.
Hh yolaginin asir1 aktivasyonu, gerek Hh’nin asir1 artmasi (ligand-bagimli) gerekse
sinyal yolagindaki mutasyonlardan (ligand-bagimsiz) kaynaklanabilir. Hh sinyal
yolaginin kanser olusumundaki rolii ile ilgili se¢ilmis bilgiler asagida verilmektedir.

Hh-asirt ekspresyonuyla tanimlanan ilk timor, small-cell lung cancer
(SCLC)’dir. SCLC doku analizleri, 10 adet tiimér olgusundan 5 adedinde hem Shh
hemde Glil ekspresyonu oldugu gosterilmistir (132). SCLC hiicre soyunun biiyiimesi,
anti-Shh antikoru veya cyclopamine olarak adlandirilan inhibitorle inhibe edilebilmis
ve Hh yolaginin ligand bagimli aktivasyonunun, SCLC biiylimesini tetikledigi
belirtilmistir. Hh yolaginin asir1 regiilasyonu, insan pankreas tiimorlerinde de
gozlenmistir (133, 134). Shh ekspresyonunun arttigi transgenik hayvanlarin pankreas
epitelinde, pankreatik kanser prekiirsor lezyonuna (PanINs) benzer anormal tiibiiler
kompleks olusumuna rastlanmustir (133). Bu fenotip, pankreatik karsinogenezin erken
lezyonu sayilan insan PanIN-1 ile benzerlik gdstermektedir. Ayrica, primer ve
metastatik pankreas adenokarsinomu gosteren hiicre soylarinda da aktif Hh sinyaline
rastlanmistir. Cyclopamine ile Hh sinyalinin inhibe edildigi bu hiicre soylarinda
apopitoz ve proliferasyonun durdugu gozlenmistir (133). Ptcl gen aktivasyonunun
mutasyona bagli olarak bozulmasiyla, Hh sinyalinin devamli aktive edilmesi sonucu,
hem insanlarda hemde farelerde Gorlin’s sendromuna rastlanmustir (135, 136).

Bu hastalik, gelisimsel anomaliler ve basal cell karsinoma, medullablastoma ve
ovarian fibroma gibi postnatal kanser olusumu ile karakterizedir. Hh sinyalinin
devamli aktivasyonuyla beraber insidansi artan diger neoplazmalar, fibrosarkoma,
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meningiomas, rhabdomyosarkoma ve kardiak fibromadir. Hh sinyalinin, Smo ‘dan
kaynakli mutasyona bagli olarak artisinda da, basal cell karsinomaya siklikla rastlanir
(137, 138). Dogal olarak bulunan ve bir steroid alkoloid olan cyclopamine, Smo
reseptorii antagonisti olarak g¢alisarak Hh sinyalini inhibe eder (49). Embriyonik
gelisim sirasinda cyclopamine uygulamasi (Hh sinyalinin durdurulmasi), hayvanlarda
cyclopia ve holoprosencephaly olusumunu saglar. Bu durum, Hh yolagi
mutasyonundan kaynaklanan tiimdrlerin tedavisi i¢in cyClopamine’nin térapotik bir
ajan olabilecegini disiindiiriir.

Bazi tiimorlerde ise, SuFu inaktivasyonundan kaynaklanan Hh sinyali asiri
ekspresyonu oldugu belirtilmektedir. 2004 yilinda yapilan bir ¢alismada, prostat
kanserinde hastaligin ilerlemesini derecelendiren bir skor olan Gleason skoru (yiiksek
skor, hastaligin ilerledigini ifade etmektedir), bir¢ok prostat kanser Orneklerinde
yiiksek olarak bulunmustur ve bu 6rneklerde SuFu proteinine rastlanmamistir. Diisiik
Gleson skorlu hastalarda ise belirlenebilir diizeyde SuFu proteine rastlanmistir.
Boylece, SuFu’nun ortamda bulunmamasi ile prostate kanseri ilerlemesi arasinda bir
iliski olabilecegi One siriilmistir (139). PC3 prostat kanser hiicre soyunun,
cyclopamine ile muamele edilmesi sonucunda azalan Hh sinyaliyle beraber hiicre
proliferasyonunun ve hiicre invazyon yeteneginin de azaldigi gosterilmistir (139). Bu
nedenle, Hh sinyal aktivasyonu hem hiicre proliferasyonunu hemde prostat kanseri
hiicrelerinin invazyon yeteneklerini diizenlemektedir. Bazi akciger kanserlerinde
SuFu’nun inaktif oldugu belirlenmistir. Buda yine, SuFu’nun tiimér-baskilayici roliinii
aciklamaktadir (140).

Hh yolaginin siirekli aktivasyonuyla baslatilan alt yolak mekanizmalar
hakkinda heniiz yeterli bilgi bulunmamasinin baslica nedeni, Gli transkripsiyon
faktorlerince kontrol edilen genlerin heniiz tam olarak anlasilamamis olmasidir. Hiicre
siklusu diizenleyicileri ve anti-apopitotik faktorler, Hh sinyalinin alt yolaklar1 arasinda
gosterilmektedir. Memelilerde yapilan degisik c¢alismalarda, Hh sinyalinin, D-
siklinlerin diizenlenmesinde rol aldigi ifade edilmektedir (141-143). Dolayisiyla,
kontrolsiiz bir Hh sinyali nedeniyle hiicre siklusu diizenleyicilerinin uygunsuz bir
bicimde aktivasyonu tiimdr olusumunu tetikleyebilir.

Bir proto-onkogen olan ve cerebellar graniil néron prekiirsorlerinde hiicre
siklusu ilerlemesini diizenleyen N-myc, Shh yolaginin direkt hedefi olarak
tanimlanmaktadir  (144). Myc proteinlerinin  aktivitesi, birgok hiicre tipinde
proliferasyon ve/veya transformasyonu yonlendirdigi ifade edilmektedir (145).
Ayrica, yogunluklu olarak Gli2’nin, daha az etkili olarak da Glil’in anti-apopitotik
faktor olan Bcl2’nin, insan epidermal hiicrelerindeki ekspresyonlarini artirdigi
gosterilmistir (146, 147). Basal cell karsinomada, Glil, Gli2 ve Bcl2 asir1 eksprese
olmakta ve hepsi aym hiicrede ekspresyon gostermektedir (146, 147). Bu durum,
bozulmus Hh sinyalinin tiimorlerde hiicre proliferasyonunu yonlendirmekle kalmayip,
Bcl2 gibi prosurvival faktorlerin ekspresyonunu indiikleyerek tiimorlerin olusumuna
ve devamliligina katki sagladigini gdstermketedir.

Bu bilgiler, ligand bagimli ya da ligand-bagimsiz yoldan kontrolsiiz Hh yolag:
aktivasyonunun, bircok kanserin baglamasina ve ilerlemesine katki sagladigin
gosterir.
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2.2.2.3. Testiste Hedgehog Sinyal Yolag:

Hh sinyalinin, gonadlar, uterus, prostat ve meme bezi gibi iireme organlarinda
rolii oldugu bilinmektedir (127). Hh sinyalinin, 6zellikle memeli spermatogenezinin
diizenlenmesinde, 6nemli rol oynadig1 vurgulanmaktadir.

Dhh, memeli testisinde eksprese olmakta ve testis olusumunda ve germ hiicre
gelisiminde fonksiyon gormektedir. Dhh mRNA’s1 ilk olarak, Sry ekspresyonunun
baglamasindan hemen sonra, kemirgen fotal testisinin Sertoli hiicrelerinde E11.5°de
gozlenmektedir ve yetiskin donemde de devam etmektedir (6). Dhh geni i¢in genetik
olarak eksik (null) olan erkek farelerde, matiir sperm {iretimi ger¢ceklesmemesine
ragmen disi farelerde belirgin bir fenotip degisikligine rastlanmamaktadir (6). Dhh”"
fenotipi ilk olarak 129/Sv tiirii farelerde tanimlanmustir (6). Bu hayvanlarda E18.5’den
itibaren vahsi tiirlerine gore, testis hacimlerinde azalma ve tiibiillerinde germ
hiicrelerinin olmadigi gézlenmistir. Dhh-null farelerin karisik genetik backgrounda
sahip olanlar1 daha hasarli fenotip sergilemislerdir; bu hayvanlardan %92.5’i feminize
olmuslardir (pseudohermaprodit) (90). Feminize Dhh-null yetiskin erkeklerin
seminifer tiibiilleri, peritiibiiler doku defektinden dolay1 diizensiz ve anostomiktir. Bu
hayvanlarda peritiibiiler myoid hiicreler, olgunlasmamis bir goriiniime sahip olup
testisin interstisiyel bolgelerinde fotal Leydig hiicresi ve birkag yetigkin-tip Leydig
hiicreleri  bulunmaktadir (90). Dhh-null erkek fenotipi, peritiibiiler hiicre
anormallikleri ve bozulmus spermatogenez gostermektedir. Dhh-null fotal testis
incelendiginde, bu defektlerin aslinda embriyonik dénemdeseminifer kordonlarin
olusumunun basladigi, E13.5°den itibaren basladigi anlagilmaktadir (148). Hh’larin
seminifer kordon olusumundaki rolleriyle uyumlu olarak, E11.5 kemirgen gonadina in
vitro cyclopamine uygulandigindabu gonadlarda, kontrollerle kiyaslandiginda
seminifer kordonlarin bozuldugu ve organizasyonu bozulmus laminin ¢6kmesi oldugu
gozlenmigstir (149). Cyclopamine uygulamasi, ayni zamanda fotal Leydig hiicre
farklilasmasinda da hasarlara neden olmustur.

Hh sinyalinin, insan normal testis gelisimi i¢in de kritik oldugu bilinmektedir.
XY kromozoma sahip ancak testis gelisimi gerceklesemeyen kisilerde (46,XY pure
gonad disgenez sendromu), bu durum, yaklasik %10-15 Sry geni bozuklugundan
kaynaklansa da, bu kisilerin DHH genlerinde de mutasyon oldugu bilinmektedir
(150).

Hh yolagi elemanlarun testisteki ekspresyonu ile ilgili yeterince bilgi
bulunmamaktadir. Glil ve Gli3 mRNA ekspresyonu, izole edilen fare Tip A ve Tip B
spermatogoniyalarda, Northern Blot yontemi ile gosterilmistir (151). Glil proteini,
yetiskin fare testisinde pakiten spermatositlerin ¢ekirdeginde yerlesim gostermekte ve
yuvarlak spermatid basamagina kadar varligin1 korumaktadir; uzamis spermatidlerde
ise bu protein artik sitoplazmaya geg¢mektedir (7). Bu durum, Glil proteininin
spermatogenez lizerindeki etkisinin, uzamig spermatid asamasinda kayboldugunu
gostermektedir.

Insan Glil geni, fare germ hiicrelerinde deneysel olarak asiri-eksprese edildigi
zaman, bu hayvanlarda spermatogenez, pakiten spermatosit basamaginda
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duraklamaktadir. Bu trangenik hayvanlarda seminifer tiibiiller, vahsi-tip farelerle
karsilastirildiginda yiiksek oranda bozukluk gostermektedir (7).

Testiste Ptcl mRNA sentezi Leydig ve peritiibiiler hiicrelerde vardir. Dhh/Ptcl
sinyali o6zellikle fotal Leydig hiicrelerinin farklilasmasi igin gereklidir (6, 83).
Radyoaktif in situ yontemi kullanilarak da Ptc2 ve Fu mRNA’lar1 spermatositlerde
gosterilmistir  (116). Bu bilgiler 1s1ginda, Hh sinyalinin 6nemi ve normal
spermatogenezde rolii oldugu anlasilmaktadir. Ancak, bu yolagin ne zaman ve hangi
hiicrelerde eksprese oldugu ile ilgili heniiz yeterince bilgi bulunmamaktadir.
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Hipotez ve Amag

Yukarida verilen bilgiler, Hh sinyal yolaginin spermatogenezi de i¢eren bircok
gelisimsel olayda rol oynadigim gostermektedir. Bu tezdeki ¢alisma, Hh sinyal
yolagmin spermatogenezin farkli gelisimsel donemlerindeki kok hiicrelerde eksprese
oldugu ve spermatogenezi diizenledigi hipotezini desteklemeye yonelik yapilmistir.

Bu tezin amaclar1 asagidaki gibidir:

1. Gelismekte olan ve yetiskin sigan testisinde Hh sinyal yolagina ait elemanlarin
mRNA ekspresyonlarini belirlemek.

2 Radyasyona maruz kalmis sican testis modelini kullanarak yetiskin testiskiiler kok
hiicrelerdeki Hh sinyal yolagi elemanlarinin mMRNA ekspresyonunu belirlemek.

3. Embriyonik gelisimleri sirasinda Dibiitilfitalat’a (DBP) maruz kalan siganlarin
testislerinde Hh sinyal yolagi elemanlarinin mRNA ekspresyonunu arastirmak.

4. Aktivin knock-out fare modelinde Hh sinyal yolagi elemanlarinin testisteki MRNA
ekspresyonlarini arastirmak.

5. Postnatal testiste, damla kiiltiir yontemini kullanarak, cyclopamine ile Hh sinyal
yolaginin inhibe edildigi durumda, hangi genlerin ekspresyonlarinin etkilendigini
belirlemek.

6. Insan seminoma, non-seminoma ve CIS testis orneklerinde, Hh sinyal yolag
elemanlarinin ekspresyonunu arastirmak.
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GEREC ve YONTEM

Tez ¢alismamizda kullanilan kontrol, fare (CBAxXxC57B16 F1) ve sicanlar
(Sprague Dawley), Monash Universitesi, Merkezi Hayvan Servisinden elde edildi.
Testis dokular1 elde edilmeden once hayvanlar, dekapasitasyonla (geng fareler) ya da
servikal dislokasyonla (geng¢ ve yetiskin sicanlar) ile 6ldiiriildii. Bu hayvanlarin
deneylerde kullanilmast igin gerekli izin, Monash Universitesi, Hayvan Deneyleri Etik
Kurulundan alind1.

3.1. Radyasyon Alan Sican Testis Modeli

Radyasyon alan sigan testis modeli, Hh sinyal yolagmin yetiskin sican
testisinde bulunan spermatogoniyal kok hiicrelerdeki ekspresyonlarini arastirmak i¢in
ideal bir modeldir. Radyasyon uygulamasiyla radyosensitif olan farklilagsmis
spermatogoniyalar 6lmekte ve testis tiibiillerinde farklilasmamis spermatogoniyalar
kalmaktadir (152). Herhangi bir tedavinin uygulanmadig1 durumda, sadece radyasyon
uygulanan hayvanlarda spermatogenezin yeniden baslamasi, ya ¢ok uzun bir zaman
sonra gerceklesmekte ya da hicbir zaman iyilesme olmamaktadir.

Bu modele ait testis dokulari, Harlan laboratuari, Indianapolis, USA’den
temin edilmis olup, radyasyon alan sican testis modeli, asagida agiklandigi sekilde
olusturulmustur:

Bu modelde, 10 haftalik LBNF1 tiirii erkek si¢anlara (Lewis ve Brown—
Norway hibritleri) tek doz ve 6 Gy radyasyon uygulanmistir. Bu hayvanlara,
radyasyon alimindan 15 hafta sonra, GnRH antagonistleri olan Cetrorelix pamoate ve
Cetrorelix acetate (1.5mg/kg) tedavisi uygulanarak, spermatogenezin yeniden
stimiilasyonu saglanmistir (Sekil 3.1.1.). Spermatogenezdeki iyilesme, tiibiillerde B
spermatogoniya veya daha sonraki basamaklara erigsmis germ hiicresinin skorlanmasi
ile belirlenmistir (153). Radyasyon uygulamasindan sonra, sadece radyasyona maruz
kalan, ancak tedavi gormeyen gruba ait testisler (Grup A), 3 giin GnRH antagonisti
tedavisi goren gruba ait testisler (Grup B), 1 hafta GnRH antagonisti tedavisi géren
gruba ait testisler (Grup C) ve 4 hafta GnRH antagonisti tedavisi goren gruba ait
testisler (Grup D) toplanmustir (Sekil 3.1.1.). Tim dokular Bouins fiksatifinde fikse
edilerek, parafin bloklar hazirlanmistir.
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Sekil 3.1.1. Radyasyon alan si¢an testis modelinin sematik sekli.

GnRH antagonisti tedavisi ile beraber, spermatogenezdeki iyilesmesi
siirecinin, Hh sinyal yolagi ile iliskili olup olmadigini arastirmak amaciyla, yukarida
belirtilen gruplara ait testis dokularinda, in situ hibridizasyon yontemiyle Dhh, Ptc2,
Smo, Glil, Gli2, Gli3, Fu ve SuUFu mRNA ve immiinohistokimya yontemiyle SuFu
protein ekspresyonlarina bakilmistir.

3.2. Fotal Donemde Dibiitilfitalat (DBP)’ye Maruz Kalmis Sican Testisi Modeli

Ayni model kullanilarak yapilan ¢aligmalar sonucunda, gebelikleri sirasinda
DBP’ye maruz kalan disi siganlarin erkek yavrularinda, Sertoli ve Leydig hiicrelerinin
yetersiz olgunlastig1 ve Sertoli hiicre sayisinin azaldigi, gonositlerinin anormal yapida
oldugu, gelisimle ilgili baz1 gen ekspresyonlarinin daha uzun gelisim araligina
yayildig1 ve yetiskinlik donemlerinde tireme bozukluklar1 gosterdikleri belirlenmistir
(64). Dolayisiyla, bu model bozulan germ hiicre gelisiminin altinda yatan
mekanizmalarin ¢alisilmasi a¢isindan uygun bir modeldir.

Bu modele ait testis doku ornekleri, The Quenn’s Medical Research Institute,
Edinburg, UK’de bulunan Dr. Richard Sharpe’in laboratuarindan temin edilmis olup
asagida belirtildigi gibi olusturulmustur:

Bu modelde, Wistar tiirii gebe disi siganlara, gebeliklerinin 13.5-21.5. giinleri
arasinda, oral gavaj yoluyla 1ml/kg misir yag: icerisinde 500 mg/kg DBP (Sigma-
Aldrich Co. Ltd., Dorset, UK) veya 0 mg/kg (kontrol) verilerek, bu siganlara ait erkek
yavrularin testisleri, E21.5°de ve PND4’de toplanmistir (Sekil 3.2.1.). Tiim dokular
Bouins fiksatifinde fikse edilerek, parafin bloklar hazirlanmustir.
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Sekil 3.2.1. Dibiitilfitalat (DBP)’ye maruz kalmis si¢an testis modeli sematik sekli.

DBP uygulamasi sonucu bozulan germ hiicre gelisiminde, Hh sinyal yolagi
elemanlar1 aktivitesini aragtirmak amaciyla, bu modele ait testis dokularinda in situ
hibridizasyon yontemiyle Dhh, Ptc2, Glil, Gli2 ve SuFu mRNA ve

immiinohistokimya yontemiyle Vasa ve PCNA proteinlerinin ekspresyonlarina
bakilmistir.

3.3. Aktivin Knock-Out (Inhba™) Fare Testis Modeli

Aktivin, Transforming Growth Factor-p (TGF-p) stiperailesinin bir tiyesi olup,
spermatogenezin ilk dalgasinda 6nemli role sahiptir. Aktivin (Inhba), en fazla fotal
donemde eksprese olmakta ve farelerde E16.5°den baslayarak ekspresyonu artarak en
yiiksek diizeyine, dogumdan sonraki bir hafta igerisinde ulagmaktadir (154) (Sekil
3.3.1.). Aktivin, embriyonik donemde gonositlerin, fazla prolifere olmalarini
engellemek amaciyla, sessizlik fazinda tutulmalarini saglarken, dogum sonrasinda
aktivin ekspresyonu, gonositlerin spermatogoniya’ya farklanmasini indiiklemektedir.
Aktivin transgenik fare modelinde, aktivin’in yoklugunda, germ hiicre sayisi artis
gostermekte ve Sertoli hiicre sayisi azalmaktadir (155). Bu modelde, Hh sinyal
yolaginin, aktivin’in yoklugundan nasil etkilendiginin arastirilmasi amaglanmustir.

o | Aktivin

1.5 125 14.5 165 18.5
Smalll et al. BOR (2005)
— testis
T ovaryum

Sekil 3.3.1. Fotal donemde aktivin ekspresyonu. Aktivin, fotal testiste E16.5’den, dogum sonrasi ilk
haftaya kadar olan zaman araliginda yogun sekilde eksprese olmaktadir.
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Bu modele ait testis doku 6rnekleri Baylor College of Medicine, Houston,
Texas’dan Dr. Martin Matzuk laboratuarindan temin edilmistir (156, 157).

C57BL6/J tirii farelerde embriyonik kok hiicre teknolojisi kullanilarak
olusturulan Inhba™ farelerde, Inhba geni bulunmamakta, bu hayvanlarda Aktivin A
iretilmemekte ve bu hayvanlar cesitli dogum defektlerinden dolayr dogumun O.
giiniinde Olmektedir. Calismamizda, aktivin geni cikarilmig farelerden, E13.5°de,
E17.5’de ve dogumun 0. giiniinde (DO) testis dokular1 elde edilmistir. Tiim dokular
Bouins fiksatifinde fikse edilerek, parafin bloklar hazirlanmustir.

Aktivin knock-out ve vahsi tip fare testis dokularinda, Hh sinyal yolagi
elemanlarindan Glil ve SuFu mRNA ekspresyon aktiviteleri in situ hibridizasyon
yontemiyle aragtirildi.

3.4. Patolojik Insan Testis Neoplazma Doku Ornekleri

In situ hibridizasyon analizleri i¢in kullanilan patolojik neoplazma insan testis
ornekleri (non-seminoma, seminoma ve CIS), Copenhagen Universitesi Patoloji
boliimiindeki Dr. Ewa Rajpert-De Meyts’den elde edildi. Timéor 6rneklerinde, CIS
hiicrelerinin varligi, De Meyts labaratuarindaki patologlar tarafindan, Plasental-like
alkalin fosfataz (PLAP) antikoru ile immiinohistokimyasal olarak belirlenerek, teyid
edildi (158). Insan tiimor dokularnin temini ve bilimsel ¢alismalarda kullanilmasi igin
gerekli izin, Danimarka Tibbi Arastirma Etik Komitesinden alinmistir.

3.5. Seminifer Tiibiil Damla Kiiltiirii

Damla kiiltiir, gonad gelisiminde eksojen molekiillerin etkisinin ¢aligilabilmesi
icin ideal bir sistemdir (83, 149). Bu yontemde, Hh sinyal yolaginin inhibitorii
(cyclopamine) kiiltiir sistemine eklenerek, seminifer tiibiil parcalar1 cyclopamine
varliginda ve yoklugunda kiiltiire edildikten sonra, Real Time-PCR yontemiyle Hh
hedef genlerinin nasil etkilendigi belirlendi. Bu yontem kisaca asagidaki gibi
gergeklestirildi;

Postnatal 1. giiniinde olan CBAXC57B16 F1 erkek fareler, dekapasitasyonla
oldiirtildd, testis dokulari mikrodiseksiyon yontemiyle ¢ikarildiktan sonra 1x PBS’e
yerlestirildi ve dekapsiile edildi. Ince makas yardimiyla seminifer tiibiillerden kisa
pargalar, kesilerek elde edidi (Sekil 3.5.1).

Kiiltiir i¢in, 1ki farkl kiiltiir medyumu hazirlandi:

Deney gruplar i¢in, %0.1 oraninda Bovine Serum Albumin (BSA, Sigma,
A8412) ve Dulbecco’s Minimal Eagle Medyum (DMEM, Gibco, 11054-020)’dan
olusan medyum igerisine Hh sinyal yolagi inhibitorii olan cyclopamine (Calbiochem,
San Diego,CA, USA), 25 uM konsantrasyonda eklendi. Cyclopamine konsantrasyonu,
daha onceki fare embriyonik gonad kiiltiirler calismalarina dayanilarak belirlendi (83,
149).
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Kontrol gruplart i¢in ise, yine %0.1 oraninda BSA ve DMEM’den olusan
medyum igerisine cyclopamine yerine, ayn1 miktarda etanol eklendi (cyclopamine,
etanolde ¢ozildiigii i¢in).

Hazirlanan medyumlar (cycClopamine iceren medyum veya etanol iceren
medyum), 90mm x 14mm boyutlarindaki Petri kaplarinin kapak kisimlarina, pipet
yardimiyla ve 30ul olacak sekilde, damla yapildi. Her bir kapaga yaklasik 20 damla
yapildi. Kesilen seminifer tiibiil pargalar1 bu damlalara dikkatlice yerlestirildi. Tiibiil
pargalari, damlalara yerlestirildikten sonra kapak dikkatlice ters ¢evrildi. Petri kabinin
alt kismi, damlalarin buharlasmasini Onlemek amaciyla, 50 ml distile su ile
dolduruldu. Damla igerisindeki seminifer tiibiiller, 24 saat boyunca 37°C de, %5 CO,
etiivde kiiltiire edildi. 24 saat sonunda seminifer tiibiiller toplanarak Real time PCR
icin RNA ekstraksiyonu yapilana kadar -80° de bekletildi.

37°C, %5C0,, 24 Saat

B
Testisin ¢ikarilmasi

Tubullerin fragmanlara ayrilmasive
kisa pargalara bolinmesi Kiltur + cylopamine

Sekil 3.5.1. Seminifer tiibiil damla kiiltiirii yontemi.

3.5.1. Kantitatif Real Time-PCR (qRT-PCR)

Cyclopamine’in ortamda bulundugu (deney) ve bulunmadigi (kontrol) kiiltiir
medyumlarinda 24 saat siireyle kiiltiire edilmis olan postnatal 1. giindeki farelere ait
testis tiibiil pargalarindan, ilk olarak RNA izole edildi. Total RNA, RNeasy extraction
kit (Qiagen, Hilden,Germany) kullanilarak elde edildi. Kontamine olan DNA ise
DNA-free kit (Ambion, Austin, TX, USA) kullanilarak temizlendi. RNA’nin
quantifikasyonu, Quant-iT RiboGreen RNA Assay Kit (Molecular Probes, Invitrogen)
kullanilarak yapildi. Komplementer DNA ise Superscript 111 Reverse Transcriptase
(Life Technologies, Grand Island, NY) ve random hexamer primerleri kullanilarak
elde edildi.

Her bir 10 ul RT reaksiyonu i¢in, 5 ul Roche Diagnostics (Castle Hill, NSW,
Australia) SYBR Green PCR Mix, 1 ul (10pmol/ul) hedef genlere ait forward ve
reverse primerler, 2 ul kalip cDNA ve 2 ul DEPC H,0 eklenerek kuruldu.

Kurulan bu reaksiyon 7900HT real-time system (Applied Biosystems)
makinasinda sirastyla 95° 10 dakika, 95° 15 saniye, 62° 30 saniye ve 72° 30 saniye
stirelerle ve 45 siklus olmak tizere yiiriitiildii. Her bir reaksiyon ii¢ defa tekrarlandi ve
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negatif kontrol olarak kalip DNA yerine distile su konularak amplifikasyonun
dogrulugu tespit edildi. Hedef genlere ait mRNA’larin normalizasyonu igin 18S RNA
kullanildi. Amplifiye olan iiriinler melting curve analizi ile kontrol edildi. istatistiksel
analiz, student’s unpaired t test ile yapildi. Kontrol dokularin hedef mRNA degerleri,
1 olarak kabul edildi ve deney gruplar ile farkliliklar 1 degerinden kag kat arttig1 ya
da azaldig1 seklinde hesaplandi. Yapilan g¢alismada, 6 hayvanin ortalama degeri
alinarak bulgular elde edildi. RT-PCR reaksiyonunda kullanilan primerler asagidaki
gibidir:

Glil F 5’-cttcaccctgecatgaaact-3’; R 5°-tccagctgagtgttgtccag-3°
SCYP3 F 5’-gaaatctgggaagccacctt-3° ; R 5°-ggctttgaaagaagctttgg-3’
Stra8 F 5°- tggatgacctcgtgttatgc-3° ; R 5’°- tcagatgccaccataaagtcc-3’
18s  F 5’-gtaacccgttgaaccccatt-3’ ; R 5’-ccatccaatcggtagtageg-3°

3.6. In Situ Hibridizasyon ve Problarin Hazirlanmasi

In situ hibridizasyon teknigi, parafin kesitlerde hedef mRNA ekspresyonunun
arastirilmasi igin kullanildi. Ilerleyen boliimlerde (Béliimler, 3.6.1.-3.6.1.6.) ilk &nce
in situ hibridizasyon tekniginde kullanilan hedef mRNA’larin (Prob), nasil
hazirlandig1 ve in situ hibridizasyon protokolii anlatilacaktir.

3.6.1. cDNA’larin DIG ile Isaretlenmesi Oncesi PCR ile Elde Edilmeleri
Bu metod ile SP6 ve T7 polimeraz promoterlariyla isaretli PCR {iriinii elde
edildi. cDNA’larin DIG ile isaretlenmesi dncesinde yapilan islemler asagida verildi.

3.6.1.1.Dizayn Edilen Primerlerden PCR Uriinii Elde Edilmesi
1) http://frodo.wi.mit.edu/ internet sitesinden yararlanilarak asagida belirtilen
primerler dizayn edildi.

Dhh F 5’-ggagagccagtgaggacaag-3’; R 5°-ggggttgtagttgggtacga-3’
Ptc2 F 5°-ggggttccecttattgaaaa-3’; R 5’-actcagctcctgagcecacat-3’
Smo F 5’-ttcccgcactaacctaatgg-3’; R 5’cagaagcaagggtcctgaag-3’
Glil F 5’-cttcaccctgccatgaaact-3’; R 5°-tccagctgagtgttgtccag-3’
Gli2 F 5’-cagcaggacagctaccaaca-3’; R 5’-tggctgaggagctagggata-3°
Gli3 F 5’-tgcccatcagetactcagtg-3’; R 5’-accctgetgctctgactcat-3°
Fu F 5’-gtgccctacaaagtgccaat-3’; R 5°-cccgcatgatttcaatctct-3°
SuFu F: 5’-accaagtggatttggctttg-3’:  R: 5’-gttccactgttgggctgaat-3’

2) Primerler, 10mM Tris igerisinde resiispanse edilerek stok soliisyonu elde edildi.
(Ph:8.5; primerlere nmol degerleri ile esit hacimde Tris eklenerek islem
gergeklesti).

3) PCR reaksiyonu igin, stok soliisyon 2 ul stok + 198 ul distile su olacak sekilde
dilue edildi.

4) Primerlerin ¢ogaltilmas1 amaciyla, PCR reaksiyonu asagida belirtildigi sekilde
kuruldu:
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10x Tampon ............ 2 ul

2mM dNTPs............ 2 ul
Forward primer......... 2 ul
Reverse primer......... 2ul
Tag....coovviiiiiiiiinn 0,25 ul
Distilesu................ 10,75 pl
KalipcDNA.............. 1yl
Toplam reaksiyon...... 20 ul

PCR Siklusu (40 siklus):

94°C.............. 5 dakika
94°C.............. 30 saniye
60°C ............. 30 saniye
72°C..cciiii.. 7 dakika
15°C.............. sonsuz

olacak sekilde kuruldu ve agaroz jel elektroforezi yapildi.

Agaroz jel elektroforezinde %1-2 agaroz jel kullanildi. Bu jel, 1 x TAE Tamponu
ve 0.1 ug/ml etidiyum bromid kullanilarak hazirlandi. Orneklere yiikleme boyasi
(%50 gliserol, Orange G boyasi) eklendikten sonra 80-100 V’da DNA fragmanlari
ayrilana dek yiiriitiildii.

PCR iiriinii, UV 15181 altinda yiiriitme jelinden UV 15181 altinda kesildi ve ependorf
tipline alindi1 (PCR firiinii, gerektiginde -20°C’de kullanilma zamanina kadar
bekletildi).

Agaroz jelden DNA ekstraksiyonu icin JetSorb gel extraction kit (GenoMed, St
Louis, MO) kullanildi.

DNA konsantrasyonu, 260nm spektrofotometrede okunarak pGEM-T Easy
(Promega) vektoriine klonlandi. pGEM-T Easy Vektor, sekans referans noktalari
ile birlikte Sekil 3.6.1.1.1°de gosterildi.
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Sekil 3.6.1.1.1. pGEM-T Easy Vektorii sekans referans noktalari.

3.6.1.2. PCR Uriiniiniin pGEM-T Easy Vektoriine Klonlanmasi

PCR iiriiniinlin pGEM-T Easy vektoriine klonlanmasi isleminde, Promega
pGEM-T Easy kit (Promega, A1360, Madison, USA) kullanildi. Reaksiyon asagida
belirtildigi sekilde kuruldu:

2x Ligasyon Tamponu....  5ul
pGEM-T Easy 50 ng/ul...  0.5ul
PCR iiriinii ................. 2.5ul
T4 DNAligaz ............ 0.5ul
HO oo, S5ul

Tiim bu kimyasallar belirtilen oranlarda karistirildi ve +4° C’de geceboyu inkiibe
edildi.

3.6.1.3. pGEM-T Easy Vektoriin E.Coli DH5a Bakterisine Transformasyonu

1) 1-2 ul Vektor, DH5a. hiicrelerinin bulundugu ependorfa konuldu ve ependorf 30
dakika buz iizerinde bekletildi (Bu islem, bakterinin hiicre zarinda delikler
acilmasini ve vektoriin bakteri igerisine girmesini saglar).

2) Hicreler, 45-50 saniye 42°C’de olan 1s1 tablasinda sok edildi (Bu islem
bakterideki delikleri kapatir)

3) Ependorflar tekrar 2 dakika buz iizerine alindi ve 250ul LB/Ampisilin medyumu
eklenerek 37°C’de 60 dakika boyunca g¢alkalanarak inkiibe edildi.

4) Daha 6nceden hazirlanan LB/Ampisilin/X-Gal kiiltiir kaplarina yayildi ve 37°C’de
gece boyu inkiibe edildi.
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LB/Ampisilin’in hazirlanisi:

NaCl: 10gr
Tripton: 10 gr
Maya: Sar.

Distile su: 1 litre olana kadar

LB/Ampisilin Agar hazirlanisi:

LB/Ampisilin: 500 ml
Agar: 7.59r

Bu karisim 6nce otoklavlandi ve daha sonra hiicre kiiltiir kaplarina bosaltilarak

37°C’lik etiivde kurutuldu.

3.6.1.4. Vektor Iceren Bakteri Kolonisinin Belirlenmesi
LB-Ampisilinli kiiltir kaplarinda bulunan bakteri kolonilerinden hangisinin
vektori igerdigini belirlemek igin segilen kolonilere PCR kuruldu.

PCR reaksiyonu:

10 x Tampon ....... 2ul

10 X dNTP ......... 2 ul
Fprimer............. 1ul

R primer............ 1l

Taq polymeraz ..... 0,1l

Kalip DNA ......... (pipet ucuyla)
HO ... 20 ul olan kadar

94 °C, 30 saniye

58°C, 30 saniye

72°C, 30 saniye

72°C, 5 dakika

35 siklus olacak sekilde thermal cycler ayarlandi.

PCR reaksiyonu sonrasinda yaklasik 500 kb’lik bantta bulunan kolonilerin
kullanilan vektorii icermesi beklendiginden, 500 kb’lik bantta bulunan koloniler,
LB/Ampisilin kiiltiir kaplarina ekilerek 37°C’de geceboyu inkiibe edildi (saf kiiltiir).

3.6.1.5. Vektoriimiiziin Bakteriden Uzaklastirilmas1 (Miniprep) ve Sekans
Analizi

Bir giin sonra, saf kiiltirden alinan her bir koloni, 5Sml LB ve 5ul Ampisilin

iceren, 15 ml falkon tiipiine konuldu ve 37°C’de gece boyu inkiibe edildi. Bu

inkiibasyon sonrasinda, saf kiiltiiriin bir kismi, daha sonra kullanilmak tizere gliserol

stok (400pl kiiltiir + 400 pl %80 gliserol) seklinde -80°C’de saklandi. Saf kiiltiiriin bir
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kismi ise Qiagen miniprep kit (QIAprep Spin Miniprep Kit, Cat #27104) kullanilarak,
Vektoriin, bakterilerden ayristirilmasi gerceklestirildi. Bu islem sonrasinda, M13F + R
primerler kullanilarak PCR reaksiyonu (large scale-50-100ul) ve sekans analizi
yapildi. DNA miktar1 spekrofotometre yardimiyla 6l¢iildii.

M13R primer sekansi :-5° GGAAACAGCTATGACCATG
M13F primer sekansit :-5’GTAAAACGACGGCCAGT

3.6.1.6. Riboproblarin DIG-ile Isaretlenmesi
Bu islem ile PCR iiriinii, DIG ile isaretli RNA’ya cevrildi. Reaksiyon asagida
verildigi sekilde kuruldu:

20ul Reaksiyonda (Promega):

DEPC’liHO .....cceevennenntn. Xul
5X transkripsiyon tamponu...4pul
DTT(100mM)..........c..c...e. 2ul
10X DIG-miX.........cuvvnnenn. 2ul
Rnasin (40U/).................. 0.5ul
T7, SP6 RNA polimeraz...... 2ul
PCR Urlnd...............oeeee 300ng

Tim bu kimyasallar ependorf tiiplinde karistirildiktan sonra sirasiyla asagidaki
islemlerden gecti:
1) 37°C’de 2 saat inkiibe edildi.
2) Her bir 20ul reaksiyon i¢in:  2.0ul1 0.2M EDTA (Ph 8.0),
2.5ul 4M LiCl,
75ul %100 EtOH eklendi.
3) -20°C’de geceboyu inkiibe edildi.
4) Ertesi giin, +4°C’de, max rpm’de 20 dakika santrifiij edildi.
5) Santrifiikasyondan sonra, siipernatan atildi ve 300 ul %80 EtOH eklenerek 5
dakika +4°C’de santrifiij edildi.
6) Santrifiikasyondan sonra, EtOH atildi ve kalan pellet, 100ul DEPC H,O’de
cozdiiriildii.
7) 100ul DEPC H,0’da ¢ozdiiriilen pellete, 1ul Rnasin eklendikten sonra Dot Blot
islemine baglandi.

3.6.1.7. Dot Blot Protokolii

1) Her bir prob, 1:100’den 1:12.5’e¢ kadar DEPC H,0O’da dilue edildi ve DIG-isaretli
kontrol RNA hazirlandi.

2) Hybond XL membranina her bir dilisyondan 1.5ul damlatildi.

3) Membranin 2 dakika yiiksek dereceli mikrodalgada kurutuldu.

4) Membran, 8-10 ml bloklama soliisyonu ile 30 dakika inkiibe edildi.

5) Membranin bulundugu bloklama soliisyonuna 8-10 ml bloklama soliisyonu daha
eklendi ve 4 ul anti-DIG antikoru eklenerek 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.

6) Buffer 1 de yikama yapildi (2 defa 10’ar dakika).
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7) Aliminyum folyo ile kapali tutulacak sekilde, 10 ml BCIP/NBT gelistirme
sollisyonu ile reaksiyon saglandi.

3.6.2. In Situ Hibridizasyon Protokolii

1) in situ hibridizasyonda kullanilacak olan biitiin kaplar, ilk énce yikama soliisyonu
ile, daha sonrada DEPC H,O0 ile yikandi,

2) Superfrost lamlarda bulunan kesitler Histosolden gegirildi (2defa 10’ar dakika),

3) Yiikselen etanol serilerinden gegirilerek Rehidrate edildi,

4) 0.2 M HCL’de yikandi (20 dakika),

5) DEPC H,0’da yikandi (2 defa 52er dakika),

6) Pap-pen ile ¢izildi,

7) Proteinaz K enzimi ile inkiibe edildi (30 dakika, 37°C’de),

8) %0.2 glisin soliisyonunda yikandi (10 dakika, oda 1s1s1),

9) 0.1 TEA soliisyonunda inkiibe edildi (5 dakika),

10) DEPC H;0’da yikandi (2 defa 5’er dakika),

11) 150 pl prehibridizasyon soliisyonuyla inkiibe edildi (2 saat, 60°C),

12) Probumuz ile inkiibe edilmesi (gece boyu, 60°C; diluent, hibridizasyon
sollisyonu),

13) 2X SSC soliisyonunda yikand1 (Oda 1s1s1, 15 dakika),

14) Sirasiyla, 2X SSC, 1X SSC ve 0.1X SSC’de yikand1 (60 derece, 15’er dakika),

15) Buffer 1’de yikand1 (Oda 1sis1, 15 dakika),

16) Kesitlerdeki reaksiyon, BCIP/NBT soliisyonunda karanlikta gelistirildi,

17) Kesitlerdeki reaksiyon, ¢esme suyu ile yikama sonucu durduruldu,

18) Hematoksilen ile zit boyama yapildi,

19) Distile suda yikand: (2 dakika),

20) Cesme suyunda yikandi (2 dakika),

21) Distile suya tekrar alindi ve Aqueous kapatma soliisyonuyla kapatilarak
fotograflandirildi.

In Situ Hibridizasyonda Kullamlan Soliisyonlar
10x Bloklama Soliisyonu: 10 gr Bloklama soliisyon tozu + 100 ml Bufferl

Buffer 1 (pH:7.5): 4.5 L distile su
58.5 gr Maleik Asit
43.6 gr Sodyum Klorid

DIF: 500 ml Formamide (Sigma, 221198)
25 gr Mixed Bed Resin (Biorad, 142-6425)

50x Denhard’s Soliisyonu: 300 ml distile su
2 gr Fikol (%1 w/v)
3 gr Sigir Serum Albumini (%1 w/v)

DEPC H,0: 1 L distile su
1 ml %97 DEPC

0.5 EDTA (pH:8.0): 800ml distile su
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186.1gr EDTA
Soliisyon, distile su ile 1L’e tamamlandi

20X PBS: 900 ml distile su

170 gr Sodyum Klortiir

21.4 gr NAHPO,

7.8 gr NaH,P0O,42H,0

Soliisyon, distile su ile 2L’e tamamland1

Yikama Soliisyonu: 0.8 L distile su

4 gr NaOH
2ml0.5MEDTA
Soliisyon, distile su ile 1L e tamamland1

20X SSC: 1.8 L distile su

350.6 gr Sodyum Klorid
176.5 gr Tri-Sodyum Sitrat
Soliisyon, distile su ile 2L.°e tamamlandi

10x TE (TrisEdta) tamponu: 50 ml 1M Tris HCI

20ml 0.5M EDTA
Soliisyon, distile su ile 1L.°e tamamland1

3.7. Immiinohistokimya

Immiinohistokimya islemi, daha onceki ¢alismalarda yapildigi gibi (159)

uygulandi. Sirasiyla asagidaki islemler gerceklestirildi:

1)

2)

3)
4)

5)
6)

Kesitler, rehidrate edildi;

Ksilol (2 defa 5’er dakika),

%100 etanol (1 defa 5 dakika),

%95 etanol (1 defa 5 dakika),

%70 etanol (1 defa 5 dakika),

Cesme suyu ile yikama (1 defa 5 dakika)

Distile suda yikama (1 defa 5 dakika)
Kesitler, 50 mM Glisin soliisyonu igerisinde 2 dakika 30 saniye yiiksek 1s1, 7
dakika 30 saniye diisiik 1s1 olmak kosuluyla mikrodalgada kaynatilarak antijenlerin
aciga cikmasi saglandi. Bu islem sonrasinda kesitler, oda 1sinda 20 dakika
sogutuldu,
Distile suda yikand1 (1 defa 5 dakika) ve kesitlerin ¢evresi, suya dayanikli kalem
(pap-pen) ile ¢izildi,
Kesitlerdeki endojen peroksidaz aktivitesini bloklamak i¢in %3 hidrojen peroksit
uyguland: (5 dakika; diluent, metanol),
Distile su ile yikandi (1 defa 5 dakika),
TBS ile yikand1 (2 defa 5’er dakika),
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7) Spesifik olmayan baglanmalar1 6nlemek amaciyla TB (TBS+%0.1BSA)’de dilue
edilen %5°lik normal serum uygulandi. Normal serum se¢imi, sekonder antikorun
tiretildigi hayvana gore belirlendi (20 dakika, oda 1s1s1),

8) Asagida belirtilen belirteglerin belirlenmesi i¢in birinci antikor inkiibasyonu
yapild1 (oda 1s1s1, gece boyu; diluent, TB),

Germ hiicre belirteci i¢in, Rabbit anti-Vasa:(ab13840; Abcam ,diliisyon
1:1000)

Proliferasyon belirteci igin, Mouse anti-Proliferating Cell Nuclear Antijen
(PCNA), (M0879; DAKO, diliisyon 1:1000)

Sertoli hiicre belirteci i¢in, Goat anti-Miillerian Hormon (AMH) (sc, 6886,
Santa Cruz, diliisyon 1:1000)

Negatif kontroller, primer antikorun bulunmadigi TB soliisyonunda inkiibe
edilerek gergeklestirildi.

9) Ertesi giin, 1XTBS soliisyonunda yikama yapildi (3 defa 5’er dakika),
10) Kesitler, 1:500 diliisyonda asagida belirtilen ikinci antikorlar ile inkiibe edildi (1
saat, oda 1s1s1; diluent:TB):

Vasa i¢in, Biotinylated Goat Anti-Rabbit 1gG (BA-1000, Vector lab.
1:500)
PCNA i¢in; Biotinylated Goat Anti-Mouse 1gG (BA-9200, Vector lab.
1:500)
AMH i¢in; Biotinylated Rabbit Anti-Goat IgG (BA-5000, Vector lab.
1:500

11) 1XTBS soliisyonunda yikama yapildi (3 defa 5’er dakika),
12) Uretici firmanin tavsiye ettigi sekilde kesitler, Vectastain Elite ABC kit (Vector
Laboratories, Burlingame, CA) ile muamele edildi (1 saat oda 1s1s1),
13) 1XTBS soliisyonunda yikama yapildi (3 defa 5’er dakika),
14) Reaksiyonun goriilebilmesi igin kesitler DAB (Sigma, D5905, Sigma-Aldrich
Company Ltd, Gillingham, UK) ile inkiibe edildi,
15) Distile suda 5 dakika yikama yapildi,
16) Kesitlere Harris Hematoksilen ile zit boyama yapildi,
17) Cesme suyunda 5 dakika yikama yapildi,
18) Kesitler, asagidaki soliisyonlardan gecirilerek dehidrate edildi:
%70 etanol (1 defa 5 dakika),
%95 etanol (1 defa 5 dakika),
%100 etanol (2 defa 5’er dakika),
Ksilol (2 defa 5’er dakika).
19) Kesitler, Depex (BDH Laboratories, Poole, UK) kapatma soliisyonu ile
kapatilarak fotograflandirildu.

Immiinohistokimyada Kullanilan Soliisyonlar
10X TBS (Ph:7.5): 242gr Tris (60.55g/1; 0.5p)

350 gr NaCl (87.66g/1;1.5n)
4 It distile su
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IXTBS: 100 ul 10X TBS + 900 pl distile su

TB: 50 ml 1XTBS + 0.05gr BSA

Glisin (Ph:3.5): 1 It distile su + 3.75 gr glisin
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BULGULAR

4.1. Yetiskin Sican Testisinde Hh Sinyal Yolagi mRNA Ekspresyonu

Ilerleyen béliimlerde (Boliim 4.1.1. ve 4.1.2.), normal yetiskin sican testisinde,
Hh sinyal yolagi elemanlarinin ekspresyonlari gosterildi. Hh sinyal yolaginda; Dhh,
ligand; Ptc2 ve Smo, reseptorler; Glil, Gli2 ve Gli3, transkripsiyon faktorleri; Fu ve
SuFu, sitoplazmik diizenleyicileri temsil etmektedir. Bu boliime ait tiim bulgular,
Sekil 4.1.1.’de sematize edildi.

4.1.1. Yetiskin Sican Testisinde Hh Sinyal Yolagi, Ligand-Reseptor mRNA
Ekspresyonu
Daha once yapilan mikroarray veri sonuglari, iic memeli Hedgehog
ligandindan (Dhh, Ihh, Shh) yalnizca Desert Hedgehog (Dhh)’in memeli testisinde
eksprese oldugunu gosterdi (160, 161) (Sekil 4.1.1.1.). Bu nedenle bu tez
caligmasinda, 3 Hh ligandindan yalnizca Dhh ligandinin ekspresyonu caligilda.
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Sekil 4.1.1.1. Memeli testisinde Dhh ekspresyonu. Dhh, testiste eksprese olan Hh ligandidir. Dhh:
Desert Hedgehog; Ihh: Indian Hedgehog; Shh: Sonic Hedgehog; E: Embriyonik giin.
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Sekil 4.1.1.2.a’da Dhh sinyal yolagi sematize edildi; ortamda Hh ligandi
bulunmadiginda, yolagin reseptorii olan Ptc, Smo’nun aktivitesini baskilamakta ve bu
durumda Gli transkripsiyon faktorleri, sitoplazmada SuFu’ya bagh kalarak niikleusta
hedef genlerin aktivitesini  gergeklestirememektedir. Ortamda Hh ligandi
bulundugunda Ptc, Hh ligandina baglanmakta bdylelikle, Smo serbest kalarak aktif
hale gelmekte ve Gli transkripsiyon faktorleri niikleusa giderek hedef genlerin
aktivitesini baslatmaktadir.

Yetiskin sican testisinde, in situ hibridizasyon teknigi kullanarak yaptigimiz
analiz sonuglari, Sekil 4.1.1.2.b-d’de gosterildi. Bu sonuglara gére, Dhh’yi kodlayan
MRNA, Sertoli hiicrelerinde bulundu (Sekil 4.1.1.2.b). Bir transmembran reseptor
olan Ptc2’yi kodlayan mRNA ekspresyonu ise spermatogoniya, spermatositler ve
yuvarlak spermatidlerde gozlendi (Sekil 4.1.1.2.c). Smo’yu kodlayan mRNA
ekspresyonu ise spermatogoniya ve spermatositlerde gézlenmis olup yuvarlak
spermatidlerde ve bazi interstisiyel alanlarda da zayif bir ekspresyon mevcuttu (Sekil
4.1.1.2.d).
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hedef genler Inaktif
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Yetiskin sican testisinde Hedgehog Yolagi Ligand-Reseptor mRNA Ekspresyonu
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Sekil 4.1.1.2. Yetiskin sican testisinde Hh sinyal yolagi, ligand ve reseptor mRNA ekspresyonu. a. Hh
sinyal yolagi sematik sekli. b. Dhh ligandi mRNA’s1, Sertoli hiicrelerinde eksprese
olmaktadir (ok baglart); c¢. Ptc2 mRNA’st ve d. Smo mRNA’si, yogun olarak
spermatogoniya (oklar) ve spermatositlerde (ps) ve daha az yogun olarak da yuvarlak
spermatidlerdedir (ys). Ptc2 ve Smo sinyali, interstisiyel alandaki endoteliyal hiicrelerde
de goriilmektedir (siyah okbaslar1). Beyaz ok basi, Sertoli hiicresi; Siyah ok basi,
endotelyal hiicre; oklar, spermatogoniya; ps, pakiten spermatosit; ys, yuvarlak
spermatid; sp, sperm; int, interstisiyum. Biiyiitmeler; x40; kii¢iik kareler, x100.
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4.1.2. Yetiskin Sican Testisinde, Hh Sinyal Yolagi, Hiicrei¢i Sinyal Elemanlar:
MRNA Ekspresyonu

Yetiskin sigan testisi in situ hibridizasyon analizi sonuglarina gore; Glil’i
kodlayan mRNA ekspresyonu spermatogoniyada, spermatositlerde ve yuvarlak
spermatidlerde gozlendi (Sekil 4.1.2.1.a). Gli2’yi kodlayan mRNA ekspresyonu
yogun olarak spermatogoniya ve spermatositlerde gozlendi. Bununla birlikte, yuvarlak
spermatidlerde de zayif bir ekspresyon mevcuttu (Sekil 4.1.2.1.b). Gli3’i kodlayan
MRNA, spermatogoniya, spermatositler ve yuvarlak spermatidlerde mevcuttu (Sekil
4.1.2.1.c).

Fu mRNA ekspresyonu spermatogoniyada, spermatositlerde ve yuvarlak
spermatidlerdedir (Sekil 4.1.2.1.d). Yolagin diger elemanlarinin aksine, giiglii bir
SuFu sinyali yuvarlak spermatidlerde ve daha az yogun olmak iizere uzamis
spermatidlerde gozlendi (Sekil 4.1.2.1.e). SuFu proteini de yuvarlak spermatidlerde ve
uzamig spermatidlerde mevcuttu (Sekil 4.1.2.1.1).
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Yetiskin sican testisinde Hedgehog yolagi hucreici sinyal elemanlari mRNA ekspresyonlari

Sekil 4.1.2.1. Yetiskin sigan testisinde Hh sinyal yolagi, hiicrei¢i sinyal elemanlari mRNA
ekspresyonu. Glil mRNA’st (a) ve Gli3 mRNA’s1 (c) spermatogoniya (oklar),
spermatosit (ps) ve yuvarlak spermatidlerde (ys) eksprese olmaktadir, Gli2 mMRNA’s1
(b), spermatogoniyalarda (oklar) ve spermatositlerde (ps), az yogun olarak da yuvarlak
spermatidlerde (ys) eksprese olmaktadir. Fu mRNA’s1 (d), spermatogoniyalarda
(oklar), spermatositlerde (ps) ve az yogun olarak da yuvarlak spermatidlerdedir (ys).
Negatif regiilator, SUFu MRNA’s1 (e), yuvarlak spermatidlerde (ys) ve uzayan
spermatidlerdedir (us). SuFu proteini (f), yuvarlak spermatidlerde (ys) ve uzamis
spermatidlerdedir (us). Gli2, Gli3 ve Fu mRNA’lar interstisyel alandaki endotelyal
hiicrelerde de pozitiftir (ok baslar1). Ok baglari, endotelyal hiicreler; Oklar,
spermatogoniyum; ps, pakiten spermatosit; ys, yuvarlak spermatid; us, uzamig
spermatid; int, interstisiyum. Biytitmeler; x40; kii¢iik kareler, x100.
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Sekil 4.1.1.  Yetiskin si¢an testisinde Hh sinyal yolag:1 ekspresyonu. Dhh ligandin1 kodlayan mRNA
Sertoli hiicrelerinde iken Hh reseptorlerini kodlayan mRNA’lar (Ptc2 ve Smo),
sitoplazmik regiilatorler (Fu, SuFu) ve Gli transkripsiyon faktorleri, germ hiicrelerinde
bulunmaktadir. Gli’leri sitoplazmada tutmasindan dolayi, Hh sinyalinin negatif
regiilatorii olan SuFu ekspresyonu ise, Hh yolaginin diger elemanlarina gére gecikerek
baslamaktadir. Bu durum, SuFu’nun, haploid germ hiicrelerinde Hh sinyalinin down-
regille ettigini gostermektedir. Renklerin  yogunlugu, mRNA veya protein
ekspresyonunun yogunlugunu gosterir.

4.2. Radyasyona Maruz Kalms Yetiskin Sican Testisi Modelinde, Hh Sinyal
Yolagt mRNA Ekspresyonu

Gere¢ ve Yontemlerde, Bolim 3.1’de detayli bir sekilde anlatildigi gibi,
radyasyon alan yetigkin sican testisinde, radyasyon uygulamasindan 15 hafta sonra,
testis tiibiillerinde kalan tek germ hiicre tipi, farklilasmamis Tip A
spermatogoniyalardir (spermatogoniyal kok hiicre). Bu hayvanlarda spermatogenez,
yani Tip A spermatogoniyalarin, Tip B spermatogoniyalara farklilasmasi, 4 hafta
GnRH antagonisti tedavisiden sonra basladi. Tip A spermatogoniyalarda ve bu
hiicrelerin Tip B spermatogoniyaya farklilastigi gruplarda (Spermatogenezin
basladigl), Hh sinyal yolagi elemanlarimin ekspresyonlarina ait bulgular, ilerleyen
boliimlerde (Boliim 4.2.1 ve Boliim 4.2.2.) gosterildi ve tiim sonuglar, Sekil 4.2.1°de
sematize edildi.
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4.2.1. Radyasyona Maruz Kalmis Yetiskin Sican Testisi Modelinde, Hh Sinyal

Yolag, Ligand-Reseptor mRNA Ekspresyonu

Radyasyona maruz kalmis sigan testisi in situ hibridizasyon analizi sonuglarina
gore GnRH tedavisi almayan ve yalnizca radyasyon alan testiste, Dhh mRNA
ekspresyonu spermatogoniyal kok hiicrelerdedir (oklar). Spermatogoniyal kok
hiicrelerde Dhh mRNA ekspresyonu 3 giin ve 1 hafta GnRH antagonisti tedavisi goren
gruplarda halen pozitif iken, 4 hafta GnRH antagonisti tedavisi goren grupta
(spermatogenezin basladigi ve spermatogoniyal kok hiicrelerin farklilastigi grup)
sinyaller kayboldu (Sekil 4.2.1.1 al-a4).

Dhh mRNA’ya benzer sekilde Ptc2 ve Smo mRNA ekspresyonlar1 da GnRH
tedavisi oncesinde, spermatogoniyal kok hiicrelerdedir (oklar). Spermatogoniyal kok
hiicrelerdeki Ptc2 ve Smo mRNA ekspresyonlari 3 giin tedavi goren ve 1 hafta tedavi
goren gruplarda da goézlendi. Bu ekspresyonlar, 4 hafta GnRH tedavisinden sonra,
yani Tip A spermatogoniyalarin Tip B spermatogoniyaya farklilasmasiyla, kayboldu.
(Sekil 4.2.1.1.b1-c4).

Tedavi Yok I GnRH Tedavisi

sadece radyasyon alan grup

Dhh -
sl
e 4

»

S

Sekil 4.2.1.1. Radyasyona maruz kalmis sigan testisi modelinde Hh sinyal yolag: ligand- reseptor
MRNA ekspresyonu. Tedavi oncesi, Dhh mRNA’s1 (al), Ptc2 mRNA’s1 (b1) ve Smo
MRNA’s1 (cl) spermatogoniyal kok hiicrelerdedir (oklar). Dhh, Ptc2 ve Smo
mRNA’larinin ekspresyonlari, 3 giin tedavi alan grupta (sirasiyla, a2, b2, c2) ve 1 hafta
tedavi alan grupta (sirasiyla, a3, b3, ¢3), spermatogoniyal kok hiicrelerde devam
etmektedir (oklar). 4 hafta tedavi alan grupta, Dhh, Ptc2 ve Smo’ ya ait mRNA’larin
sinyalleri kaybolmaktadir (sirasiyla, a4, b4, c4). Dhh, Ptc2 ve Smo mRNA’lar
interstisiyel alandaki endotelyal hiicrelerde de pozitiftir (ok baglar). Ok baglari,
endotelyal hiicreler; Oklar, spermatogoniyum, int, interstisiyum, Biiylitmeler; x40;
kiigtik kareler, x100.
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4.2.2. Radyasyona Maruz Kalmis Yetiskin Sican Testisi Modelinde, Hh Sinyal

Yolagi, Hiicreici Sinyal Elemanlart mRNA Ekspresyonu

Hh sinyal yolagmin ligand ve reseptorleri mRNA ekspresyonuna benzer
sekilde Glil, Gli2 ve Gli3’i kodlayan mRNA ekpresyonlari da GnRH tedavisi
almayan ve yalnizca radyasyon alan grupta spermatogoniyal kok hiicrelerdedir
(oklar). 3 giin tedavi goren grupta ve 1 hafta tedavi goren grupta Glil, Gli2 ve Gli3
mRNA ekpresyonlar1 yine spermatogoniyal kok hiicrelerdedir. Bu transkskriptlerin
ekspresyonu, spermatogenezin bagladigi, 4 hafta tedavi goren grupda gozlenmedi.
Sekil 4.2.2.1.al-c4.

Hh sinyal yolagindaki sitoplazmik regiilatérlerden olan Fu mRNA
ekspresyonuna GnRH tedavisi dncesi, sadece radyasyon alan grupta, spermatogoniyal
kok hiicrelerde rastlandi (oklar). Fu mRNA ekspresyonu 3 giin tedavi alan grupta ve 1
hafta tedavi alan grupta devam etti. Fu transkipti 4 hafta tedavi goren grupta
kayboldu. Diger tiim Hh sinyal yolagi elemanlarinin aksine yolagin negatif regiilatorii
olan SuFu mRNA ekspresyonuna, higbir grupta rastlanmadi (Sekil 4.2.2.1.d1-e4).
SuFu mRNA ekspresyonuyla paralel sekilde, SuFu protein ekspresyonuna da tim
gruplarda negatifti (Sekil 4.2.2.1.f1-f4).

Tedavi Yok | GnRH Tedavisi

sadece radyasyon alan grup 3 gun tedavi alan grup 1 hafia tedavi alan grup 4 hafta tedavi alan grup
R——— . : )

Gli1 : b, N8 J %A 5 ’ &

int

int int { int

int
el int t
f1.° B (o f2 o) F3 X . f4
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Sekil 4.2.2.1. Radyasyona maruz kalmis sigan testisi modelinde Hh sinyal yolagi hiicrei¢i sinyal

Sekil 4.2.1.

elemanlart mRNA ekspresyonu. Tedavi gérmeyen grupta, Glil mRNA’s1 (al), Gli2,
mRNA’s1 (bl), Gli3 mRNA’s1 (c1) ve Fu mRNA’s1 (dl), spermatogoniyal kok
hiicrelerdedir (oklar). Glil, Gli2, Gli3 ve Fu mRNA ekspresyonlar1 3 giinliik (sirasiyla,
a2, b2, c2, d2) ve 1 hafta (sirasiyla, a3, b3, ¢3, d3) tedavi alan grupta spermatogoniyal
kok hiicrelerde (oklar) devam etmektedir. 4 hafta tedavi alan grupta, Glil, Gli2, Gli3 ve
Fu mRNA’s1 kaybolmaktadir (sirasiyla, a4, b4, c4, d4). SUFu mRNA’s1, ¢aligilan tiim
gruplarda negatiftir (e1-4). SuFu proteini de tiim gruplarda negatiftir (f1-4). Glil, Gli2,
Gli3 ve Fu sinyallerine, interstisyel alandaki endotelyal hiicrelerde de rastlanmaktadir
(ok baglarl)). Ok baslari, endotelyal hiicreler; Oklar, spermatogoniyum, int,
interstisiyum; Biiyiitmeler; x40; kii¢iik kareler, x100.

Tip A TipB
spermatogoniya spermatogoniya

@) (@) o) @)
Tedavi yok 3 gun 1 hafta 4 hafta

Dhh
Ptc2
Smo
Glil
Gli2
Gli3
Fu
SuFu

Radyasyona maruz kalmis sigan testisi modelinde Hh sinyal yolagi ekspresyonu. Tedavi
gormeyen veya 3 giin ya da 1 hafta tedavi goren grupta, Hh sinyal yolagina ait
mRNA’lar (Dhh, Ptc2, Smo, Glil, Gli2, Gli3, Fu) Tip A spermatogoniyada eksprese
olmaktadir. Ancak, spermatogoniyal kok hiicrelerin Tip B spermatogoniyaya
farklilagmasiyla beraber, sinyal kaybolmaktadir. SUFU mRNA ekspresyonuna ise higbir
grupta rastlanmamaktadir. Renklerin yogunlugu, mRNA ekspresyonunun yogunlugunu
gosterir.
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4.3. Gelismekte Olan Sican Testisinde Hh Sinyal Yolagi mRNA Ekspresyonu

Gonositler, embriyonik donemde, testiste bulunan tek germ hiicre tipidir ve
Sertoli hiicreleri ile beraber seminifer kordonlar1 olusturur. Seminifer kordonlarin
etrafi, peritiibiiller myoid hiicreleri ile c¢evrilidir. Leydig hiicreleri ise seminifer
kordonlarin arasindaki interstisiyel alanda bulunur. Gonositler, yaklasik E17’ye kadar
proliferasyonlarin1 siirdiirdiikten sonra, bu gilinden doguma kadar olan zaman
araliginda mitotik aktivitelerini durdurarak, tutuluma girerler. Dogumdan sonra,
mitotik aktivitelerini tekrar baglatan gonositler, seminifer kordonlarin bazaline dogru
g0¢ etmeye baslayarak postnatal 5. giinle beraber spermatogoniyalara farklilasarak
spermatogenezin ilk dalgasini baslatirlar (Bakiniz Genel Bilgiler, Sekil 2.1.2.2. ve
Sekil 2.1.3.1.).

Sekil 4.3.1.’de E17.5, E21.5 ve PND4’de testis genel goriinimleri, Anti-
Miillerian Hormon (AMH; Sertoli hiicre belirteci), Proliferation Cell Niiklear Antijen
(PCNA; proliferasyon belirteci) ve VASA (germ hiicre belirteci) immiinohistokimya
boyanmasi ile gosterildi. Gelismekte olan testiste, AMH, E17.5 ve E21.5’de yogun
olarak eksprese olurken, PND4’de bu proteinin miktari, Sertoli hiicrelerinin
olgunlagmasina paralel olarak azaldi (ok baslar1). PCNA boyanmalarinda, E17.5’de
ozellikle, peritiibiiler myoid hiicrelerin (¢ift ok) ve interstisiyel alandaki hiicrelerin
pozitif oldugu goriildii. Bu giinde, baz1 gonositlerin hala mitotik sikluslarina devam
ettigi de gozlendi (oklar). E21.5 ve PND4’de PCNA boyanmasinin Sertoli
hiicrelerinde (ok basi), peritiibliler myoid hiicrelerde (¢ift ok) ve interstisiyel alandaki
bazi hiicrelerde oldugu goriildii. Gonositler, bu gilinlerde hala sessizlik (dinlenim)
donemlerini devam ettirdi. VASA boyanmalar ile, E17.5°de gonositlerin, seminifer
kordonlarin merkezinde oldugu goriildii (oklar). E21.5°de gonositler, seminifer
kordonlarin merkezinden, bazaline dogru yerlesim gosterdi. PND4’de, baz1 gonositler
halen seminifer kordonlarin merkezine yakin yerlesimlerini siirdiiriirken, bazilarinin
seminifer kordonlarin bazaline yakin yerlesim gosterdigi goriildii (ok).
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Sekil 4.3.1. Gelismekte olan sigan testisinde AMH, PCNA ve VASA proteinleri immiinohistokimya
lokalizasyonlar.. AMH, Sertoli hiicrelerindedir. Boyanmanin siddeti PND4’de
azalmaktadir. PCNA, E17.5’de baz1 gonositlerde (ok) ve peritiibiiler hiicrelerde (¢ift ok)
pozitiftir. E21.5 ve PND4’de Sertoli hiicreleri (ok basi) ve peritiibiiler hiicreler (¢ift ok)
pozitiftir. VASA, germ hiicrelerindedir. E17.5’de gonositler (0k), seminifer kordonlarin
merkezindedir. E21.5°de gonositler (ok), genelde seminifer kordonlarin merkezine yakin
yerlesmistir. PND4, gonositler (0k), seminifer kordonlarin bazaline yakin yerlesim
gostermistir. Ok, gonositler; Ok basi, Sertoli hiicreleri; ¢ift ok, peritiibiiler hiicreler; int,
interstisiyum; E, embriyonik giin; PND, postnatal giin; Biiyiitmeler, x40.

Devam eden boliimlerde (Bolim 4.3.1 ve Boliim 4.3.2.), Hh sinyal yolaginin
embriyonik ve postnatal testisteki mMRNA ekspresyonlart gosterildi ve tiim sonuglar,
Sekil 4.3.2. ve Sekil 4.3.3.’de sematize edildi.
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4.3.1. Gelismekte Olan Sican Testisinde Hh Sinyal Yolagi Ligand-Reseptor
MRNA Ekspresyonu
Dhh  mRNA ekspresyonu, E17.5’de gonositlerde (ok baslar1), Sertoli
hiicrelerinde (yildizlar) gézlendi. Bu giinde, Hh sinyal yolag1 reseptorleri olan Ptc2 ve
Smo mRNA ekspresyonu ise gonositlerde (ok baslar1) gozlendi. Sekil 4.3.1.1.a,d,g.

E21.5°de ve PND4’de ise, hem Dhh ligandi hemde Ptc2 ve Smo reseptorlerine
ait mMRNAlar, Sertoli hiicrelerinde (y1ldiz) eksprese oldu (ok). Gonositler ise negatifti
(ok bagslar1). Sekil 4.3.1.1.

Sekil 4.3.1.1. Gelismekte olan sigan testisinde Hh sinyal yolagi ligand-reseptéor mRNA ekspresyonu.
E17.5’de, Dhh mRNA’s1 (a), Sertoli hiicrelerinde (y1ldiz) ve gonositlerdedir (ok basi).
Ptc2 (d) ve Smo (g) mRNA’lar1 ise gonositlerdedir (ok basi). E21.5°de ve PND4’de
Dhh (sirasiyla, b, c), Ptc2 (sirasiyla, e, f) ve Smo (sirasiyla, h, i) mRNA’lart Sertoli
hiicrelerindedir. Ok baslar; Gonositler, Yildizlar, Sertoli hiicre sitoplazmasi; E,
embriyonik giin; PND, postnatal giin; Biiyiitmeler x100.
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4.3.2. Gelismekte Olan Sican Testisinde Hh Hiicreici Sinyal Yolagi Elemanlar:
MRNA Ekspresyonu
Hh sinyal yolaginin ligand ve reseptorlerine ait mRNA ekspresyonunda oldugu
gibi, Glil, Gli2, Gli3, Fu ve SuFu olarak adlandirilan Hh hiicre i¢i sinyal yolagi
elemanlarim1 kodalayan mRNA’lar da, E17.5’de, gonositlerde eksprese oldu. Glil,
Gli2, Gli3, Fu ve SuFu ekspresyonlarina E21.5°de ve PND4’de ise Sertoli

hiicrelerinde rastlandi. Bu giinlerde gonositlerde ekspresyon negatifti (ok baslari).
Sekil 4.3.2.1..

Sekil 4.3.2.1. Gelismekte olan sican testisinde, Hh hiicreigi sinyal yolagi elemanlari mRNA
ekspresyonu. E17.5”de, Glil mRNA’s1 (a), Gli2 mRNA’s1 (d), Gli3 mRNA’s1 (g), Fu
mRNA’s1 (j) ve SUFU mRNA’s1 (m), gonositlerdedir (ok baslar1). E21.5 ve PND4’de
ise, Glil (sirasiyla, b,c), Gli2 (sirasiyla, e,f), Gli3 (sirasiyla, h,i), Fu (sirasiyla, k,I) ve
SuFu (sirastyla, n,0) mRNA’lar1 Sertoli hiicresindedir (yildiz). Ok baglari, gonosit;
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Yildizlar, Sertoli hiicre sitoplazmasi; E, embriyonik giin, PND, postnatal giin;
Biiyiitmeler, x100.

E17.5 E21.5 PND4

[

Sekil 4.3.2. Gelismekte olan si¢an testisinde Dhh ekspresyonu. E17.5’de, Dhh mRNA’s1, Sertoli
hiicrelerinde ve gonositlerdedir. E21.5 ve PND4’de ise ekspresyon, Sertoli
hiicrelerindedir. Sar1 dolgular, ekspresyonun pozitif oldugu hiicreleri belirtmektedir.
Yuvarlak yapilar, gonositleri temsil etmekte; Uggenimsi yapilar ise Sertoli hiicrelerini
temsil etmekte. E, embriyonik giin; PND, postnatal giin.

E17.5 E21.5 PND4

Sekil 4.3.3. Gelismekte olan sigan testisinde Ptc2, Smo, Glil, Gli2, Gli3, Fu ve SuFu ekspresyonur.
E17.5°de belirtilen elemanlar gonositlerde eksprese oldu. E21.5 ve PND4’de ise
ekspresyon Sertoli hiicrelerinde gozlendi. Sar1 dolgular, ekspresyonun pozitif oldugu

hiicreleri belirtmektedir. Yuvarlak yapilar, gonositleri temsil etmekte; Uggenimsi
yapilar ise Sertoli hiicrelerini temsil etmekte. E, embriyonik giin; PND, postnatal giin
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4.4. DBP’ye Maruz Kalmis Sican Testisinde Hh Sinyal Yolagi mRNA

Ekspresyonu

Fotal donemde DBP maruziyetiyle, cok-niikleuslu gonositlerin (multiniikleated
gonocytes, MNG), Sertoli hiicrelerinin ve Leydig hiicrelerinin yetersiz olgunlastigi ve
Sertoli hiicrelerinin, prenatal donemde sayisinin azaldigi, embriyonik donemde
eksprese olan genlerin ekspresyon zaman araliginin uzadigi daha Onceki yapilan
caligmalarda bildirilmistir (162, 163). Bu hayvanlarin yetiskinlik donemlerinde de,
insanlardaki testiskiiler disgenez sendromuna benzer iireme bozukluklar1 bildirilmistir.
Boylesine anormal testis gelisimi bulunan hayvanlarda, Hh sinyal yolagi ekspresyonu
Sekil 4.4.2.1.”de verilmistir.

4.4.1. DBP’ye Maruz Kalmis Sican Testisinde VASA ve PCNA

Immiinohistokimya Analizi

DBP’ye maruz kalmis ve kontrol hayvanlarin testis orneklerinde, germ hiicre
belirteci olan VASA immiinohistokimya analizi sonucunda, E21°de hem kontrol
hemde DBP grubunda gonositler, seminifer kordonlarin merkezinde yerlesim gosterdi
(oklar). DBP grubunda, MNG’lerin artis1 dikkat ¢ekti (ok baslarr). PND4’de her iki
gruba ait gonositler, seminifer kordonlarin bazaline yakin yerlesim gosterdi ancak,
kontrol grubu ile karsilastirildiginda, DBP’ye maruz kalmis hayvanlarda MNG’ler
yine dikkat ¢ekti. Sekil 4.4.1.1.a-d.

Proliferasyon belirteci olan PCNA boyanmasi sonucunda, E21.5’de ve
PND4’de hem kontrol hemde DBP grubunda, gonositlerin negatif (oklar) ve Sertoli
hiicrelerinin pozitif oldugu (gift ok) gozlendi. PND4’de her iki gruba ait gonositler,
seminifer kordonlarin bazaline yakin yerlesim gosterdi (oklar). Ancak, PND4’de DBP
grubunda, MNG’lerin halen seminifer kordonlarin merkezinde yerlesim gosterdigi
gozlendi (ok basi). Ayrica, PND4’de PCNA immiinoboyanma siddetinin DBP
grubunda, kontrol hayvanlara gore azaldig1 gézlendi. Sekil 4.4.1.1.e-h..
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Kontrol

DBP

Sekil 4.4.1.1.

DBP’ye maruz kalmis si¢an testisinde VASA ve PCNA immiinohistokimyasi.
E21.5’de, VASA boyanmasi ile kontrol (a) ve DBP (c) grubunda gonositler (oklar)
seminifer kordonlarin merkezindedir. DBP grubunda, MNG’lerin varligi dikkat
¢cekmektedir (ok baglar1). PND4’de, kontrol (b) ve DBP (d) grubunda gonositler
(oklar), seminifer kordonlarin bazaline yakin konumda bulunur. DBP grubunda
MNG’lerin artisi dikkat cekicidir (ok baslar1). E21.5’de ve PND4’de, PCNA
boyanmasi ile, kontrol (sirasiyla, ,f) ve DBP (sirasiyla, g, h) grubunda gonositlerin
prolifere olmamakta (oklar), Sertoli hiicreleri prolifere olmaktadir (gift ok).
PND4’de, DBP (h) grubunda PCNA boyanma siddeti azalmaktadir (gift ok). Oklar;
gonositler; ¢ift ok; Sertoli hiicreleri; Okbagslari, MNG’ler; E, embriyonik giin; PND,
postnatal giin; Biiyiitme x40.
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4.4.2. DBP’ye Maruz Kalmis Sican Testisinde, Hh Sinyal Yolagi mRNA
Ekspresyonu
Bu modelde, E21.5 ve PND4’de Dhh, Ptc2, Glil, Gli2, SuFu mRNA
ekspresyonlari, kontrollerde oldugu gibi Sertoli hiicrelerinde gézlendi (kontrol igin
bakimiz, Sekil 4.3.2.1.). Ancak, kontrol ile karsilastirildiginda mRNA ekspresyon
siddeti DBP’ye maruz kalan hayvanlarda artis gézlendi. Sekil 4.4.2.1.

DBP’ye Maruz Kalan Testis
E215S PND4

Dhh

Ptc2

Glil

Sekil 4.4.2.1. DBP’ye maruz kalmis si¢an testisinde Hh sinyal yolagi elemanlart mRNA ekspresyonu.
E21.5’de ve PND4’de, Dhh (sirasiyla, a, b), Ptc2 (sirasiyla, ¢, d), Glil (sirasiyla, e, f),
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Gli2 (swrasiyla, g, h) ve SuFu (sirasiyla, 1, i) mMRNA ekspresyonlari, Sertoli
hiicrelerindedir (yildizlar), gonositler negatiftir (oklar). Oklar, gonositler; Yildizlar,
Sertoli hiicre sitoplazmasi; E, embriyonik giin; PND, postnatal giin; Biiyiitme x100.

4.5. Aktivin Beta-A Knock-Out (Inhba ™) Embriyonik Fare Testisinde, Hh
Sinyal Yolag1 Ekspresyonu

Aktivin mRNA’s1, embriyonik donem fare testisinde bulunan gonositlerde ve
Sertoli hiicrelerinde eksprese olur. Aktivin mRNA’s1 degil ancak, aktivin proteini
dogumun 0.giiniinde (D0), gonositlerde ve Sertoli hiicrelerinde depolanir (Sekil 5.5.1.)
(154). Aktivin geni ¢ikartilan hayvanlarin (Inhba™) testislerinde, D0’da gonosit hiicre
sayis1 vahsi tipe gore artis gosterir ancak, Sertoli hiicre sayis1 azalir. Aktivin geni
cikarilan hayvanlar, DO’da gesitli embriyonik defektlerden dolayi 6liir (155).

DO’da vahsi tip ve Inhba™ fare testisi, aktivin beta-a proteini icin
immiinohistokimyasal olarak degerlendirildiginde, aktivin geni ¢ikarilmig hayvalarin
testislerinde, aktivin protein tiretiminin olmadig: gortildi (Sekil 4.5.1.).

Sekil 4.5.1. Aktivin beta-A immiinohistokimyasi. Dogumun 0. giiniinde aktivin, vahsi tipte,
gonositlerde (yuvarlak igerisine alinmig yapilar) ve Sertoli hiicrelerinde (oklar) depo
edilmektedir. Inhba” fare testisinde, bu protein eksprese olmamaktadir. Kirmizi
yuvarlak icerisindeki yapilar, gonositler; yesil oklar, Sertoli hiicre sitoplazmasi;
Biiyiitme x40.
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451. Vahsi Tip ve Inhba” Embriyonik Fare Testisinde Glil mRNA

Ekspresyonu

Vahsi tip fare testisinde, E13.5’de transkripsiyon faktorii, Glil mRNA
ekspresyonuna gonositlerde (oklar) rastlandi. E17.5’de, Glil mRNA ekspresyonu,
halen gonositlerde mevcuttu. D0’da Glil mRNA ekspresyonu, Sertoli hiicrelerinde

gozlendi. Sekil 4.5.1.1..

Inhba”~ fare testisinde, E13.5°de Glil mRNA ekspresyonu, vahsi tipe gore
daha yogundu ve vahsi tipteki gibi gonositlerde (oklar) eksprese oldu. E17.5’de Glil
MRNA ekspresyonu, halen gonositlerde. E17.5’de, Glil mRNA ekspresyon siddeti,
vahsi tipe gore artis gosterdi. DO’da ise Glil mRNA ekspresyonuna, Sertoli
hiicrelerinde rastlandi. Vahsi tip ile karsilastirildiginda, Inhba”" farelerde bu giinde,
Glil mRNA ekspresyonu azaldi. Sekil 4.5.1.1..

El13.5 El17.5 PNDO

Vahsi Tip

Inhba-/-

Sekil 4.5.1.1. Vahsi Tip ve Inhba™ embriyonik fare testisinde Glil mRNA ekspresyonu. Her iki grupta
da EI3.5 ve E17.5°de Glil mRNA’si, gonositlerde (oklar) ekspresedir. Inhba™
hayvanlarda, vahsi tipe gore ekspresyon daha yogundur. PND4’de ise Glil’i kodlayan
MRNA, Sertoli hiicrelerindedir (ok baslar1). Inhba™ hayvanlarda, ekspresyonun siddeti,
vahsi tipe gore azalmigtir. E, embriyonik giin; PND, postnatal giin, Inhba; Aktivin
knock-out hayvan, Biiyiitmeler, x100.
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4.6. Seminifer Tiibiil Damla Kiiltiir Yontemiyle, Hh Sinyal Yolagun inhibe
Edilmesi ve Testisteki Gen Ekspresyon Degisiminin, QRT-PCR ile
Belirlenmesi

Hh sinyal yolagimm hangi genlerin transkripsiyonunu etkiledigini gormek
amaciyla postnatal 1.giinde olan fare testislerine ait seminifer tiibiiller, Hh sinyal
yolag:i inhibitorii olan cyclopamine ile muamele edildi. Tubiil kiiltiirii sonrasinda
toplanan kontrol ve cyclopamine gruplarina ait testis pargalarindan izole eldilen

RNA'’larda, qRT-PCR teknigi kullanilarak mayoz belirtecleri olan SCYP3 ve Stra8

gen ekspresyonlar1 karsilastirildi (Bakiniz, bolim 3.5 ve 3.5.1.).

Cyclopamine uygulamasini takiben, yolagin transkripsiyon faktorii olan Glil
ekspresyonunu anlamli derecede azaldi (p<0.05) (Sekil 4.6.1.a). Cyclopamine
uygulamasi sonucunda, Hh yolaginin inhibe edildigi gruplarda, kontrol ile
karsilastirildiginda SCYP3 ekspresyonu anlamli derecede artti (p<0.05). Stra8 gen
ekspresyonunda da, kontrolle Kkarsilagtirildiginda, cyclopamine grubunda artis
olmasina ragmen aradaki farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi (p>0.05) (Sekil
4.6.1.b-d).
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Sekil 4.6.1. gRT-PCR sonuglari. Postnatal 1. giin fare testisinde, damla kiiltiirii yontemiyle Hh yolagi,
cyclopamine ile inhibe edildiginde Glil (a), SCYP3 (b) ve Stra8 (c) ekspresyonlari qRT-
PCR ile 6lgiildii. Cyclopamine’nin Hh sinyal yolaginin inhibe ettigi, Glil’in anlamli bir
sekilde azalmasiyla ortaya kondu (p<0.05). Hh sinyal yolagi inhibisyonuyla beraber,
SCYP3 ekspresyonu anlamli derecede artti (p<0.05). Stra8 ekspresyonu, cyclopamine
grubunda, kontrole gore artis gosterdi ancak, bu artig istatistiksel olarak anlamli degildi
(p>0.05). Farkl1 harfler, gruplar arasindaki anlaml farklilig1 ortaya koymaktadir (p<0.05).
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4.7. Yetiskin Insan Testisi, Non-seminoma, Seminoma ve CIS Orneklerinde Glil
MRNA Ekspresyonu
Bu boliimde, Dhh sinyal yolagi transkripsiyon faktorii olan Glil mRNA
ekspresyonunun non-seminoma, seminoma ve CIS’i igeren testikiiler neoplazma
orneklerinde sonuglari gosterildi.

Glil mRNA ekspresyonu, in situ hibridizasyon analizi sonuglarina gore,
morfolojik olarak heterojen hiicre tipleri igeren non-seminoma (Sekil 4.7.1.a,b),
seminoma (Sekil 4.7.1.c,d) ve CIS hiicrelerde (Sekil 4.7.1.e,f) pozitif olarak gézlendi.
CIS testiste, Glil mRNA ekspresyonu CIS hiicrelerinin sitoplazmasinda, peritiibiiler
myoid hiicrelerde, CIS tiibiillerini ¢evreleyen bazi interstisiyel hiicrelerde gozlendi.

Non-seminoma testis

Seminoma testis

CIS testis

Sekil 4.7.1. Yetiskin insan neoplazma orneklerinde Glil mRNA ekspresyonu. Yetiskin insan testisi,
non-seminoma (swrasiyla, a, b), seminoma (sirasiyla, c,d) ve CIS (swrasiyla, e,f)
orneklerinde Glil mRNA ekspresyonunun pozitif oldugu gozlendi. Biyiitmeler, x40;
kiigiik kareler x66.
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TARTISMA

Spermatogenez, karmasik ve essiz bir gelisim siireci olup testis igerisinde
olgunlagsmakta ve erkek gamet hiicresi olusumu ile sonug¢lanmaktadir. Normal testis
gelisimi ve fonksiyonu sirasinda, bir¢ok hormon, biiylime faktorii ve sinyal
molekiilleri gérev almaktadir.

Hh sinyal yolagi testis gelisiminde 6nemli bir role sahiptir. Dhh, testiste, Sry
ekspresyonundan sonra baslayan ve ilk eksprese edilen genlerden birisidir. Farelerde
Dhh ekspresyonu ilk olarak, E11.5’de oncii-Sertoli hiicrelerinde gorilir (126),
yetiskinlik doneminde de ekspresyonu devam eder. XY embriyolarinin gelisimi
sirasinda, Dhh sinyalinin eksik olmasi, en erken E13.5’den baslayarak, uterusta
testikiiler defektlerle ve yetiskinlik doneminde de matiir sperm olusumunun
ger¢eklesmemesi ile karakterizedir.

Bu tez calismamizda, Hh sinyal yolaginin testiste daha baska rolleri de
oldugunu hipotez ettik. Bu kapsamda, bu tez c¢alismasinda, Hh sinyal yolagi
elemanlariin a) yetiskin kemirgen testisinde hangi hiicrelerde eksprese oldugunu, b)
gelismekte olan kemirgen testisinde hangi hiicrelerde eksprese oldugunu ve postnatal
testiste Hh sinyalinin inhibe edilmesiyle, hangi gen ekspresyonlarinin etkilendigini c)
yetigkin testikiiler kok hiicrelerdeki ekspresyonunu, d) testis gelisimini olumsuz yonde
etkileyen deney modellerinde Hh ekspresyonunun nasil etkilendigini, ve son olarak da
e) insan neoplazma 6rneklerinde bu yolagin eksprese olup olmadigini arastirdik.

Hh sinyal yolagi elemanlariin, yetiskin sigan testisindeki ekspresyonlari
aragtirildiginda, bu yolaga ait tiim elemanlarmin yetiskin sican testisinde eksprese
oldugu gozlendi. Bu tez ¢alismasiyla beraber ilk defa olarak, Hh sinyal yolaginin tiim
elemanlarinin yetigkin sigan testisinde eksprese oldugu kanitlanmis oldu. Yetiskin
sican testisinde, Dhh mRNA ekspresyonu, sadece Sertoli hiicrelerinde gozlenirken,
Hh sinyalinin anahtar elemanlarindan olan Ptc2, Smo ve Fu, en yogun olarak
spermatogoniyada, spermatositlerde ve daha az belirgin olarak da yuvarlak
spermatidlerde eksprese oldu. Gl/i’ler birbirlerinden farkli ancak yinede ortiisen bir
ekspresyon profili gosterdiler; her {igli de spermatogoniyada ve spermatositlerde
gozlenirken Gli2, Glil ve Gli3 ile kiyaslandiginda, Gli2 yuvarlak spermatidlerde daha
az diizeyde gozlendi. Diger sinyal yolagi elemanlarinin aksine, Hh sinyalinin negatif
diizenleyicisi olan SuFu’yu kodlayan mRNA, yuvarlak spermatidlerde yogun olarak
bulundu ve SuFu proteini de yuvarlak ve uzamis spermatidlerde ortaya ciktr. Oyle
anlasilmaktadir ki, SUFu hari¢ Hh sinyalinin diger elemanlarina ait mRNA’lar, tiibiil
bazalinden baslayarak uzamis spermatidlere kadar olan bolgede (Spermatogoniya,
spermatosit ve yuvarlak spermatidler) eksprese olurken, Hh sinyalinin negatif
diizenleyicisi olan SuFu’yu kodlayan mRNA’nin ekspresyonu ancak yuvarlak
spermatidlerde  baslamaktadir ve uzamig spermatidlerde devam etmektedir.
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Dolayistyla, SuFu’nun post-mayotik germ hiicrelerinde, Hh sinyal yolagimin down-
regiile olmasini saglayabilecegi diisiiniilebilir.

Ilging olarak Hh sinyal yolag: elemanlarina ait mRNA ekspresyon profilleri,
gelismekte olan testis ile yetigkin testisinde farkliliklar gostermektedir. Hh
clemanlarina ait mRNA’lar, gelismekte olan sigan testisinde E17.5’de, gonositlerde
eksprese olurken, prenatal (E21.5) ve postnatal giinde (PND4), Sertoli hiicrelerinde
eksprese oldu. Dolayisiyla, bu ekspresyon profili, Hh sinyaline ait tiim elemanlarin,
embriyonik donemde gonositlerde eksprese oldugunu ancak spermatogenezin ilk
dalgasiin baslamasiyla bu ekspresyonun Sertoli hiicrelerine gectigini gostermektedir.
Sicanlarin embriyonik gelisiminde E17.5, gonositlerin ¢ok yeni olarak sessizlik
(dinlenim) doénemlerine girdigi ve bazi gonositlerin halen proliferatif aktivitelerini
stirdiirdiigli bir donem olmasinda dolayr, Hh’larin bu hiicrelerde mRNA’larini
eksprese etmeleri, bu hiicrelerin proliferasyon olaylarina katilabileceklerini
gosterebilir. E21.5°de ve PND4’de ise, gonositler tamamen sessizlik donemlerinde
bulunurken, Sertoli hiicreleri proliferasyon aktivitelerini devam ettirmekte ve Hh’lar
bu hiicrelerde eksprese olmasi, bu donemde Sertoli hiicre proliferasyon olayimi
etkileyebilecegini gosterebilir. Su anda, SuFu hari¢ tiim Hh sinyal yolagi elemanlarina
(Dhh, Ptch2, Smo, Glil, Gli2, Gli3 ve Fu) ait uygun antikorlar heniiz liretilmemis
oldugundan, biz bu c¢alismamizda, Hh sinyal yolagina ait elemanlarin protein
ekspresyon profillerini immunohistokimyasal tekniklerle belirleyemedik. Soziinii
ettigimiz Hh sinyal yolagi elemanlar1 ile ilgili uygun antikorlar piyasa ¢iktiginda,
immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak, hangi testikiiler hiicrelerin ilgili Hh
sinyal yolag1 proteinlerini igerdigini belirlemek de miimkiin olacaktir. Calismamizda,
in situ hibridizasyon bulgularimiz, postnatal testiste, Hh sinyal yolagmin Sertoli
hiicrelerinde eksprese oldugunu gostermesine ragmen, damla kiiltiir yontemi
kullanarak postnatal testiste Hh aktivitesini inhibe ettigimizde, mayotik genlerin
ekspresyonlarinin da degistigi gozlenmistir. Damla kiiltiirlerde (Bolim 3.5.°de
anlatildi), PND1’deki fare gonadi seminifer tiibiilleri 24 saat boyunca Hh inhibitorii
olan cyclopamine’nin varhiginda ve yoklugunda kiiltiire edilmistir. Cyclopamine
uygulanan grupta, kiiltiir sisteminin ¢alisarak, Hh yolaginin inhibe edildigi, Glil
ekspresyonundaki anlamli azalma ile belirlenmistir. Cyclopamine uygulanan grupta,
Glil’in anlamli derecede azalmasi, Hh sinyal aktivitesinin inhibe edildigini
gostermektedir. Erken postnatal donemde, Hh’larin ortamda bulunmamasiyla beraber,
Stra8 ve SCYP3 gibi mayotik belirteclerin ekspresyonlarinin arttigi gozlenmistir. Bu
durum, postnatal testiste, Stra8 ve SCYP3 genlerinin, Sertoli hiicrelerinde eksprese
olan Dhh yolag: tarafindan parakrin olarak regiile edildigini ve ortamda Hh’larin
azalmasiyla beraber, bu hiicrelerin erken olgunlagsmaya gidebileceklerini gdsterebilir.
Stra8 ve SCYP3, memeli testisinde germ hiicrelerinin mitozdan mayoza
dontisimiinden hemen Once eksprese olmakta ve bu belirtecleri eksprese eden
hiicreler, mayoz boliinmeye girebilmektedir. Postnatal testiste, Stra8 ve SCYP3
genlerinin aktiviteleri Hh sinyalinin inhibe edildigi durumda artis gostermistir. Bu
durum, postnatal testiste Sertoli hiicrelerinde eksprese olan Hh sinyalinin, germ
hiicrelerinin mitotik boliinmelerini parakrin yoldan pozitif yonde etkiledigini ve bu
genlerin  ekspresyonlarinin  diizenlenmesinde Hh’larin da  rol oynadigini
gostermektedir.
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Bu tezde, Hh sinyal yolagina ait mRNA’larin, embriyonik, postnatal ve
yetiskin sican testisindeki hiicresel ekspresyonu ile ilgili sunulan veriler
gostermektedir ki, Hh sinyali, erken embriyonik dénemdeki gonositlerde eksprese
olmakta ve muhtemelen bu hiicrelerin  proliferasyonlarina  katilmakta,
spermatogenezin ilk dalgasinda, gonositlerin sessiz ancak Sertoli hiicre
proliferasyonunu devam ettigi donemde, Sertoli hiicrelerinde eksprese olarak
muhtemelen bu hiicrelerin proliferasyonunu otokrin olarak, germ hiicrelerinin
proliferasyonunu ise parakrin olarak desteklemektedir. Prenatal ve postnatal
donemdeki gonositlerde, Hh sinyal aktivitesi kaybolmasina ragmen, yetiskin testisinde
spermatogenezin spesifik basamaklarinda tekrar aktif olmakta, spermatogenezin
diizenlenmesinde rol oynamakta ve germ hiicrelerinin son farklilasma basamagina
girmesiyle (spermiyogenez) birlikte aktivasyonunu kaybetmektedir. Yine, uygun Gli
antikorlarinin piyasada bulunmamasi nedeniyle, hangi hiicrelerde kesin olarak Gli
proteinlerinin sentezlendigi ya da hangi hiicrelerde Gli’lerin uzun ya da yariklanmis
formlarnin  oldugu heniiz tam olarak bilinememektedir. Hh sinyal yolagi
elemanlarmin yetiskin sican testisi germ hiicrelerindeki varligi, daha once yapilan
transgenik fare ¢alismalariyla da uyumluluk géstermektedir. Glil’i asir1 eksprese eden
transgenik fare modelinde, pakiten spermatositler gelisimsel tutulum (arrest)
gostermekte ve apopitoza gitmektedir (7).

Bu tez caligmasinin diger énemli bir bulgusu da, Hh sinyal yolagi elemanlarini
kodlayan mRNA’larin dinlenmekte olan spermatogoniyal kok hiicrelerde eksprese
oldugunun bulunmasidir. Radyasyona maruz kalan yetiskin sican testisi modelinde,
radyasyon uygulamasindan 15 hafta sonra, testis tiibiillerinde kalan yegane germ
hiicre tipi Tip As spermatogoniyalar olup bu hiicreler, proliferasyon kapasitelerini
devam ettirmelerine ragmen farklilasamadiklar i¢in spermatogenezin devamliligini
saglayamamaktadir. Bu modelde, GnRH antagonisti tedavisine yanit olarak, azalan
intratestikiiler testosteron seviyesiyle beraber, spermatogoniyal kok hiicrelerin
farklilasma yeteneklerini tekrar kazandigi ve tedaviden sonraki 4. haftayla beraber
spermatogenezin iyilestigi gorilmiistiir (153). Bu model, bizlere iki tane avantaj
saglamaktadir; normal yetigkin testisinde, sayisal olarak son derece az olmasindan
dolayi, kolaylikla gozlenemeyen farklilasmamis Tip As kok hiicre populasyonunda,
Hh’larin  ekspresyonlarini aragtirabilmek ve tedavi sonrasi farklilasmis olan
spermatogoniyal kok hiicrelerde (Tip B spermatogoniya) Hh’larin ekspresyonlarini
aragtirabilmek. Bu modeli kullanarak yaptigimiz in situ hibridizasyon analizleri
sonucunda, farklilasmamis Tip As kok hiicre populasyonunda, Hh sinyal yolagi
elemanlarmin eksprese oldugu, bu transkriptlerin ekspresyonunun tedaviden sonraki
1-2 hafta boyunca da siirmesine ragmen, tedaviden sonraki 4. haftada, yani
spermatogoniyalarin farklilasmasiyla beraber kayboldugu ortaya konmaktadir. Bu
bulgularimiz orijinal olup, bu bulgularla beraber, ilk defa olarak, Hh sinyalinin
prolifere olan kok hiicrelerde aktif oldugunu ancak, kok hiicrelerin farklilagmaya
baslamastyla beraber sinyalin kapandig1 gosterilmektedir.

Radyasyona ugramis sigan testis modelinde, Dhh mRNA’siin da diger sinyal
elemanlart ile ayni hiicrelerde (spermatogoniyal kok hiicreler) eksprese oldugu
gosterilmistir. Bu durum, Hh sinyal yolagi ligandinin 6zel durumlarda yolak
aktivitesinin devamliligin1 saglamak igin otokrin olarak da gorev yapabilecegini

66



gostermektedir. Hh sinyal yolaginin normal ve kanserli dokularda projenitér ve kok
hiicrelerin proliferasyon ve farklilasma olaylarii diizenledigi disiiniildiigiinde,
anormal olarak hiicrelerin siirekli prolifere oldugu durumda, Hh sinyal yolagi
kontrolsiiz aktivitesini siirdiirebilmek igin plastisite 6zelligi gostererek otokrin gorev
de yapabilecegini diisiiniilebilir. Kanser kok hiicrelerine bakildiginda, Peacock ve ark.,
Hh ligandinin Multiple Myeloma hiicrelerinde farklilasma olmaksizin biiylimelerini
indiikledigini gosterirken, bu hiicrelerde Hh sinyalinin inhibe edilmesiyle birlikte
terminal farklilasmanin gergeklestigini  belirtmistir  (68). Bizim ¢alismamizda
radyasyon modelinde gosterildigi gibi, Hh sinyal yolagma ait transkriptlerin
ekspresyonlari, degisen hormonal c¢evreyle beraber spermatogoniyal kok hiicrelerin
farklilasmasiyla kayboldugundan, bu yolagin spesifik hormonlar tarafindan nasil
etkilendigi ileride calisilmay1 bekleyen konular arasindadir.

Normal dokularda, Hh-indiiklii projenitér hiicre proliferasyonu, devamli
yenilenmeyi (rejenerasyon) onlemek igin, ¢ok siki bir sekilde diizenlenmektedir.
Ancak, Hh sinyal yolaginin kontrolsiiz olarak siirekli aktivasyonuyla bir¢ok kanser
tirliniin gelisimi iligkilendirilmekte ve projenitor hiicrelerin kontrolsiiz bir sekilde
kendi-kendilerini yenilemeleri s6z konusu olmaktadir (133, 134, 137, 164-167).
Ornegin, Ptc mutasyonundan dolayr Hh sinyalinin asir1 aktive oldugu durum, basal
cell carcinoma, medullablostoma ve rhabdomyosarcoma ile karakterize Gorlin's
sendromuna neden olmaktadir (135, 136). Hh sinyal yolagmin diger elemanlar1 da
bir¢ok kanser tiiriiniin baglamasinda ve devamliliginda rol oynamaktadir. Bunlardan
en dikkat ¢ekicisi, Glil’in human glioma’da amplifiye oldugunun bulunmasidir (168).
Hh sinyal yolagimin Smo ve Gli2 mutasyonuyla anormal aktive gosterdigi durumlarda
da basal cell carcinoma bildirilmistir (137, 138, 147). Ayrica, yolagin negatif
regiilatorii olan SuFu’nun mutasyona ugrayarak fonksiyonunu yitirdigi durumda,
birgok tiimor geligsimi ile iligkilendirilmektedir (139, 140, 169, 170). Hh sinyal yolag,
hiicre proliferasyon ve farklilasmasin1 diizenlemesinden dolayi, bu yolak
elemanlarinda meydana gelebilecek herhangi bir mutasyonun ¢esitli timor
olusumlariyla karakterize edilmesi sasirtict degildir.

Testikiiler kanser, en fazla 15-35 yas araligindaki erkeklerde yaygindir (171).
Testikiiler germ hiicre tiimérleri (TGCTs), Carcinoma In Situ (CIS) olarak bilinen
prekiirsor hiicrelerden koken alir. CIS ilk olarak, Skakkebaek tarafindan erkek
hastalarin testis biyopsilerinde, atipik spermatogoniya olarak tanimlanmis ve bu
hastalarda daha sonra testikiiler kanser gelistigi rapor edilmistir (172). CIS hiicreleri
ile insan fotal germ hiicreleri arasindaki morfolojik benzerlikler ve protein
ekspresyonlarinin karsilagtirilmas: sonucunda, CIS hiicrelerinin fotal yasamin erken
donemlerinde bulunan gonositlerden kdken aldigi sonucuna varilmistir (173). CIS
hiicreleri ile gonositler arasindaki benzerlikler, her iki hiicrede de placental-like
alkaline fosfataz (PLAP), OCT-3/4, Nanog ve C-KIT gibi gelisimsel olarak
diizenlenen proteinleri eksprese etmeleriyle de desteklenmistir (174, 175). TGCT ler
genellikle puberte sonrasi donemde gelismekte, bu donemdeki hormonal
degisikliklerle (androjenlerin sentezinde artig) iliskilendirilmektedir. Histolojik ve
klinik olarak, TGCT’ler, seminoma ve nonseminoma alt gruplarina ayrilmaktadir
(176). Seminomalar, CIS hiicrelerine benzer hiicreler igerir. Nonseminomalar, erken
embriyonik gelisimi taklit ederler ve embriyonal karsinoma olarak adlandirilan ve
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bir¢ok cesit somatik hiicre tipine (teratoma) ve ekstra embriyonik yapilara (vitellus
kesesi tiimorleri ve karyokarsinoma) farklilagabilen kok hiicreler igerirler (175).

Bu tez ¢alismasinda kullanilan seminoma, non-seminoma ve CIS gibi insan
neoplazma Orneklerinde, Hh sinyal yolagi transkripsiyon faktori olan Glil
aktivitesinin pozitif oldugu gosterilmistir. Yukarida bahsedildigi gibi, TGCT lerin
gelisimindeki en kritik zaman araligi, puberte olup puberte sonrasi donemde, bu
timorlerin gelisimleri ¢ok s6z konusu degildir. Pubertede hormonal etkinin artmasiyla
beraber, CIS transformasyonun olabilecegi diisiiniilmektedir. Bu tezde, embriyonik
germ hiicrelerinde (gonositlerde) Hh yolag1 aktivitesinin pozitif oldugu ve
neoplazmal1 hasta gruplarinda da bu sinyal yolaginin aktivite gosterdigi goz oniine
alindiginda, embriyonik donemde herhangibir hasardan dolayr normal olarak
farklilasamayan ve yetiskinlik doneminde varligini siirdiiren Hh pozitif gonositler,
belki de spermatogenezin ilk dalgasinda, puberteden hemen once, hormonlarin
upregiile oldugu zaman araliginda, CIS transformasyonuna katki saglayabilirler.

Fotal gonositlerin CIS hiicrelerine doniistim mekanizmasi ve bunun daha sonra
TGCT’ye ilerlemesiyle ilgili mekanizma heniiz ¢cok az olarak anlagilmis olmasina
ragmen CIS ve TGCT’lerin gen ekspresyon profillerinin, fotal germ hiicreleri ile
karsilastirilmasi, testikiiler neoplazma biyolojisinin anlagilmasina katki saglamaktadir.
Gelismekte olan sican testis dokularinda, Hh sinyalinin siki bir sekilde kontrol
edilerek embriyonik donemde gonositlerde ve spermatogenezin ilk dalgasinda Sertoli
hiicrelerinde eksprese edildiginin, insan testis kanserli dokularda Glil mRNA
aktivitesinin oldugunun anlasilmasiyla, testikiiler gelisimin hasara ugradig1 durumda,
Hh sinyal yolag1 ekspresyonunun arastirilmasi gerektigini diistindiirmiistiir.

Erkek sicanlarin fotal donemde, DBP gibi fitalat esterlerine maruziyetiyle,
insanlarda testiskiiler disgenez sendromuna benzer tireme bozukluklarini indiikledigi
bilinmektedir. Fétal donemde DBP maruziyetiyle, erkek si¢anlarda, Sertoli ve Leydig
hiicrelerinin yetersiz olgunlastigi ve prenatal donemde Sertoli hiicre sayisinin azaldigi,
gonositlerinin anormal yapida oldugu (¢oklu-¢ekirdege sahip gonositler, MNG) ve
kontrollerle kiyaslandiginda embriyonik gelisim ile ilgili gen ekspresyonlarinin
(6rnegin, Oct-4) DBP grubunda, daha uzun bir zaman araliginda eksprese oldugu
belirlenmistir (162). Fotal donemde DBP’ye maruz kalan hayvanlarin yetiskinlik
donemlerinde de Leydig hiicrelerine tiibiil igerisinde rastlanmasi, immatiir Sertoli
hiicreleri gibi testikiiler kanserli hastlardakine benzer {ireme bozukluklar1 gdzlenmistir
(163). Siganlarda DBP’den kaynakli bozukluklar ile insanlardaki testikiiler kanseri de
iceren testikiiler disgenez sendrom arasindaki benzerliklerden dolayi, bu model,
testikiiler kanser olusumuna neden olan CIS hiicrelerinin olusumlarinin altinda yatan
molekiiler mekanizmalarin arastirilmasini  olast  kilabilir. Ancak, insan f6tal
testisindeki CIS hiicrelerinin baslangicinin, DBP modeli si¢anlarinda gdsterilen
semptomlarla benzerlik gosterip-gostermedigi bilinmemektedir (64).

Tez galismamizda kullandigimiz DBP modelinde, daha 6nce ayni modelin
kullanilmasiyla varilan sonuglara benzer sekilde (162, 163, 177), kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, MNG’ler hem DBP maruziyetinin devam ettigi E21.5°de hemde
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DBP maruziyetinin kesildigi PND4’de yogun olarak gozlenmistir. PND4’de halen
MNG’lerin gozlenmesi, DBP maruziyetinin kesilmesine ragmen etkisinin halen
stirdiigiinii ifade etmektedir. MNG’lerin olusum mekanizmasi bilinmemesine ragmen,
bunlarin  anormal/tamamlanmamis  hiicre = boliinmesinden  kaynaklandigi
diistiniilmektedir (162). Ancak, MNG’ler ile testikiiler disgenez sendromu arasinda
direkt iliski oldugu diisiiniilmemektedir. Ciinkii normal olarak gelisen seminifer
kordonlarda da MNG’lerin varligina rastlanmaktadir (64). Ancak, fotal donemde DBP
maruziyeti ile artan MNG olusumunun, f6tal donemdeki Sertoli hiicre
disfonksiyonunu ve sayisindaki degisimi yansittigi diistiniilmektedir (162). Azalan
Sertoli hiicre sayis1 ve fonksiyonuyla beraber, yetiskinlik doneminde sperm sayist ve
fertilitenin azalmasi, MNG’lerin indirekt bir etkisi olarak kabul edilmektedir (163).
Bulgularimizda, PCNA boyanmalarinin sonuglarina gore ise, kontrol grubu ile DBP
grubu karsilastirildiginda, Sertoli hiicrelerinde PCNA boyanmasin1 siddeti DBP
grubunda azalma gostermektedir. Sertoli hiicre fonksiyonunun azalmasiyla, ortamdaki
germ hiicrelerini destekleyebilecek sayida Sertoli hiicresinin bulunmamasindan
dolay1, bazi germ hiicrelerinin anormal olarak gelismesine olanak saglayabilecegi
diisiiniilebilir. In situ hibridizasyon yontemiyle DBP’ye maruz kalan hayvanlarda, Hh
sinyal yolagi elemanlarinin ekspresyonlarina bakildiginda, bu hayvanlarda bu yolagin
sinyal aktivitesinin kontrollerde oldugu gibi Sertoli hiicrelerinde aktif oldugu ancak
kontrollere oranla ekspresyon siddetinin arttigi gozlenmistir. Bu bulgular, DBP
maruziyetinde, Hh sinyal aktivitesinin kontrollere gore daha aktif oldugunu gosterir.
Daha onceden gosterildigi gibi (162), DBP grubunda, embriyonik gelisimde gorev
alan genlerin ekspresyonlarinin daha uzun bir zaman araligina yayildig1 bilindiginden,
embriyonik gelisimi diizenleyen genlerden olan Hh’larin da ekspresyonlariin
kontrollere gére daha siddetli olmasi dikkat ¢ekicidir. Ayn1 zamanda, DBP maruziyeti
ile indiiklenen Sertoli hiicresi yetersiz fonksiyonunda da Hh’lar gorev alabilir. Heniiz,
fotal donemde Hh sinyal yolaginin etkiledigi alt sinyal yolaklar1 bilinmediginden, Hh
ekspresyonunun artmasiyla, bu yolagin regiile ettigi downstream genlerin, Sertoli
hiicre fonksiyonunun bozulmasina katki saglayabilecegi diisiiniilebilir.

Embriyonik dénemde testikiiler gelisimin hasara ugradigi durumda, Hh sinyal
yolagt elemanlarmin ekspresyon durumlarina devam edecek olursak, aktivinlere
deginmemiz gerekecektir. Aktivinler, TGF-f siiperailesinin bir iiyesi olup BA, BB, BC
olarak adlandirilan inhibin  altbirimlerinin homodimer ya da heterodimerleridir.
Inhba, Inhbb, Inhbc genleri tarafindan kodlanirlar. Aktivin A (Inhba), ilk olarak,
hipotalamus-hipofiz-gonad aksinda gorev yapan bir ireme hormonu olarak
tanimlanmistir (178). Giliniimiizde Aktivin A’nin, normal memeli gelisimi sirasinda
rol oynayan bir multifonksiyonel biiyiime faktorii oldugu da anlasilmustir. Ayrica,
bir¢ok hastaligin aktivin sinyalindeki bozukluktan ya da aktivinle iliskili molekiillerin
hasarindan kaynaklandigi bilinmektedir (179, 180).

Aktivin A, kemirgenlerde 6zellikle juvenil testiste 6nemli fonksiyonlar goriir.
Bu ligandin iiretimi spermatogenezin ilk adimlarinin atildigit dénemde dinamiklik
gostermektedir (154, 181-184). Dogum oOncesi gonositlerde, Inhba mRNA’s1 ve
proteini eksprese olur; aktivin A mRNA’s1 degil ancak, aktivin A proteini, dogumdan
hemen sonra da bu germ hiicrelerinde depolanir. Yenidogan ve juvenil testiste, Sertoli
hiicreleri, Leydig hiicreleri ve germ hiicreleri, aktivin A proteininin sentez alanlaridir
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(182, 184). Aktivin A proteini en yiiksek diizeyine, si¢anlarda (184) ve farelerde
(154), spermatogoniyal kok hiicrelerin ilk defa goriilmeye basladigi ve Sertoli hiicre
proliferasyonunun bitmesine yakin bir zaman dilimi olan testis gelisiminin postnatal
birinci haftasinda ulasir; postnatal birinci haftada, gonositlerin spermatogoniyaya
doniisimii aninda, aktivin miktar1 keskin bir sekilde azalir (154, 182, 184, 185).
Spermatogenik matiirasyon zamani ile uyumlu olacak bi¢imde, bu donemde, germ
hiicreleri aktivin A proteini sentezlemezler ancak, aktivin sinyal inhibitdrleri olan
follistatin ve Bambi (BMP ve aktivin membran-bagimli inhibitor) mRNA’s1
sentezlerler (182, 183). Farede testikiiler follistatin tiretimi PND4’den itibaren
artmaya baslar (154). Farelerde in vivo aktivin sinyalinin kronik artisi, dogumdan
sonraki 4. hafta igerisinde Sertoli hiicre-kaynakli tiimorlerin - olusumu ile
iligkilendirilmektedir (186-188). Erken embriyonik dénemde gonositlerde eksprese
olan aktivin A mRNA’sinin, bu donemdeki gonositlerin sessizlik doneminde
kalmalarin1 ve asir1 prolifere olmalarin1 engelledikleri diisiiniilmektedir. Bu bilgi ile
uyumlu olarak Inhba™ hayvanlarda, D0’da germ hiicre sayisi, vahsi tiplerle
karsilagtirildiginda anlamli derecede artis gostermektedir. Dogumla beraber, azalan
aktivin biyoaktivitesi ile Sertoli hiicre sayist da azalmaktadir (155). Bu bilgiler, in vivo
aktivin sinyalinin, testis gelisimi sirasinda, germ hiicre proliferasyon ve
farklilasmasinda ve Sertoli hiicre proliferasyonunda rol oynadigini ve bu biiyiime
faktorlinlin, otokrin veya parakrin mekanizmalarla siki bir sekilde denetlendigini
gosterir.

Bu tez ¢alismasinda Inhba” fare testisi kullamlarak, vahsi tip ve aktivin A
knock-out embriyonik testislerde, Hh sinyal yolagi transkripsiyon faktori Glil’in
ekspresyonuna bakilmigtir. Hem vahsi tipte hem Inhba”da Glil mRNA’si
embriyonik dénemde (E13.5 ve E17.5) gonositlerde eksprese olmustur. D0O’da ise bu
ekspresyon her iki grupta da Sertoli hiicrelerinde gozlenmistir. Ancak, Glil mRNA
ckspresyon siddeti vahsi tipe gore gonositlerde artis gostermistir. Inhba’™ farelerde,
DO’da germ hiicre sayisi, vahsi tipe gore artis goOsterdiginden, aktivin’in
yoklulugunda Hh sinyal yolagi aktivitesinin artis  gostererek, gonosit
proliferasyonundaki artisa katki saglayabilecegi disiiniilebilir. Ancak, gelisim
zamaninin ilerlemesiyle birlikte, ortamda aktivin olmadiginda, Sertoli hiicre
sitoplazmasinda eksprese olan Glil’in kontrole goére sinyal aktivitesi de azalmistir.
Azalan aktivin sinyal aktivitesi ile birlikte Sertoli hiicre sayisi da azalmaktadir. Bu
hayvanlara Hh aktivitesinin de azalmasi, Hh’larin aktivin ile etkileserek Sertoli hiicre
proliferasyon olayina katildiklarini gdsterebilir. Artan germ hiicre sayisina karsilik,
azalan Sertoli hiicre sayisi, Sertoli hiicrelerinin belirli sayida germ hiicresini
destekleyebilecegi  diisiiniildiigiinde, olgunlasmasin1  tamamlayamayan germ
hiicrelerinin ortamda bulunabilecegini de disiindiirebilir. Tiim bu durumlar,
embriyonik gelisim doneminde, aktivinlerin, Hh sinyal aktivitesini regiile
edebilecegini gdsterebilir.

Burada sunulan tez c¢alismasiyla, Hh sinyal yolaginin, testisin gelisim
doneminde bagli olarak eksprese edildigini ve siki bir sekilde kontrol edilerek,
spermatogenezin 6zel basamaklarinda fonksiyon gordiigiinii géstermektedir. Buradaki
bilgiler, Hh sinyalinin yalnizca normal spermatogenezde degil, yetiskin testikiiler kok
hiicrelerinde de rol oynadigimi gostermektedir. Hh sinyalinin, embriyonik donemdeki
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gonositlerde eksprese oldugunun bulunmasi, ayrica, germ hiicre gelisiminin
bozulmasiyla bu sinyal yolag: aktivitesinde degisim gézlenmesi, bu yolagin anormal
spermatogenezle iliskilendirilebilecegini gosterebilir. ileride, gelismekte olan testiste,
Hh sinyalinin hangi alt yolaklar1 ¢caligtirdiginin arastirilmasi énem kazanmaktadir. Hh
sinyalinindeki artigla iliskilendirilen bir¢ok kanser tiiriinde, Hh sinyal aktivitesinin
nasil diizenlendiginin  belirlenmesi, 0Ozellikle testisteki aktivitesinin  nasil
diizenlendiginin bulunmasi, ileride testis kanser hastalar1 i¢in bulunacak olan
potansiyel ila¢ tedavilerinde biiyiik 6nem tagimaktadir.
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SONUCLAR

Bu tezde, Hedgehog sinyal yolaginin Spermatogenezdeki fonksiyonuna ydnelik
elde ettigimiz sonuglar maddeler halinde asagida 6zetlenmistir.

1) Hh sinyal yolagina ait mRNA’lar, gelismekte olan sigan testisinde ve yetiskin
sican testisinde dinamik bir sekilde eksprese olmaktadir.

2) Radyasyona maruz kalmis si¢an testisi modeline gore, Hh sinyal yolagina ait
mRNA’lar, farklilasmamis Tip A spermatogoniyalarda eksprese olmaktadir. Ancak,
bu yolaga ait elemanlarin ekspresyonu, hiicrelerin farklilasmasiyla birlikte
gozlenmemektedir.

3) Hh sinyal yolagina ait mRNA’lar, gelismekte olan fare testisinde de, sican
testisiyle benzer ekspresyon profili gostermektedir. Embriyonik gelisimleri sirasinda
DBP’ye maruz kalan farelerin testislerinde, Hh sinyal yolagina ait elemanlarin
aktivitesi artmaktadir.

4) Aktivin geni knock-out edilen farelerin testislerinde, Hh sinyal yolagina ait
elemanlarin aktivitesi artmaktadir. Bu durum, Hh sinyal yolaginin embriyonik
donemde, germ hiicre proliferasyonunda rol oynayabilecegini diistindiirtir.

5) Gelismekte olan postnatal 1 giinliik fare testislerinde, Cyclopamine ile Hh sinyal
yolagimi inhibe edildiginde, Stra8 ve SCYP3 gibi mayoz iliskili genlerin
ekspresyonlar1 artmaktadir. Bu durum, Hh sinyal yolaginin, postnatal testiste mitotik
aktiviteyi indiikledigini belirtebilir.

6) Insan non-seminoma, seminoma ve CIS testislerinde, Hh sinyal yolag: aktivite
gostermektedir. Testis kanserli dokularda, Hh sinyal yolagi inhibitorleri, tedavi
gelistirilmesi amaciyla arastirilabilir.
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ABSTRACT Transforming growth factor betas (TGFBs) and activins are key regulators of male
fertility, affecting somatic and germ cell proliferation and differentiation in the developing and
adult testis. Several studies have shown that these ligands influence discrete developmental
stages, suggesting that temporal expression of modifying factors may determine their specific sig-
naling outcomes. Upon binding to cell surface receptors, TGFB and activin signals are transduced
intracellularly by the phosphorylation and nuclear accumulation of SMAD2 and SMAD3 transcrip-
tion factors. The objective of this study was to determine the cellular localization of phosphorylated
SMADZ2/3 and the transcriptional repressor SnoN (Ski-like), a modifier of SMADZ2/3 transcriptional
activity, in mouse testes. Western blot established that only the smaller SnoN isoform, SnoN2, is
produced in the testis. By immunohistochemistry, widespread phospho-SMAD2/3 distribution was
observed in somatic and germ cells at all ages. In contrast, SnoN2 production was highly regulated,
being detected only in gonocytes and interstitial cells at birth and in pachytene spermatocytes at
puberty. In the adult, SnoN2 expression differed to that during the first wave, being ubiquitously
expressed but exhibiting regulated nuclear localization. In another model of spermatogenic differ-
entiation, the irradiated rat testis, widespread phospho-SMAD2/3 contrasted with restricted
SnoN2 expression. SnoN2 was limited to interstitial cells, with reduced staining intensity observed
associated with the timing of spermatogenesis resumption. We conclude that somatic and germ
cells at all differentiation stages are actively transducing TGFB superfamily signals but that
responses to these ligands may be selectively modulated by controlled production and nuclear local-
ization of SnoN2. Microsc. Res. Tech. 72:833-844, 2009.  ©2009 Wiley-Liss, Inc.
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INTRODUCTION cating activin A in downregulating spermatogonial stem

The proliferation and differentiation of testicular cell
populations during fetal and postnatal life, regulated
by intrinsic factors as well as circulating hormones, are
required for adult fertility. Many of these events, occur-
ring in both somatic and germ cell populations, are gov-
erned by ligands of the transforming growth factor-
beta (TGFB) superfamily, including the prototypical
TGFs, activins, bone morphogenetic proteins (BMPs),
and glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF)
(reviewed in Itman et al., 2006; Jorgez et al., 2005;
Loveland and Hime, 2005). In some of these events,
developmentally regulated cellular responses have
been observed. For example, activin A and TGFBs neg-
atively regulate the in vitro survival and proliferation
of fetal rat gonocytes (Olaso et al., 1998; Richards
et al., 1999), whereas the proliferation of immature
spermatogonia, when cocultured with Sertoli cells, is
enhanced by activin (Mather et al., 1990). Activin
responsiveness of germ cells at the time the spermato-
gonial stem cell population is being established
appears to be highly regulated, with the expression of
negative regulators of activin signaling coincident with
the transition of gonocytes into spermatogonia
(Meehan et al., 2000) and transplantation assays impli-

©2009 WILEY-LISS, INC.

cell capacity (Nagano et al., 2003). Documented effects
on somatic cells in vitro include activin A enhancement
of immature, but not terminally differentiated, Sertoli
cell proliferation (Boitani et al., 1995; Buzzard et al.,
2003; Puglisi et al., 2004). TGF inhibits TGFa-induced
proliferation of peritubular cells (Mullaney and Skinner,
1993), reduces the proliferation of immature Leydig cells
(Kan et al., 1999) and downregulates the expression of
genes encoding steroidogenic enzymes (Le Roy et al.,
1999 and references therein).

The analysis of genetically modified mice has been
particularly valuable in highlighting the consequences
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of altered activin synthesis on testis development in
vivo. Reduced activin bioactivity results in smaller
testes and delays the onset of fertility (Inhba®%/BK
Brown et al., 2000), as does the impaired ability to
respond to activin due to absence of receptors
(ActRII"/~, Matzuk et al., 1995). Overexpression of the
activin inhibitors, follistatin and follistatin-like 3,
causes Leydig cell hyperplasia and germ cell degenera-
tion, resulting in infertility (Guo et al., 1988; Xia et al.,
2004). Excessive activin signaling, due to the absence
of the inhibitory molecule inhibin (in Inha /" mice,
Matzuk et al.,, 1992), leads to the development of
tumors of Sertoli cell origin, the number and size of
which are reduced in Inha™ '~ mice treated with an
activin antagonist (Li et al., 2007b) or mice lacking the
downstream signaling molecule SMAD3 (Li et al.,
2007a). Thus, TGFB and activin responsiveness within
the developing and adult testis must be precisely regu-
lated to ensure appropriate organ development and
optimal fertility in the adult.

TGFB superfamily signals are transduced within
cells by the SMAD family of transcription factors. Sig-
naling is initiated upon binding of a dimeric TGFB
superfamily ligand to two type II and two type I recep-
tors and proceeds by the C-terminal phosphorylation
(activation) of receptor-activated R-SMAD proteins.
These are SMAD2 and SMAD3 in the case of activins,
nodal, TGFBs and the growth and differentiation fac-
tors (GDFs) GDF3 and GDF9 whereas SMADI,
SMAD5 and SMADS8 transduce signals from BMPs,
GDF6 and GDF7 (Feng and Derynck, 2005). In associa-
tion with Co-SMAD4, phosphorylated R-SMAD pro-
teins accumulate in the nucleus and associate with
other transcriptional regulators to induce or repress
gene transcription (Derynck and Zhang, 2003; Mas-
sague et al., 2005; Shi and Massague, 2003; ten Dijke
et al., 2002). The Inhibitory (I)-SMADs, SMADG6 and
SMAD7, restrict TGFB superfamily signaling at sev-
eral levels, including prevention of R-SMAD phospho-
rylation (Kavsak et al., 2000), and/or blocking complex
formation between R-SMADs and Co-SMAD4 (Hata
et al.,, 1997) or other transcriptional regulators (Bai
et al., 2000).

R-SMAD transcriptional activity and DNA-binding
specificity is determined by the nature of the other
transcriptional regulators present within the DNA-
binding complex, a multitude of which have been iden-
tified to date (reviewed in Massague and Wotton, 2000;
Moustakas et al., 2001). One well characterized
SMADZ2/3 interactor is the transcriptional repressor,
SnoN, which is also referred to as Ski-like (Nomura
et al., 1989). A member of the ski (sloan kettering vi-
rus) family of proteins (Nomura et al., 1989), the po-
tency of SnoN in the regulation of TGFp signaling has
been established by measuring myogenic differentia-
tion in quail embryo cells and oncogenic transforma-
tion of chicken embryo fibroblasts when overexpressed
(Boyer et al., 1993), consistent with the observation
that SnoN is highly expressed in a range of human
tumors (reviewed in Luo, 2004). The sno knockout
mouse is embryonic lethal (Shinagawa et al., 2000)
with SnoN hypomorphs displaying a phenotype con-
sistent with altered TGFR signaling (Pearson-White
and McDuffie, 2003). Two alternatively spliced tran-
scripts are produced from murine sno gene, a longer
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product termed snon (U36293, www.ncbi.nlm.nih.gov)
and the alternatively spliced snon2 (U14655, also
referred to as sno-dE3) which lacks 138 base pairs
within exon 3 (Pearson-White and Crittenden, 1997;
Pelzer et al., 1996).

SnoN interacts directly with SMAD2, SMAD3, and
SMAD4, but not the BMP-responsive R-SMADs, and it
represses TGFB-induced SMADZ2/3 transcriptional ac-
tivity (He et al., 2003; Stroschein et al., 1999). This
repression is context dependent; knockdown of endoge-
nous SnoN results in inhibition, rather than augmen-
tation, of TGFB responsiveness in MvlLu (mink lung
epithelial) cells, an effect not observed in HeLa (cervi-
cal cancer) or HaCaT (human keratinocytes) cells
(Sarker et al., 2005). Cellular responses to TGFB are
regulated by the controlled production, subcellular
localization and degradation of SnoN. TGF itself can
induce SnoN degradation in a SMAD3-dependent man-
ner (Stroschein et al., 1999), permitting the transcrip-
tion of SMAD/TGFpB target genes. Interestingly, this
same study identified SnoN as an early-response TGF(
target gene, with SnoN upregulation observed within
2 h of TGFB stimulation. This cycle of TGFB-induced
degradation followed by upregulation is thought to con-
fer tight control over cellular responsiveness to TGFp.

We have previously shown that the production of the
inhibitory SMADG protein is regulated in mouse testic-
ular germ cells at the time when the spermatogonial
population is being established and the first spermato-
gonia enter the differentiation pathway (Itman and
Loveland, 2008). As TGFBs and activins are key regu-
lators of testicular development, we set out to docu-
ment SMAD2/3 activation and SnoN production in the
rodent testis to assess the potential for regulated SnoN
production to drive specific outcomes of TGFB super-
family signaling. Using two models of germ cell differ-
entiation in which testicular function changes, we
show that phosphorylated SMADZ2/3 is widespread,
whereas highly regulated production of the smaller
SnoN isoform, SnoN2, is a feature of testicular differ-
entiation.

MATERIALS AND METHODS
Experimental Animals and Tissues

Mice (CBAxC57B16 F1) and rats (Sprague Dawley)
were obtained from Monash University Central Animal
Services and killed by decapitation (immature mice) or
cervical dislocation (adult mice and rats) before tissue
removal. Sample collection for immunohistochemistry
and Western blot analyses conformed to the NHMRC/
CSIRO/AAC Code of Practice for the Care and Use of
Animals for Experimental Purposes and were approved
by the Monash University Standing Committee on
Ethics in Animal Experimentation. For studies on irra-
diated testes, adult LBNF; male rats (hybrids between
Lewis and Brown-Norway) were purchased from Har-
lan Sprague-Dawley, Inc. (Indianapolis, IN). Animals
were acclimatized for 1 week before initiation of the
experiment. All procedures involving irradiation and
hormone treatment of rats were approved by the M. D.
Anderson Cancer Institutional Animal Care and Use
Committee.

Tissue samples for RNA and protein extraction were
snap-frozen and stored at —80°C until use. Intact tis-
sue samples for immunohistochemistry were placed in
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Bouin’s fixative for 5 h immediately after collection,
then dehydrated through a graded ethanol series and
embedded in paraffin. Sections of 3—5 um were placed
on Superfrost Plus II slides (Lomb Scientific, Sydney
Australia).

Irradiation and Hormone Treatment

Rats were anesthetized with 0.72 mg ketamine/kg
and 0.022 mg acepromazine/kg (i.m.), and then a single
6 Gy dose was delivered to the lower part of the abdo-
men by a %°Co y-ray unit (Eldorado 8; Atomic Energy of
Canada, Ltd, Ottawa, Canada) as described previously
(Shuttlesworth et al., 2000). GnRH antagonist treat-
ment was also performed as previously described
(Shuttlesworth et al., 2000). Briefly, 15 weeks after
irradiation, animals were given simultaneous injec-
tions of 1.5 mg Cetrorelix pamoate and 1.5 mg Cetrore-
lix acetate (ASTA Medica, AG Frankfurt, Germany),
each at a different site in the upper portion of the dor-
sal region. A second dose of Cetrorelix pamoate injec-
tion was given 3.3 weeks after the first to maintain
suppression of intratesticular testosterone levels by at
least 80% for 5 weeks (Shuttlesworth et al., 2000). Ani-
mals were killed and testes collected at 1, 2, and 4
weeks following the start of hormone treatment. Three
animals were used for each timepoint.

Activin Treatment of Immature Testis Cells

Cord fragments consisting predominantly of Sertoli
cells and spermatogonia were isolated from two 5 dpp
mouse testes by a two-step digestion process as
described (Itman and Loveland, 2008). Cord fragments
were seeded into 6 well plates (2.5 mL per well) pre-
coated with 0.1 pg/cm? laminin (Sigma, St. Louis, MO)
and incubated at 37° 5% CO, for 24 h, in DMEM sup-
plemented with penicillin/streptomycin (Life Technolo-
gies, Inc), nonessential amino acids (Life Technologies,
Inc), L-glutamine (Life Technologies, Inc). Medium was
changed after 24 h of culture and again 1 h later to
remove any factors secreted by the cells themselves.
Next the cells were exposed to media or to media sup-
plemented with 5 ng/mL activin A (R&D Systems, Min-
neapolis, MN) for 30 min. Following activin stimula-
tion, cells were collected by scraping and centrifugation
at maximum speed for 1 min then snap frozen on dry
ice and stored at —80°C until protein isolation. Each
culture experiment was performed five times using dif-
ferent mice.

Culture of HeLa Cells

HeLa cells were maintained in DMEM (Invitrogen,
Carlsbad CA) supplemented with penicillin/streptomy-
cin (Life Technologies, Inc.) and 10% fetal calf serum
(Invitrogen). Once cells reached 70% confluence, they
were collected by scraping and pelleted by centrifuga-
tion at 13,000 rpm for 1 min. Medium was removed
and cells were snap frozen on dry ice and maintained
at —80°C until protein isolation.

Immunohistochemistry
Immunohistochemistry was performed on tissue sec-

tions as per Meehan et al. (2000) using antiphosphory-
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lated-SMAD2 (Cell Signaling, diluted 1:500 in TBS/
0.5% BSA) and anti-SnoN (Santa Cruz, Santa Cruz,
CA, diluted to 1 pg/mL in TBS/0.5% BSA) antibodies.
Manufacturer’s specifications indicate that the anti-
phosphorylated-SMAD2 antibody will detect both phos-
phorylated SMAD2 and phosphorylated SMAD3 due to
sequence similarity between the two proteins. Endoge-
nous peroxidases were quenched using 3% hydrogen
peroxide for 5 min. Antigen retrieval was carried out at
~90°C maintained for 8 min in 50 mM glycine (pH 3.5)
for phosphorylated SMAD2/3 and in T-EG buffer (10
mM Tris-HCI, 0.5 mM EGTA pH 9) for SnoN. Tissue
sections were blocked with 0.5% BSA plus 5% normal
sheep serum in 1X TBS at room temperature for 30
min then incubated with primary antibody diluted in
0.1% bovine serum albumin/TBS (TB). Washes were
performed in 1X TBS at room temperature. Bound pri-
mary antibody was detected using biotinylated anti-
rabbit antibody (Chemicon, Temecula, CA, diluted
1:500 in TB, 1 h at room temperature) and the signal
amplified using Vectastain Elite ABC kit according to
the manufacturer’s instructions (Vector Laboratories,
Burlingame, CA) followed by detection with 3,3'-diami-
nobenzidine tetrahydrochloride (DAB, DAKO Corp.)
resulting in a brown precipitate. Sections were coun-
terstained with Harris Hematoxylin (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO) to enable visualization of nuclei, dehy-
drated and mounted under glass coverslips in DPX
(BDH Laboratories, Poole, UK). Immunohistochemis-
try was performed on three independent samples with
identical results. Control sections for each antibody
were incubated without primary antibody for all sam-
ples; in all cases no signal was observed. Images were
captured on a Leica DMR microscope with a Leica
DC200 digital camera. Immunohistochemistry on
mouse testis sections was performed from three differ-
ent animals at each age; immunohistochemistry on
normal adult rat testis sections was performed on two
different animals.

Quantitative Real Time PCR

Transcriptor First Strand c¢DNA Synthesis Kit
(Roche Applied Sciences, IN, USA) was used to gener-
ate template cDNA from 3 pg total RNA and quantita-
tive real-time PCR was subsequently performed using
the Rotor-Gene 3000 thermocycler (Corbett Research,
Sydney, Australia). The PCR reaction contained 5 pL
SYBR Green JumpStart Taq Mix (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO), 4.6 pL of 1:100 dilution first strand cDNA
product and 0.2 pM each of specific forward and
reverse primers (Sigma Genosys, Houston, TX). Cy-
cling conditions consisted of incubation at 95°C for 2
min followed by 40 cycles of 15 s at 95°C, 1 min at
60°C, and 1 min at 72°C. Fluorescence was measured
and acquired at 72°C. Relative levels of gene expres-
sion were calculated using Rotor-Gene 6.0 software.
Skil (XM_001058480) was amplified wusing the
forward primer 5-ATGACAAGGGGAAGATCGTG-3
and the reverse primer 5-TCCTTCATCGCCTTT-
GAACT-3' and expression was normalized to the ribo-
somal protein S2 housekeeping gene (forward: 5'-
TGTTCTCCCTGCCCATTAAG-3', reverse: 5-CAA
GACCAACGTGACCATTG-3'). Three independent ani-
mals were used for each treatment with each sample
run in triplicate.
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Western Blot

Western blots were performed using lysates from 4
dpp, 15 dpp and adult mouse testes, 12.5 days post coi-
tum whole fetuses without gonad, adult male mouse
kidneys, adult rat testes, cultured HeLa cells and cul-
tured 6 dpp mouse testis cells. Samples were homoge-
nized at 4°C in RIPA buffer (1% Nonidet P-40, 0.5% So-
dium deoxycholate, 0.1% Sodium dodecyl sulfate in
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PBS) in the presence of protease inhibitors (Protease
Inhibitor Cocktail Set III, Calbiochem, San Diego CA)
incubated at 4°C with gentle rocking for 15 min fol-
lowed by centrifugation at 13,000 rpm for 10 min after
which supernatant was recovered. Protein lysate con-
centration was determined using the BioRad direct
current (DC) protein assay (BioRad, Hercules CA). Pro-
tein was diluted 1:1 in SDS reducing buffer (0.17 M
Tris HCI pH 6.8, 34% glycerol, 0.1% B-mercaptoetha-
nol, 2% SDS, 0.01% bromophenol blue) and heated at
95°C for 5 min then placed on ice prior to loading onto
a 10% SDS-PAGE gel alongside protein size standards
(PageRuler Prestained Protein Ladder, Fermentas,
Paddington, Australia). The proteins were electropho-
resed under 35 mA for 2.5 h in running buffer (20 mM
Tris base, 0.2 M glycine, 0.1% SDS, pH 8.3) then trans-
ferred to Hybond C nitrocellulose membranes (Amer-
sham Biosciences, UK) according to the manufacturer’s
specifications. Transfer was carried out for 2.5 h at 90V
in transfer buffer (20 mM Tris base, 0.2 M glycine, 10%
methanol). Membranes were air dried then blocked for
1 h with Odyssey buffer:TBS (1:2) (LI-COR Bioscien-
ces, NE). Primary antibody incubation was carried out
at 4°C in blocking buffer plus 0-0.2% Tween. Anti-
SnoN and phospho-SMAD2/3 were used at dilutions of
1:1000 in TBS/0.1% Tween. Washes were performed
with four changes of 1X TBS/0.1% Tween for 5 min
each. Bound primary antibody was detected using don-
key anti-rabbit Alexa Fluor 680 (Invitrogen) at a
1:10,000 dilution in blocking solution with 0.1% Tween
and 0.01% SDS, for 1 h at room temperature and
visualized with the Li-Cor Odyssey System (Li-Cor).
Westerns for total SnoN were performed in duplicate
on separate protein preparations from different ani-
mals with similar results. Western blots for phospho-
rylated SMAD2 were performed five times on separate
protein preparations from cells isolated from different
animals with identical results. Negative control blots
were performed for every experiment using identical
samples with the anti-rabbit secondary antibody in the
absence of primary antibody.

Fig. 1. Western blot analysis of SnoN2 production in immature
and adult mouse testes and of phospho-SMAD2/3 in activin treated
Sertoli cells. A: Anti-SnoN Western blot analysis identified two bands
in HeLa cell lysates, consistent with published data that HeLa cells
express the full length SnoN protein and the smaller SnoN2 isoform
(Zhang et al., 2006). Both proteins were also detected in adult male
mouse kidney lysates as previously described (Tan et al., 2006)
although detection of SnoN was much fainter than SnoN2) and in fe-
tal lysates (Pelzer et al., 1996). In adult mouse testis lysates (adT),
the only isoform detected was the 77 kDa SnoN2. No band was
detected in the absence of primary antibody (control). B: Western blot
analysis identified a faint band of the expected size of 77 kDa for
SnoN2 in pubertal (15 dpp) mouse testis lysates, a strong band in
adult mouse testis (adT) but no signal in prepubertal (4 dpp) testis
lysates. No band was detected in adult testis lysates in the absence of
primary antibody (C[adT]). Detection of a-tubulin confirmed equal
loading of protein. C: Validation of the antiphosphorylated SMAD2/3
antibody was performed by Western blot analysis using lysates from
immature mouse Sertoli cells treated with 0 or 5 ng/mL activin A. A
faint signal at the expected size of 58 kDa for phospho-SMAD2 (Zhang
et al., 2006) was detected in immature Sertoli cells with increased sig-
nal intensity observed following activin treatment. No band was
detected in lysates from activin-treated cells in the absence of primary
antibody (C[5]). Detection of a-tubulin confirmed equal loading of pro-
tein.
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Fig. 2. Phospho-SMAD2/3 is widely detected in the developing
and adult mouse testis but the expression of SnoN2 is regulated. Im-
munohistochemical detection of phosphorylated SMAD2/3 and
SnoN2, visualized by brown staining, in newborn (A, E), 5 dpp (B, F),
15 dpp (C, G), and adult mouse testis sections (D, H). Nuclear local-
ization of phospho-SMADZ2/3, indicating active transduction of TGFB
signals, is seen in Sertoli, peritubular and interstitial cells at all ages
examined. Phospho-SMAD2/3 is also detected in the nuclei of gono-
cytes in the newborn testis (A), in spermatogonia at 5 dpp (B), sper-
matogonia and pachytene spermatocytes in the 15 dpp testis (C) and
in spermatogonia, spermatocytes and round spermatids in the adult
testis with little to no staining observed in elongating spermatids (D).

SnoN2 protein is present in gonocytes (enlarged in inset) and intersti-
tial cells at birth (E), is undetectable in the 5 dpp testis (F), is re-
stricted to the nuclei of pachytene spermatocytes in the pubertal tes-
tis (G) and is expressed in all cells of the adult testis (H). Sections
were counterstained with Harris Hematoxylin (blue) to enable visual-
ization of nuclei. Sertoli cell cytoplasm: white asterisk. Sertoli cell nu-
cleus: white arrowhead. Gonocytes and spermatogonia: black arrow-
heads. Spermatocytes: closed black arrows. Round spermatids, RS;
elongating spermatids, ES; interstitial cells, I. Peritubular cells: open
black arrow. Stages of the seminiferous epithelium are indicated in
Roman numerals. No signal was observed in the absence of primary
antibody (control). Scale bar represents 50 pm.
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RESULTS
Only the Smaller Isoform of SnoN, SnoN2, is
Detected in the Mouse Testis

To identify which SnoN isoforms are expressed in the
mouse testis, Western blot analysis was performed on
protein lysates prepared from adult mouse testes and
compared to HeLa cells, adult male mouse kidneys and
whole fetus which served as positive controls as each of
these are reported to express the both full length SnoN
and the smaller SnoN2 (Pelzer et al., 1996; Tan et al.,
2006; Zhang et al., 2006). Both SnoN isoforms were
detected at the expected size of 77-80 kDa in HeLa cell
lysates, whole fetus lysates (without gonad) and kidney
lysates (although detection of the larger SnoN was
very faint in the kidney) whereas only SnoN2, at ~77
kDa, was detected in the adult mouse testis (Fig. 1A).

The presence of SnoN2 in immature testes was then
investigated by Western blot (Fig. 1B). No band was
detected in lysates from prepubertal (4 dpp) testes
whereas in lysates from 15 dpp testes, a faint band was
observed at 77 kDa, corresponding to that observed in
adult testis lysates. Detection of a-tubulin (Fig. 1B),
indicates equal loading of samples.

The antiphosphorylated SMAD2/3 antibody was
verified using lysates prepared from immature (6 dpp)
mouse Sertoli cells which were either treated with acti-
vin or left untreated. Western blot detected a single
band at the expected size of 58 kDa (Zhang et al., 2006)
which was of greater intensity in activin-treated sam-
ples, indicating this antibody detects the phosphoryl-
ated form of SMAD2 (Fig. 1C). Manufacturer’s specifi-
cations indicate that this antibody will detect both
phosphorylated SMAD2 and phosphorylated SMAD3
in fixed tissues due to sequence similarity between
these two proteins. Equal total protein loading is indi-
cated by blotting for a-tubulin (Fig. 1C).

Detection of Phosphorylated
SMAD2/3 is Widespread in the Immature
and Adult Mouse Testis

To identify cells within the developing mouse testis
that are responding to TGFB superfamily ligands by
activation of SMAD2 and SMADS3, we examined phos-
pho-SMAD2/3 expression in mouse testis sections by
immunohistochemistry (Fig. 2) at ages corresponding
to germ cell population shifts [0 dpp (days post partum;
only gonocytes present), 5 dpp (only spermatogonia
present), 15 dpp (spermatogonia and spermatocytes
present) and 60 dpp (adult; spermatogonia, spermato-
cytes, spermatids and mature spermatozoa present)].
Somatic cell responsiveness to ligand stimulation was
widespread, as demonstrated by brown nuclear stain-
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ing in Sertoli cells, peritubular cells and most intersti-
tial cells at each age examined (Figs. 2A-2D). Signal
transduction in germ cells was also apparent at each
age, with nuclear staining evident in the gonocytes of
the newborn testis (Fig. 2A), in spermatogonia at 5 dpp
(Fig. 2B), in spermatogonia and pachytene spermato-
cytes (Fig. 2C) at 15 dpp and in spermatogonia to round
spermatids in the adult testis, with signal faint to
absent in elongating spermatids (Fig. 2D). These data
indicate that SMAD2/SMAD3 are actively transducing
TGFB superfamily signals in somatic and germ cells at
all stages of mouse testis development and in the adult
testis. Signals were exclusively nuclear in all cell types.

Production of SnoN2 is Highly Regulated
During Mouse Testis Development

In contrast to the widespread activation of phospho-
rylated SMADZ2/3, production of SnoN2 appears to be
highly regulated. In the newborn testis, SnoN protein
exhibits a faint but distinct perinuclear localization in
gonocytes and cytoplasmic localization in some inter-
stitial cells (Fig. 2E), but is not detectable in Sertoli
cells or peritubular cells. Consistent with the Western
blot data, SnoN2 is undetectable in the prepubertal
testis (Fig. 2F). At 15 dpp, SnoN2 expression is germ
cell-specific, restricted to the nuclei of pachytene sper-
matocytes (Fig. 2G). In the adult testis, faint cytoplas-
mic staining is evident in most cells within the seminif-
erous epithelium, with nuclear SnoN2 most apparent
in spermatocytes and round spermatids; acrosomal
staining is also evident in elongating spermatids (Fig.
2H). Cytoplasmic staining was also observed in inter-
stitial cells (Fig. 2H).

Phospho-SMAD2/3 and SnoN2 Exhibit
Different Patterns of Nuclear Localization
in Adult Germ Cells

As phospho-SMAD2/3 and SnoN2 were only colocal-
ized in the nuclei of pachytene spermatocyes during
mouse testis development, we carefully examined
whether colocalization of these proteins was also regu-
lated during germ cell differentiation throughout the
twelve defined stages of the cycling adult seminiferous
epithelium (Russell et al., 1990). Similar to observa-
tions of the prepubertal and pubertal mouse testis,
phospho-SMAD2/3 was detected in the nuclei of germ
cells from spermatogonia through to stage 7 round
spermatids except for diplotene spermatocytes, which
lack a nuclear membrane, where staining was observed
throughout the entire cell (Figs. 3A, 3C, and 3E).
SnoN2 protein was detected in the cytoplasm of all cell
types but exhibited a distinct pattern of nuclear local-

Fig. 3. Phospho-SMAD2/3 and SnoN2 exhibit different patterns of
nuclear localization in germ cells during the cycle the adult mouse
seminiferous epithelium and within Sertoli cell nuclei. Staging dia-
grams and representative images specifically illustrating that the nu-
clear localization of phospho-SMAD2/3 (A) and SnoN2 (B) in germ
cells is dynamic during the twelve stages of the seminiferous epithe-
lium in the adult mouse testis (blue shading in diagram represents
nuclear signal and relative signal intensity; diagram adapted from
Russell et al., 1990). Representative images of immunohistochemical
detection of phospho-SMAD2/3 (C, E) and SnoN (D, F) on adult
mouse testis sections, visualized by brown staining, are also pre-
sented for comparison. Sections were counterstained with Harris
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Hematoxylin (blue) to enable visualization of nuclei. Stages of the
seminiferous epithelium are indicated with Roman numerals, and
arrows in (E) and (F) indicate meiotic cells. Scale bar represent 50 pm
and is representative for all panels in (C) and (D). Comparison of
phospho-SMAD2/3 (G) and SnoN2 (H) localization in Sertoli cell
nuclei, visualized by brown staining. Phospho-SMADZ2/3 is detected
throughout the nucleoplasm with a slightly reduced signal within the
nucleolus. SnoN2 exhibits strong immunoreactivity within the nucle-
olus but little to no signal within the nucleoplasm. Sections were
counterstained with Harris Hematoxylin (blue) to enable visualiza-
tion of nuclei. Scale bar in G represents 10 um for (G) and (H).
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ization whereby it was not present in the nuclei of sper-
matogonia or early spermatocytes but was detected in
the nucleus of pachytene spermatocytes (Stage VI)
through to stage 7 round spermatids and in the nuclear
region of elongating and elongated spermatids (Figs.
3B, 3D, and 3F).

Interestingly, in adult Sertoli cells throughout all
stages examined, phospho-SMAD2/3 and SnoN2 exhib-
ited different subnuclear localization patterns. Phos-
pho-SMAD2/3 was detected throughout the nucleo-
plasm with considerably reduced signal within the
nucleolus (Fig. 3G) whereas SnoN2 was restricted to
the nucleolus with minimal to no immunoreactivity
observed within the nucleoplasm (Fig. 3H).

Downregulation of Skil, the Rat Homologue of
SnoN2, Correlates With the Recovery of
Spermatogenesis in the Irradiated Rat Testis

The homologue of sno in the rat is skil (ski-like), and
similar to the mouse, two alternatively spliced tran-
scripts have been detected, variant 1 (XM_001058417,
www.ncbi.nlm.nih.gov) which corresponds to the mu-
rine SnoN, and variant 2 (XM_001058480) which corre-
sponds to murine SnoN2. As in the mouse testis, only
the Skil variant 2, the smaller isoform, is detected in
the adult rat testis lysates (Fig. 4A). Immunohisto-
chemical examination of phosphorylated SMADZ2/3 and
Skil2 in the normal adult rat testis shows a similar
localization to that observed in the mouse. Phosphoryl-
ated SMAD2/3 was detected within the nuclei of sper-
matogonia, spermatocytes, and round spermatids as
well as in the nuclei of peritubular, Sertoli and Leydig
cells (Fig. 4B). Skil2 was detected in the cytoplasm of
Sertoli cells, Leydig cells and spermatogonia, with
cytoplasmic and faint nuclear staining evident in
pachytene spermatocytes and round spermatids and
cytoplasmic and acrosomal staining in elongating sper-
matids (Fig. 4C).

Regulated SnoN2 production is in distinct contrast
to the widespread detection of phosphorylated SMAD2/
3 observed during mouse testis development, so we pro-
ceeded to examine the expression of these proteins in
the irradiated rat testis. In this established model of
germ cell differentiation, testicular function changes
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from one in which only spermatogonial stem cells are
maintained to one where full spermatogenic activity is
restored. Irradiation of adult rat testes results in the
sustained ablation of spermatogenesis; the subsequent
administration of the gonadotropin-relasing hormone
(GnRH) antagonist, Centrorelix, enhances germ cell
survival and stimulates the resumption of spermato-
genesis. Increased germ cell survival and proliferation
are observed by 3 weeks post treatment, whereas fol-
lowing 4 weeks of treatment, differentiating spermato-
gonia are detected (Prabhu et al., 2006; Shuttlesworth
et al., 2000).

We first measured whether Skil mRNA levels were
altered following irradiation. Quantitative real time
PCR measurements of Skil expression in total RNA
revealed that this mRNA in irradiated samples was
downregulated to approximately one fifth of the level
present in normal rat testes (Fig. 4D). Phosphorylated
SMAD2/3 and Skil2 were then localized in irradiated
rat testis sections by immunohistochemistry. Phospho-
rylated SMAD2/3 was detected within the nuclei of all
cells within the seminiferous epithelium in untreated
irradiated (Fig. 4E) as well as GnRH repressed irradi-
ated rats (Figs. 4F-4H). Nuclear staining was also
observed in most cells of the interstitial compartment,
with no qualitative difference observed between sam-
ples. Skil2 protein exhibited a restricted expression
profile, being detected only in the interstitial compart-
ment in these samples. This restriction of Skil2 protein
expression relative to that observed in normal adult
rat testes (Fig. 41) was consistent with the reduction in
mRNA measured by quantitative PCR (Fig. 4D). Fur-
thermore, in contrast to phosphorylated SMAD2/3,
there appeared to be downregulation of Skil2 produc-
tion as spermatogenesis recovered. In the arrested tes-
tis, strong cytoplasmic staining in interstitial cells
(Fig. 4I) decreased in intensity concordant with the
resumption of spermatogenesis (Figs. 4J—4L).

DISCUSSION

By examining the cellular distribution of phospho-
SMAD2/3 and SnoN, a SMAD2/3 cofactor and potent
transcriptional repressor, in models of testicular differ-

Fig. 4. Phospho-SMADZ2/3 is widely detected in the irradiated rat
testis whereas Skil2 (SnoN2) production is regulated. A: Western blot
comparison of adult mouse (M) and rat (T) testis lysates confirmed
the presence of the 77 kDa rat homologue of SnoN2, Skil2, in rat testis
lysates (left panel). No band was detected in the absence of primary
antibody (right panel). Alpha-tubulin detection (lower panel) con-
firmed equal protein loading. B, C: Immunohistochemical detection of
phosphorylated SMAD2/3 (B) and Skil2 (C) (brown staining) in adult
rat testis. Nuclear localization of phospho-SMADZ2/3, indicating active
transduction of TGFB signals, is seen in Sertoli, peritubular and in-
terstitial cells, spermatogonia, spermatocytes and round spermatids.
No staining was observed in elongated spermatid nuclei. Skil2 protein
was detected in the cytoplasm of Sertoli, Leydig, and germ cells at all
differentiation stages, with faint nuclear staining in pachytene sper-
matocytes and round spermatids and nuclear/acrosomal staining in
elongating spermatids. Sections were counterstained with Harris He-
matoxylin (blue) for visualization of nuclei. Sertoli cell nucleus: white
arrowhead. Spermatogonia: black arrowheads. Spermatocytes: closed
black arrows. Round spermatids, RS; Elongating spermatids, ES; In-
terstitial cells, I; Peritubular cells, open black arrow. Stages of the
seminiferous epithelium are indicated in Roman numerals. No signal
was observed in the absence of primary antibody (not shown). Scale

bar represents 50 pym. D: Quantitative real time PCR depicting Skil2
mRNA levels in normal adult rat testes (black bar) and adult rat
testes subjected to irradiation (white bar). Three independent animals
were analyzed. Each sample was measured in triplicate with expres-
sion normalized to the housekeeping gene S2. Skil2 expression was
significantly reduced following irradiation (P < 0.01, unpaired ¢-test),
to 20% of levels in normal adult rat testes. E-L: Immunohistochemi-
cal detection of phosphorylated SMAD2/3 and Skil2 (brown staining)
in the arrested irradiated rat testis (E, I) and in testes of rats treated
with Cetrorelix to promote spermatogenic resumption (F, J: 1 week
post treatment; G, K: 2 weeks post treatment; H, L: 4 weeks post
treatment). Phosphorylated SMAD2/3 was localized to the nucleus of
all cells in all treatment groups, with no qualitative difference
observed across treatments. In contrast, Skil2 was absent from the
seminiferous epithelium in all samples, but SnoN2 immunoreactivity
was most intense in the interstitium of untreated rats. This signal
was reduced in GnRH treated rats associated with resumption of
spermatogenesis. Sections were counterstained with Harris Hematox-
ylin. No signal was observed in the absence of primary antibody (not
shown). Sertoli cell nucleus: white arrowhead; spermatogonia: black
arrowheads; interstitial cells: I, peritubular cells: open black arrow.
Scale bar represents 50 pm.
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entiation through an immunohistochemical survey, we
are led to propose that highly regulated SnoN2/Ski2
protein expression, in contrast to ubiquitous phospho-
SMADZ2/3, may be one means by which cellular respon-
siveness to TGFB superfamily ligands in the testis may
be regulated.

Germ Cell Production and Nuclear
Localization of SnoN2 is Regulated in the
Developing and Adult Mouse Testis

During postnatal mouse testis development, SnoN2
production is germ cell-specific and highly regulated,
contrasting with readily detectable phospho-SMAD2/3
in all neonatal, prepubertal and pubertal germ cells.
Such regulated production of SnoN2 suggests that the
expression of SMAD2/3 target genes proceeds through
progressive repression in gonocytes, activation in sper-
matogonia and early spermatocytes, followed again by
repression again in late pachytene spermatocytes.
Importantly, these changes in SnoN2 expression are
developmental transitions, occurring when germ cells
are known to be sensitive to TGFB superfamily signal-
ing inputs. Similar to the regulated production of the
inhibitory SMADG6 in neonatal spermatogonia that we
have recently reported (Itman and Loveland, 2008),
regulated production of SnoN2 may be another mecha-
nism that contributes to directing appropriate
responses by germ cells to local signals during the
establishment of the spermatogonial stem cell popula-
tion and the onset of the first wave of spermatogenesis.

In the pubertal testis, SnoN2 expression is detected
only in pachytene spermatocytes, identifying it as an
ideal maturational marker for pubertal testis develop-
ment. Interestingly, this expression pattern correlates
with high levels of SMAD6 protein expression previ-
ously observed in pachytene spermatocytes (Itman and
Loveland, 2008), suggesting that rapid inhibition of
TGFp superfamily signaling may be required for par-
ticular stages of meiosis.

Testicular production of SnoN2 is substantially
greater in the adult testis compared to other ages
examined, appearing to be expressed in all cells. De-
spite this widespread expression, the pattern of SnoN2
nuclear localization of SnoN2 in germ cells is conserved
between the first wave and the cycling of the adult
seminiferous epithelium, suggesting a requirement for
the repression of SMADZ2/3 target genes in the later
stages of meiosis in both the first wave and adult sper-
matogenesis.

SnoN2 is Selectively Expressed in Testicular
Somatic Cells

SnoN2 production within the somatic cells of the
mouse testis is also regulated. Sertoli cell production of
SnoN2 expression is observed only in the adult, exhib-
iting a striking nucleolar localization, the significance
of which has not yet been described. This nucleolar
localization SnoN2 suggests that the primary function
of SnoN2 in these cells may not be the repression of
SMAD2/3 transcriptional activity.

Within the interstitium, SnoN2 protein is detected in
the newborn and adult mouse testis, but not the prepu-
bertal or pubertal testis, indicating the potential for
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these cells to exhibit different responses to ligand stim-
ulation at successive developmental stages. Particu-
larly interesting is the changing intensity of interstitial
SnoN2 staining in the irradiated rat testis. This model
utilizes the GnRH antagonist Cetrorelix to stimulate
spermatogenesis and is associated with a substantial
reduction in intratesticular testosterone. Concomitant
with the onset of spermatogenesis and the reduction in
intratesticular testosterone is the considerably reduced
SnoN2 immunoreactivity in the interstitium. Given
that TGFB has previously been shown to downregulate
the expression of genes encoding steroidogenic
enzymes in Leydig cells (Le Roy et al., 1999), it is con-
ceivable that the steroidogenic capacity of Leydig cells
is influenced by the regulated production of SnoN2. It
is also important to note that the block in differentia-
tion in this model has been identified as a failure of the
somatic compartment to support spermatogenesis fol-
lowing irradiation (Zhang et al., 2007), suggesting that
the high levels of SnoN2 expression in the interstitium
may be one factor inhibiting spermatogonial differen-
tiation following irradiation.

The Complexities of Regulating Cellular
Responses to TGFp Superfamily Signals

It is well established that activin A production dur-
ing testis development is highly regulated (Barakat
et al., 2008; Buzzard et al., 2004), a trend that is also
observed for Tgfb1, Tgfb2, and Tgfb3 mRNAs (Affyme-
trix microarray data publicly available via the gene
expression omnibus (GEO) data repository, NCBI,
available at www.ncbi.gov/geo/ and Small et al., 2005).
In addition, cellular responses to these ligands during
testis development are influenced by differential pro-
duction of the inhibitory molecules inhibin and follista-
tin (Barakat et al., 2008), follistatin-like 3 (Xia et al.,
2004) and BAMBI (Loveland et al., 2003). However, an
area that has received surprisingly little attention is
how responses to TGFB superfamily signals might be
regulated intracellularly. Our previous findings of
regulated production of the inhibitory SMADG6 in pre-
pubertal and pubertal germ cells (Itman and Loveland,
2008) and the SnoN2 data presented here suggest that
selectivity in cellular responses to activins and TGFBs
may also be achieved by the controlled production and
nuclear localization of regulators of TGFB superfamily
signaling. A number of mechanisms have been charac-
terized that enhance or downregulate SMAD2/3 signal
transduction, each acting at distinct steps within the
signal transduction pathway. These include facilitators
of SMAD-receptor interactions that increase phospho-
SMAD levels, such as SARA (the SMAD anchor for re-
ceptor activation) (Itoh et al., 2002) and HGS (hepatic
growth factor-regulated tyrosine kinase substrate)
(Miura et al., 2000) as well as factors which influence
SMAD transcriptional activity within the nucleus, for
example the inner nuclear protein MAN1, which
sequesters SMAD3 away from DNA thus preventing
transcriptional activity (Lin et al., 2005). Cellular
responses may also be downregulated by the ubiquiti-
nation and subsequent degradation of phospho-
SMAD2/3, by the E3 ubiquitin ligases SMURF1 and
SMURF2 (Lin et al., 2000; Lo and Massague, 1999).
The E3 ubiquitin ligase, Arkadia, targets SnoN for
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degradation in response to TGFB stimulation, thus
enabling an enhanced transcriptional response to
Smad3 activation (Levy et al., 2007). Thus, regulated
synthesis of Arkadia would have a profound impact on
the cell types identified in this study to contain SnoN
protiein. Our own preliminary and ongoing investiga-
tions have identified dynamic changes in the testicular
expression of several of these signaling regulators that,
in addition to our current and previous published data,
signify that enabling or influencing the responsiveness
of testicular cells to TGFB superfamily ligands is fun-
damental for testis development and spermatogenesis.
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