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ÖZET 

 

 

Hedgehog (Hh) sinyal yolağı, birçok dokunun geliĢimi sırasında düzenleyici 

olarak rol oynamakta ve bazı kanser türlerinde ekspresyonları artmaktadır. Hh 

sinyalinin, çeĢitli kanser türlerinin oluĢumunda katkı sağladığı kabul edilmesine 

rağmen, bu yolağın testis geliĢimindeki rolü, yetiĢkin testisinde spermatogoniyal kök 

hücrelerdeki ekspresyonu ve spermatogenezdeki rolü henüz bilinmemektedir. 

Embriyonik geliĢim sırasında, olgunlaĢmasını normal olarak tamamlayamayan germ 

hücrelerinin, yetiĢkinlik döneminde testis kanseri ile iliĢkilendirilmesinden dolayı, bu 

tez çalıĢmasında Hh‟ların, normal geliĢmekte olan testiste ve testis geliĢiminin hasara 

uğradığı durumlarda, yetiĢkin testisindeki spermatogoniyal kök hücrelerde ve normal 

yetiĢkin spermatogenezindeki rolleri sorgulandı. Bu amaçla, Desert Hedgehog sinyal 

yolağının anormal spermatogenez ve testiküler kanser oluĢumundaki rolü, in situ 

hibridizasyon, immünohistokimya, tübül damla kültürü ve qRT-PCR yöntemleriyle 

araĢtırıldı. 

ÇalıĢmamızın sonuçları, spermatogenezin ilk dalgasında, Hh sinyal yolağının, 

erken embriyonik germ hücrelerinde aktivite gösterdiğini, doğum sonrası dönemdeki 

germ hücrelerinde sinyal aktivitesinin kaybolduğunu ve yetiĢkinlik döneminde, 

spermatogenezle beraber, Hh sinyalinin tekrar aktifleĢtiğini gösterdi. Radyasyona 

maruz kalan yetiĢkin sıçan testisi modeli kullanarak yaptığımız analizler sonucunda, 

Hh sinyal yolağının, yalnızca embriyonik dönemdeki testiküler kök hücrelerde değil 

ancak, yetiĢkin sıçan testisindeki farklılaĢmamıĢ spermatogoniyal kök hücrelerde de 

aktivite gösterdiği bulundu. Ġlginç olarak, hormonal çevrenin değiĢmesiyle birlikte, 

kök hücrelerin bir sonraki aĢamaya farklılaĢmasıyla Hh sinyalinin de aktivitesini 

yitirdiği gözlendi.  

Dibütilfitalat maruziyeti veya aktivin beta-A geninin knock-out edilmesiyle, 

embriyonik testis geliĢiminin hasara uğradığı durumlarda, Hh sinyalinin ekspresyon 

Ģiddetinin de değiĢtiği gözlendi. Bu durum, anormal germ hücre geliĢiminde, Hh 

sinyal yolağının da katkı sağlayabileceğini gösterebilir.  

Seminifer tübül damla kültürü yöntemiyle, Hh sinyal yolağı aktivitesinin, Hh 

inhibitörü olan Cyclopamine ile inhibe edilmesinin ardından, postnatal 1 günlük 

testiste, SCYP3 ve Stra8 gibi mayoz iliĢkili genlerin up-regüle olduğu bulundu.  

Kemirgen testis dokularında, germ hücre geliĢiminin özel aĢamalarında rol 

oynadığı gösterilen Hh sinyal yolağının, insan testiküler kanserli dokularında da 

aktivite gösterdiği anlaĢıldı.  

Bu tez çalıĢmasında bildirilen, Hh‟ların geliĢim farklı aĢamasındaki testiküler 

hücrelerdeki ekspresyonlarıyla ilgili bilgiler, Hh sinyalinin, spermatogenezin özel 

basamaklarında aktif olduğunu ve çok sıkı bir Ģekilde denetlenerek, spermiogenezle 

kapandığını göstermektedir. Testis geliĢim ve fonksiyonu sırasında bu derece kritik 

olan ve sıkı bir Ģekilde denetlenen Hh sinyal yolağında meydana gelebilecek 

herhangi bir hasarın, anormal spermatogenezle sonuçlanabileceği ve dahası 

testisküler kanser oluĢumuna katkı sağlayabileceği söylenebilir.  

 

Anahtar Kelimeler: Desert Hedgehog sinyal yolağı, spermatogenez, testiküler 

geliĢim, in situ hibridizasyon.  
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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 qRT-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 

Activin-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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GĠRĠġ ve AMAÇ 

 

 

Erkek bireylerde, puberte sonrası testiste gerçekleĢen spermatogenez olayıyla 

sperm elde edilir ve böylece genetik yapı nesilden nesile aktarılır. Spermatogenez, 

hücresel yenilenme ve farklılaĢma iĢlemi olup, testis kök hücreleri olan Tip A 

spermatogoniyanın farklılaĢması ile baĢlayarak spermatid oluĢumu ile sonlanır. 

Spermiyogenez olarak adlandırılan matürasyon iĢlemiyle bu spermatidler seminifer 

tübül lümenine spermatozoa olarak atılır. Spermatogenez, puberte ile birlikte 

baĢlamasına rağmen, bu olay için ilk adımlar fötal yaĢamda atılır.  

 

Embriyonik dönemde, epiblast‟tan köken alan primordiyal germ hücreleri 

(PGH), gonad taslağında ilk farklılaĢmasını geçirdikten sonra, erkek bireylerde 

gonosit, diĢi bireylerde ovogonya olarak adlandırılır. Daha sonra, Sertoli hücreleri ve 

peritübüler myoid hücreler, gonositleri çevreleyerek primitif testiküler kordonları 

oluĢturur. Leydig hücreleri ise interstisiyel alanda kalır. Primitif kordonlar içerisinde 

bir süre çoğalmasını sürdüren gonositler, ardından mitotik olarak inaktif oldukları 

dinlenim dönemine girer ve doğum sonrasına kadar bu durumlarını korurlar. 

Ġnsanlarda puberte ile birlikte, farelerde doğumun hemen ardından, sıçanda ise 

doğumdan 4-5 gün sonra, dinlenim dönemindeki gonositler, mitotik çoğalmalarına 

yeniden baĢlayarak spermatogenezin ilk dalgasını baĢlatırlar. Seminifer tübüllerin 

periferinde yerleĢik olan ve yetiĢkinlik döneminde testis kök hücre populasyonunu 

oluĢturan spermatogoniyal kök hücreler, mitotik bölünmelerle çoğalarak bir taraftan 

kendilerini oluĢtururken diğer taraftan yönlenmiĢ (farklılaĢmıĢ) spermatogoniyaları 

oluĢturular. FarklılaĢmıĢ spermatogoniyalar, bir seri mitotik ve mayotik bölünmenin 

ardından spermiyogenez olayı ile olgunlaĢmalarını tamamlayarak sperm hücresini 

oluĢturur.  

 

Carcinoma Ġn Situ (CIS) olarak adlandırılan hücrelerin, olgunlaĢmasını normal 

olarak tamamlayamayan gonositlerden köken aldığı belirtilmekte ve yetiĢkinlik 

döneminde ortaya çıkan testiküler kanser ile iliĢkilendirilmektedir. CIS hücreleri ile 

gonositler arasındaki morfolojik ve ultrastrüktürel benzerlikler, CIS hücrelerinin, 

gonositler tarafından eksprese edilen embriyonik dönem proteinlerini eksprese etmesi, 

bu hücrelerin geliĢimlerini tamamlayamayan gonositlerden köken alabileceklerini 

göstermektedir. CIS hücreleri, embriyonik döneme ait genleri/proteinleri yüksek 

derecede eksprese ettiğinden, bu hücreler yetiĢkin testisinde yeniden programlanarak 

seminom veya non-seminom teratomlara farklılaĢabilmektedir (1). 

 

 Ġlk olarak sirke sineği Drosophila‟da keĢfedilen Hedgehog (Hh) sinyal yolağı 

memelilere kadar uzanan canlıların embriyonik geliĢimlerinde rol oynar (2). 

Embriyonik dönemde hücre çoğalmasını, farklılaĢmasını ve hücre canlılığının 

korunmasını sağlayarak birçok değiĢik dokunun embriyonik geliĢiminde önemli rol 

oynar. Hh sinyal yolağının görevleri, embriyonik dönemle sınırlı olmayıp yetiĢkin 
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dönemde de kök hücrelerin çoğalmasında ve farklılaĢmasında rol alarak doku 

fonksiyonuna katılır (3).  

 

Drosophila‟da sadece bir Hh geni bulunurken, memelilerde 3 tane homoloğu 

vardır: Sonic Hedgehog (Shh), Indian Hedgehog (Ihh) ve Desert Hedgehog (Dhh). 

Her bir Hh geninin ekspresyonu, geliĢimsel olarak düzenlenir ve farklı Hh genleri 

farklı dokuların oluĢumuna katılır (4-6). Dhh, memeli testisinde eksprese olur ve 

spermatogenezin düzenlenmesinde rol oynar. Testisteki Dhh mRNA‟si ilk olarak, Sry 

ekspresyonunu takiben, embriyonik gün (E) 11.5‟de Sertoli hücrelerinde gözlenir, 

yetiĢkinlik döneminde de ekspresyonunu sürdürür (6).  

 

Dhh geni çıkarılmıĢ (knock-out) erkek farelerin testislerinde, seminifer 

tübüllerin düzensiz ve bazal laminanın kesintili olduğu, olgunlaĢmasını 

tamamlayamamıĢ peritübüler myoid hücre, Leydig hücresi ve Sertoli hücrelerine 

rastlandığı, ayrıca, seminifer tübüllerde çok az sayıda germ hücresi bulunduğu ve 

bunların anormal morfolojik yapı göstererek testiküler kordonların dıĢında yerleĢik 

olduğu belirtilmektedir (6). Dhh sinyal yolağının, yetiĢkin fare testisindeki 

spermatogenezde de rol oynadığı gösterilmiĢtir; Dhh‟nin transkripsiyon faktörü olan 

Gli1‟i aĢırı eksprese eden transgenik erkek farelerin seminifer tübüllerinde, germ 

hücre geliĢiminin pakiten spermatosit aĢamasından ileriye gidemediğini ve bu 

farelerin infertil olduğu belirtilmiĢtir (7). 

 

Dhh ligadının, fötal dönemde Sertoli hücrelerinde eksprese olması ayrıca, bu 

sinyal yolağında meydana gelen bozuklukların yetiĢkin spermatogenezini tahrip 

etmesi, Hh yolağının, geliĢmekte olan ve yetiĢkin testisinde spermatogenezi 

düzenleyebileceğini dahası testiküler kök hücrelerde eksprese olarak bu hücrelerin 

proliferasyon ve farklılaĢma olaylarını düzenleyebileceğini düĢündürmektedir. Eğer 

bu yolak, farklı dönemlerdeki testiküler kök hücrelerin fonksiyonlarını düzenliyorsa, 

bu yolakta meydana gelebilecek herhangi bir hasarın anormal spermatogenezle 

iliĢkilendirilebileceğini, CIS hücrelerinin oluĢumuna katkı sağlayabileceğini 

düĢünmekteyiz. Bu nedenle, Desert Hedgehog sinyal yolağının anormal 

spermatogenez ve testiküler kanser oluĢumundaki rolü araĢtırıldı.
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GENEL BĠLGĠLER 

 

 

2.1. Memelilerde Testis GeliĢimi 

Testis dokusunda, germ hücre geliĢimi, embriyonik geliĢimin erken döneminde 

baĢlayarak yetiĢkinlik dönemine kadar devam eden ve birçok hücresel farklılaĢma 

aĢamasını içeren bir olgunlaĢma sürecidir. Bu tezin ilerleyen bölümlerinde, memeli 

testisinin genel yapısı ayrıca, fötal, juvenil ve yetiĢkin kemirgen gonadında germ 

hücre olgunlaĢması anlatılacaktır.  

 

 

2.1.1. Memeli Testisinin Genel Yapısı 

YetiĢkin testisi, fonksiyonel olarak birbirinden farklı iki bölge içerir; 

interstisiyum ve seminifer tübüller (8). Ġnsterstisiyumda, kan ve lenfatik damarlar, 

androjenlerin ve diğer bazı steroidlerin üretiminden sorumlu Leydig hücreleri ve 

makrofajlar bulunur (9). Seminifer tübüller (ġekil 2.1.1.1), yoğun olarak kıvrıntılı bir 

morfoloji sergilemekte ve geliĢmekte olan germ hücrelerini ve bu hücrelerin 

geliĢimini destekleyen epitelyal hücre soyundan gelen somatik Sertoli hücrelerini 

içerir (9). Bu tübüller, germ hücre olgunlaĢmasının gerçekleĢebilmesi için ġekil 

2.1.1.1‟de gösterildiği gibi oldukça düzenli bir hücresel yapıya sahiptir. Her bir Sertoli 

hücresi, tübülün kaideye yakın bölgesinden iç boĢluğuna kadar uzanır. Bu hücreler, 

hem kendisine komĢu olan Sertoli hücresiyle hem geliĢmekte olan germ hücreleriyle 

sıkı bağlantı (tight junction) ve oluklu bağlantılar (gap junction) yapar (10). Bu 

bağlantılar, seminifer tübül epitelini bazal ve adluminal bölgelere ayıran kan-testis 

bariyerini oluĢturur ve post-mitotik germ hücrelerinin tübül içerisinde geliĢimi için 

eĢsiz bir mikroçevre oluĢturur. Sertoli hücrelerinin sitoplâzması ile kontakt halinde 

olan hücreler germ hücreleridir. Bu hücreler, seminifer tübüllerde olgunlaĢma 

aĢamalarına göre tabakalanır: 

 

Mitotik spermatogoniyum, seminifer tübüldeki en az farklılaĢma geçirmiĢ (en 

az olgun) hücre olup bazal membrana yakın yerleĢir ve seminifer epitelin bazal 

bölümünde bulunur.  

 

En olgun germ hücreleri adluminal bölümde yerleĢir; mayotik spermatositler, 

tübülün kaideye yakın bölgesine yerleĢirken yuvarlak ve uzamıĢ haploid spermatidler 

tübül lümenine yakın yerleĢirler (9) (ġekil 2.1.1.1).  

 

Sertoli-germ hücre mikroçevresi, bazal lamina ve peritübüler myoid hücreleri 

ile sarılıdır.  

 

YetiĢkin testisinde seminifer tübüller, sperm hücresi üretimi için özelleĢmiĢ 

yapılardır. Yukarıda tarif edilen düzen, embriyonik geliĢimin erken basamaklarında 

baĢlayan olaylar zincirinin sonucudur. Devam eden bölümlerde, testis farklılaĢmasının 
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baĢlangıç basamakları derlenecek, embriyoda baĢlayan ve doğum sonrası testiste 

devam eden germ hücre olgunlaĢması özetlenecektir.  

 

                  
       ġekil 2.1.1.1.   Kemirgen testisi yapı ve organizasyonu. 
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2.1.2. Fötal Kemirgen Gonadındaki Olaylar 

 Farelerde fötal gonad, embriyonik gün (E) 9-10 arasında, her bir 

mezonefroz‟un yüzeyinde ventrolateral bir kalınlaĢma olarak belirir (11). Fötal gonad, 

geliĢiminin erken dönemlerinde bipotent potansiyele sahip olup testis veya ovaryum 

yönünde farklanabilir. Memelilerde, bipotent gonadın testise farklanması, E10.5‟de Y 

kromozomu üzerinde bulunan Sry (Sex Determining Region on Y Chromosome) 

geninin somatik hücrelerde ekspresyonuyla belirlenir (12-15). Sry ekspresyonu, 

yaklaĢık 48 saat boyunca devam eder (16) ve somatik hücrelerin öncü-Sertoli 

hücrelerine farklanmasını yönlendirir (ġekil 2.1.2.1). Bu hücreler, germ hücrelerinin 

etrafında toplanır ve ikisi birlikte testiküler kordonları oluĢtururlar (11). Özetle, 

gonadların “erkek cinsiyeti” yönünde farklanabilmesi için Sry‟nin ekspresyonunu 

Ģarttır.  

 

Testis geliĢiminde gerekli olan diğer bir gen ise Sox9‟dur. Sox9, yapısal olarak 

Sry‟ye benzer bir proteini kodlar ve öncü-Sertoli hücrelerinin anti-Müllerian hormon 

(AMH) ekspresyonunu düzenler (17). AMH, diĢi üreme kanallarının baskılanmasını 

(18) dolayısıyla erkek ürogenital kanalların geliĢmesini sağlar. XX kromozomlu diĢi 

gonadında, Y kromozomunun olmaması ve somatik hücrelerinde Sry ekspresyonunun 

bulunmaması nedeniyle, bu bireylerdeki somatik hücreler granüloza hücrelerine 

farklılaĢır (ġekil 2.1.2.1). 

 
ġekil 2.1.2.1. Farede bipotent gonadın cinsiyet farklanması. 

 

 



 6 

Primordiyal germ hücreleri (PGH), farede, yaklaĢık E6.5‟de primitif 

ektoderm/epiblasttan farklanmaya baĢlar (19). Ġlk olarak, E7‟de alkalin fosfataz ve 

diğer bazı özel antikor boyanmalarıyla gözlenebilir (20, 21). Bu günden sonra 

PGH‟ler bir yandan mitoz ile çoğalmaya baĢlarken diğer yandan genital kabarıntı 

bölgesine doğru göç ederler. 4 gün süren göçleri, gastrulasyon esnasında arka 

bağırsağın invaginasyonuyla pasif olarak baĢlar ve daha sonra aktif olarak devam eder 

(22). PGH‟lerin çoğalma ve göç etme olaylarında bir tirozin kinaz reseptörü olan c-kit 

ve bunun ligandı olan Kök Hücre Faktörü (Stem Cell Factor; SCF) görev alır (23). Bu 

genlerde meydana gelen herhangi bir mutasyon farede, white-spotting (W) ve Steel 

(st) olarak adlandırılır ve her iki mutasyonda da anormal PGH matürasyonu gözlenir 

(24, 25). Farelerde, st lokusunun mutasyonu (SCF protein üretiminin durması) 

PGH‟lerin göç etmesini tamamen durdururken, c-kit mutasyonu, göç eden PGH 

sayısını azaltmaktadır. E11‟de PGH, farklılaĢan gonadlarda kolonize olmaya baĢlar ve 

çoğalmalarını sürdürürler. 

  

PGH‟nin cinsiyet farklanması, göç ettikleri gonadın somatik mikroçevresi ile 

kontrol edilir. GeliĢmekte olan gonadlarda bulunan PGH bipotenttir ve bu özellikleri 

yaklaĢık E11.5‟e kadar devam eder (26). Bu günden sonra PGH iki yönden birisine 

farklanırlar; 1) diĢi yolak; burada PGH‟ler ovaryum içerisinde mayoza girerler veya 2) 

erkek soma hücreleri ile çevrelenerek mayoza girmeleri engellenir ve kısa bir süre 

daha çoğaldıktan sonra mitotik tutuluma girerler (22) (ġekil 2.1.2.2). Mezonefrozda 

üretilen retinoik asit‟in, PGH‟nin cinsiyetinin belirlenmesinde birincil düzeyde 

yönlendirici olduğu düĢünülmektedir (27, 28). DiĢilerde, ürogenital kabarıntı 

bölgesinde bulunan germ hücrelerinin mayoza yönlenmesi, Stra8 tarafından eksprese 

edilen retinoik asit ile düzenlenir (27, 28). Bu hücreler, mayozun I. Profazını 

tamamladıktan sonra E17.5‟de diploten basamağında tutuluma girerler ve doğumdan 

hemen sonra diploten basamağını tamamlarlar (29, 30). Testiste ise retinoik asit, 

Cyp26B1 enzimi tarafından yıkıma uğratılır (27, 28) ve bundan sonra PGH gonosit 

olarak adlandırılır. Gonositler, E16.5-E17‟ye kadar çoğalmalarına devam eder ve 

sonrasında mitotik olarak sesssiz oldukları bir döneme girerler (31) (ġekil 2.1.2.2). 
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ġekil 2.1.2.2. Fötal fare gonadında cinsiyet farklanması. 

 

 

2.1.3. Doğum Sonrası Kemirgen Testisindeki Olaylar 

Doğum sonrası gonositler tekrar hücre siklusuna girer ve seminifer kordonların 

bazal membranına doğru göç ederler. Bu dönemde gonositler, farklılaĢmamıĢ 

spermatogoniya olarak adlandırılır ve spermatogenezin ilk dalgası baĢlar. 

Spermatogenezin ilk dalgasının baĢlamasıyla, testiste farklı germ hücre tipleri ilk defa 

görülür. Spermatogenezin ilk dalgası kabaca 3 faza ayrılır;  

1) spermatogoniyal kök hücrelerin ve farklılaĢan spermatogoniyanın mitoz ile 

çoğalması,  

2) spermatositlerin mayozu,  

3) spermiyogenez; yuvarlak, haploid spermatidlerin spermatozoayı oluĢturmak üzere 

morfolojik olarak farklılaĢması.  

 

ġekil 2.1.3.1‟de, spermatogenezin ilk dalgası Ģematize edilmiĢtir. Bu Ģekil, 

postnatal günlerde (PND) mevcut olan hücre tiplerini göstermektedir. 

 

Bundan sonraki bölümde memeli testisinde bulunan germ hücre tipleri 

anlatılacak ve geliĢimlerinin nasıl düzenlendiği açıklanacaktır. 
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ġekil 2.1.3.1.     Spermatogenezin ilk dalgası. Doğumdan sonra gonositler mitozla çoğalmalarını devam 

ettirir ve bazal membrana göç ederek spermatogoniyum haline gelir. Birçok defa 

mitotik bölünmeden sonra spermatogoniyum mayoza girer ve spermatositi oluĢturur. 

Primer spermatosit, mayoz I bölünmesiyle devam ederek sekonder spermatositleri 

oluĢturur. Mayoz II‟nin tamamlanmasından sonra sekonder spermatositler haploid 

spermatidleri oluĢturur. Haploid spermatidler, uzamıĢ spermatidleri oluĢturmak için 

morfolojik bir değiĢim geçirirler. PND: postnatal gün. 

 

 

2.1.4. Spermatogoniya 

 Doğum sonrası dönemde, testis dokusunda mitotik bölünme ile çoğalan germ 

hücreleri spermatogoniya olarak adlandırılır. Bu hücreler, yetiĢkin yaĢamı boyunca 

testiste germ hücre populasyonunun yenilenmesi ve varlığı için çoğalmak 

durumundadır. Spermatogoniyalar üç kategoride sınıflandırılır; Tip A, Ġntermediyet ve 

Tip B (32). Tip A farklılaĢmamıĢ spermatogoniya, kendi kendini yenileyebilen 

spermatogoniyal kök hücre tipi olup, tek bir hücre ya da A single (As) olarak 

adlandırılır (32). Tip A spermatogoniyalar bölünerek kendilerini çoğaltıkları gibi diğer 

taraftan A paired (Apr) ve A aligned (Aal) gibi diğer tip spermatogoniyaları da 

oluĢturur. Apr ve Aal gibi spermatogoniya tipleri sitoplazmik köprüler aracılığı ile 

birbirleriyle bağlantı halindedir (8). Hücreler arasındaki bu sitoplazmik köprüler, 

spermatogenez boyunca varlığını sürdürür ve kardeĢ germ hücreleri arasında 

mRNA‟ların ve proteinlerin hareketini sağlar (33). Aal spermatogoniya, mitotik 

çoğalmanın interfaz basamağında bir farklılaĢma geçirerek A1 spermatogoniyaya 

farklanır (32). A1 spermatogoniya, 5 kez ard-arda mitoz geçirdikten sonra preleptoten 

primer spermatositleri oluĢturur ve daha sonra sırasıyla A2, A3, A4, Ġntermediyet (In) 

ve Tip B spermatogoniyaya farklanır. Preleptoten primer spermatositlerler daha sonra 

mayoza girer (9). Spermatogoniyalar her zaman seminifer tübüllerin bazal membranı 

ile fiziksel kontakt (bağlantı) halindedir (8) (ġekil 2.1.1.1.) ancak, hücrelerin 

farklılaĢması sırasında bu fiziksel kontakt azalır. As spermatogoniyadan Aal 

spermatogonya‟ya doğru geliĢen hücreler, bazal lamina ile yüksek derecede kontakt 

yaparken Tip B spermatogoniyadan preleptoten spermatogoniyaya geliĢen hücrelerin 

bazal membran ile teması tamamen kopar (34). 

  

Yakın zamanda yapılan bir çalıĢmada (35), puberte öncesi kemirgen 

testisindeki gonositlerin spermatogoniyaya farklılaĢmasında önemli bir ayrıntı 

keĢfedilmiĢtir. Doğum sonrasında hücre siklusuna tekrar giren ve bazal membrana 

doğru göç eden gonositlerin kaderleri, neurogenin-3 (Ngn3) eksprese edip-

etmemelerine göre değiĢmektedir; Ngn3 eksprese etmeyen bir grup gonosit kendi-
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kendilerini yenileme basamağını atlayarak direkt olarak A1 spermatogonyaya 

farklılaĢmaktadır. Bu germ hücreleri, spematogenezin ilk dalgası boyunca ilerler ve 

matür spermatozoa‟yı oluĢturur. Ngn3 eksprese eden gonositler ise kendi-kendilerini 

yenileme potansiyeline sahip ve sperm üretiminin devamlılığını sağlayan hücreler 

olan farklılaĢmıĢ spermatogoniyaları oluĢturur (35). 

 

 Embriyonik germ hücre geliĢimini kontrol eden eden iki kritik faktör c-kit/SCF 

ve retinoik asit (Bölüm 2.1.2.‟de anlatılmıĢtır), spermatogoniyal farklılaĢmayı da 

kontrol eder. Sertoli hücrelerinde bulunan SCF proteini ile spermatogoniyada bulunan 

c-kit proteini, spermatogoniyal hücre farklılaĢmasının kontrolünde önemli role sahiptir 

(23, 36). Spermatogoniyalarda c-kit/SCF sinyalinin durdurulması, Tip A1-4 

spermatogoniyal hücre çoğalmasının bozulmasına neden olur (23, 37) ve 

spermatogoniyal hücrelerin apopitozla ölüm oranını artırır (38). Retinol (Vitamin A) 

ve retinoik asit, spermatogoniyal farklılaĢmanın anahtar düzenleyicilerinden birisidir. 

Retinoik asit sinyali, farklılaĢmamıĢ spermatogoniyanın A1 spermatogoniyaya 

geçiĢinde önemli rol oynadığından, Vitamin-A hasarlı fare testislerinde, sadece Tip A 

farklılaĢmamıĢ spermatogoniyalar bulunur (39). Retinoik asit sinyal yolağına ait 

nüklear retinoik asit reseptörlerinin, hem Sertoli hücrelerinde hem de 

spermatogoniyada eksprese olması da bu yolağın bu hücre tiplerinde aktif olduğunu 

gösterir. 

 

 Spermatogoniyal farklılaĢmayı kontrol eden diğer bir mekanizma ise hormonal 

regülasyondur. Sıçanlarda, normal spermatogenez sırasında, follikül stimüle edici 

hormon (FSH) ve testosteron sinerjistik olarak bu olayı yönlendirir (40, 41). 

Radyasyona maruz bırakılan sıçan testisinde, hem testosteron hemde FSH‟in 

spermatogoniyal farklılaĢmayı durdurduğu gösterilmiĢtir (42). Hem FSH hem de 

intratestiküler testosteron düzeyleri yüksek olan bu sıçanların testisinde, sadece Tip A 

spermatogoniyalar bulunur (43). Bu patolojik modelde, FSH ve testesteron 

düzeylerinin baskılanmasıyla spermatogoniyal farklılaĢmanın tekrardan stimüle 

edildiği gözlenmiĢtir (43). Tüm bu sonuçlardan görüldüğü gibi spermatogoniyal 

matürasyon, gen ekspresyonunda degiĢiklikleri tetikleyen birçok bütünleĢmiĢ faktör 

tarafından kontrol edilmektedir. 

 

 

2.1.5. Spermatositler 

Spermatositler, mayoz olarak adlandırlan özelleĢmiĢ hücre bölünmesi 

geçirirler (ġekil 2.1.5.1.). Bu bölünme, testiste ve ovaryumda bulunan germ 

hücrelerine özel bir bölünme Ģekli olup diploid gametten haploid gamet oluĢumunu 

sağlar. Mayoz iki fazda incelenir. Birincisi, homolog kromozomların eĢleĢmesi ve 

rekombinasyonu, ikincisi ise kardeĢ kromatidlerin ayrılmasıdır (44). 
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ġekil 2.1.5.1.   Mayoz hücre siklusunun basamakları. Kromozomlar, Profaz I‟e girmeden önce replike 

olurlar. Profaz I, 5 alt basamağa ayrılır: 1) leptoten, 2) zigoten: kromozomlar 

yoğunlaĢmaya ve eĢleĢmeye baĢlar, 3) pakiten: rekombinasyon gerçekleĢir, 4) diploten: 

kromozomlar rekombinasyon bölgesinde biraraya gelir ve 5) diyakinez: kromozomlar 

ayrılır ve tamamen yoğun hale gelir. Bundan sonraki aĢama metafaz I ve anafaz I‟dir. 

Burada homolog kromozomlar birbirlerinden ayrılarak hücrenin karĢı kutuplarına 

yerleĢir. Telofaz sırasında oluĢan iki kardeĢ hücre hızlıca mayoz II‟ye baĢlar. Metafaz II 

ve anafaz II sırasında kardeĢ kromatidler birbirinden ayrılır ve hücrenin karĢı 

kutuplarına gider. Mayoz hücre siklusu sonucu dört tane haploid gamet oluĢur. 
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Fare testisinde, primer spermatositler ilk olarak PND15‟de görülür ve bazal 

membran ile iliĢkisini koparan Tip B spermatogoniyadan köken alır (8). Bu hücreler 

ilk önce preleptoten spermatositler olarak adlandırılır. Preleptoten spermatositler, 

DNA‟sını replike eden son germ hücreleridir (45). DNA sentezi tamamlandığında 

preleptoten spermatositler mayozun profaz I‟ine girer ve artık leptoten spermatositler 

olarak adlandırılır (9). Preleptoten spermatositlerin, leptoten spermatosite farklanması, 

bu hücrelerin Sertoli hücreleri arasından geçerek bazal membrandan uzaklaĢması ve 

seminifer tübüllerde intermediyet kompartıman olarak adlandırılan 3. bir kompartıman 

oluĢturması ile karakterizedir (9). Bu göç olayı sırasında, germ ve Sertoli hücreleri 

arasındaki bağlantı komplekslerinin kırılması ve yeniden yapılması söz konusudur. 

 

 Memeli kemirgenlerinde mayotik profaz I, doğum sonrası yaklaĢık 3. haftada 

sonlanır. Mayotik profaz I, spermatositlerde gerçekleĢen kromatin değiĢiklikleri göz 

önüne alınarak beĢ faza ayrılır; leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diyakinez (ġekil 

2.1.5.1) (44). Profaz I sırasında homolog kromozom rekombinasyonu da gerçekleĢir. 

Bu olayda çift zincirli DNA‟da kırıklar oluĢur ancak eĢleĢen kromozomlar arasındaki 

DNA değiĢ-tokuĢuyla DNA zincir tamiri gerçekleĢir (46). Mayoz bölünmeye özgü 

olan bu değiĢ-tokuĢ olayı sinoptenamel kompleks (SC) tarafından kontrol edilir (44, 

47).  

 

Mayotik profazın ilk fazı olan leptoten, iplik-benzeri kromozomların 

oluĢumuyla baĢlar (8). Zigoten fazında homolog kromozomların eĢleĢmesi görülmeye 

baĢlar ve SC oluĢur (sinaps). Ayrıca hücrelerde kromatin kalınlaĢması da zigoten 

fazıyla karakterizedir (45). Burada görev alan üç önemli SC proteini; SYCP1, SYCP2 

ve SYCP3‟ dür. Tüm bu proteinler “fermuar” yapısında yeralmakta ve 

rekombinasyonun gerçekleĢmesi için iki homolog kromozomu birbirine yakın olarak 

tutmaktadır. Bu proteinler, kromozom yoğunlaĢması (kondenzasyon) ve sinapsis 

olaylarında da görev alırlar (44). Pakiten hücrelerinde, kromozomlar tamamen sinaps 

yapmıĢ ve SC oluĢumu tamamlanmıĢtır (47). Rekombinasyonun gerçekleĢtiği ve 

hücrelerin hızlı bir Ģekilde büyüme gösterdiği faz olan pakiten, memelilerde yaklaĢık 

bir hafta sonunda tamamlanır (9). Diploten, rekombinasyonun olduğu, kiazmata 

bölgelerinin görüntülenebildiği, SC kompleksinin birbirinden ayrılmaya baĢlayarak 

sadece rekombinasyonun olduğu bölgelerde kontağın kaldığı fazdır (44). Profaz I, 

diyakinezle sona erer. Diyakinez, kromatinlerin ileri derecede kondanse olduğu ve 

kromozom ayrılmasına hazırlık olarak kiazmatanın serbestlendiği fazdır (45).  

 

 Erkeklerde, homolog kromozomların mayotik eĢlenmesi diĢilerden farklılık 

gösterirler. Erkek diploid germ hücreleri, 22 çift homolog otozom ve X-Y seks 

kromozomlarını taĢır (XY, bivalent). Profaz I sırasında, seks kromozomları genellikle 

eĢleĢmemiĢ olarak kalır. Rekombinasyon sadece pseudootozomal bölgelerde (bu iki 

kromozomun eĢleĢtiği) kalmaktadır (44). XY bivalent, pakiten ve metafaz arasında 

transkripsiyonel olarak inaktif olup XY bodiyi yapmak için heterokromatin yapısında 

belirgin değiĢiklikler yapar (48). XY bodi, spermatositlerin nükleusuna özgüdür ve 

mayotik bölünmenin ilerlemesi için gereklidir (49).  

 

 Profazı takip eden metafaz aĢamasında homolog kromozomlar, iğ 

iplikçiklerine tutunurlar ve anafaz aĢamasında hücrenin karĢıt kutuplarına yerleĢirler 
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(50) (ġekil 2.1.5.1.). Telofaz sırasında, her biri iki kromatid içeren haploid 

kromozomlu iki kardeĢ hücre meydana gelir ve bu hücreler, hücrelerarası köprülerle 

halen birbirlerine bağlıdır (45). 

 

Birinci mayozun profazı tamamlandıktan sonra sekonder spermatositler oluĢur. 

Testiste, mayoz II çok hızlı bir Ģekilde gerçekleĢen bir olay olduğundan bu hücreler 

kısa ömürlü hücrelerdir. Sekonder spermatositler adeta mitozu taklit ederler; kardeĢ 

kromatidler iğ iplikçikleriyle birbirlerine tutunurlar ve metafaz-anafaz II sırasında 

hücrenin karĢıt kutuplarına yerleĢirler (8). Mayoz II sonunda oluĢan en son ürün, 

spermatid olarak adlandırılan 4 adet haploid gamettir. 

 

Mayoz sırasında meydana gelebilecek herhangi bir mutasyon germ hücre soyu 

boyunca kalıtıldığından mayoz hücre bölünmesi sıkı bir Ģekilde kontrol edilir. SC, 

mayozun kontrolünde büyük önem taĢır; çift zincirli DNA‟nın rekombinasyonu ve 

tamirini kontrol eden hücre siklusu düzenleyici proteinler için yerleĢim bölgesidir 

(44). Hücre siklusunda checkpoint noktalarının kontrolü, mayozun düzgün ilerlemesi 

için gereklidir ve mitozda olduğu gibi siklinler ve siklin bağımlı kinazlar (cdks) ile 

kontrol edilir. Mayoz için önemli olan iki düzenleyici cdk2 ve siklin A1 dir. cdk2 geni 

olmayan erkek farelerde, spermatositler pakiten fazına kadar ilerlemekte ancak bu 

hayvanların testislerinde diploten spermatosit görülmeyip SYCP3 dağılımı 

bozulmaktadır (51). Siklin A1, germ hücre özellikli bir siklin olup mayoz I de 

profazdan metafaza geçiĢi düzenler (52). Bu proteini eksprese etmeyen mutant 

hayvanların testislerinde spermatositler, metafaz geçiĢinde tutuluma uğrar ve bu 

hayvanlar infertil bir fenotip sergiler. 

 

 

2.1.6. Spermatidler 

Yuvarlak spermatidler, kemirgen testisinde ilk olarak PND20‟de görülür. 

Spermatidler, spermiyogenezin habercisidir. Spermiyogenez, yuvarlak ve haploid olan 

spermatid‟in olgun spermatozoaya farklılaĢmasıdır. Spermiyogenez sırasında 5 farklı 

iĢlem gerçekleĢir; 1) akrozom oluĢumu 2) nüklear yoğunlaĢma ve uzama 3) kuyruk 

(flagellum) geliĢimi 4) sitoplazmanın tekrardan organizasyonu 5) spermiasyon (45). 

 

Akrozom, spermatozoanın ovosite penetrasyonu sırasında gerekli olan 

enzimleri içerir (8). Akrozom, Golgi kompleksi tarafından üretilen küçük 

proakrozomal veziküllerin bir araya gelerek yuvarlak, membran-bağımlı vezikül 

haline gelmesiyle oluĢur (9). Akrozom daha sonra, spermatid hücre nükleusu ile 

fiziksel olarak iliĢkiye girer ve yassılaĢarak spermatidlerin ön yarısını kaplar (45). 

Nükleusun spermatid yüzeyine hareketiyle birlikte akrozomda hücre membranıyla 

yakın iliĢkiye geçer (9). Bu olay, spermatidlerin polarize olmasını sağlar; baĢ (ön 

kısım bölgesi) ve kuyruk (flagellum) bölgesi oluĢur. 

 

Spermatidlerde nükleusun pozisyon değiĢtirmesi dıĢında, kromatin de 

kademeli olarak kondenzasyona uğrar ve Ģekil değiĢtirir (9, 45). Bu yeniden 

organizasyon sırasında histonlar, protaminler olarak bilinen küçük nükleozom 

proteinleri ile yer değiĢtirir. Histonların protaminlerle yer değiĢtirmesi, kademeli bir 
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iĢlem olup ilk önce, histonların tranzisyon proteinleri (TP) ile daha sonra da bunların 

protaminlerle yer değiĢimi söz konusudur. Kromatin yeniden modellenmesi sayesinde 

spermatid DNA‟sı çok küçük hacimde paketlenir (somatik hücre nükleusunun 1/20‟si 

kadar) (53). Protamin genlerinden herhangi birisine sahip olmayan erkek farelerde, 

spermin nüklear yoğunlaĢması tahrip olur (54). Günümüzde, spermatidlerde 

histonların yerdeğiĢtirme mekanizması henüz tam olarak anlaĢılamamıĢ olmasına 

rağmen bu olayın düzenlenmesinde, Ca
+2

/Calmudilin-bağımlı protein kinaz IV‟ün 

(CaMKIV) direkt bir rol oynadığı bilinmektedir (45, 55). 

 

Spermatidlerde, kromatinin yeniden düzenlenmesinin ardından transkripsiyon 

durur. Transkripsiyonun durmasından önce mRNA‟lar spermatidlerde depo edilir ve 

daha sonra bu depo mRNA‟ların kullanılmasıyla birlikte protein translasyonu 

gerçekleĢir. Bu olay translasyonel gecikme olarak adlandırılır (56). Mayozdan sonra 

ve spermatid kondenzasyonundan önce, büyük miktarda mRNA transkripte edilir ve 

messenger ribonükleoprotein parçacıkları (mRNP) olarak depo edilir. mRNP‟ler daha 

sonra uzamıĢ spermatidlerde translasyona uğratılır (56). Ayrıca, spermatositlerde ve 

yuvarlak spermatidlerde, mRNA depolanmasını kolaylaĢtırmak amacıyla çok 

miktarda RNA-bağlayıcı protein üretilir. Bu RNA-bağlayıcı proteinlerin en önemlileri 

TRAX ve TB-RBP‟dir. 

 

Sperm kuyruğu (flagellum)‟nun geliĢimi, haploid erkek germ hücrelerinde 

baĢlar. Spermatid sitoplazmasının periferinde bulunan bir çift sentriyol, flagellum 

oluĢumunun baĢlamasından sorumludur (45). Ġki sentriyolden birisi, 9+2 Ģeklinde 

düzenlenme gösteren mikrotübül yapısındaki Aksonem‟i yapar. Mikrotübüllerin 

aksonem yapısına eklenmesiyle beraber flagellum, seminifer tübül lümenine 

uzanmaya baĢlar. Mikrotübül organizasyonunu baĢlatan sentriyol çifti daha sonra 

spermatid nükleusuna doğru hareket eder ve en sonunda akrozomun karĢıt kutbunda 

nükleusa yapıĢır (9). Aksonem uzamaya devam eder ve aksiyal filamanı oluĢturur 

(57). 

 

Flagellar geliĢim, yapısına aksesuar bileĢenlerin eklenmesiyle tamamlanır ve 

kuyruğun farklı segmentleri oluĢur; orta, esas (principal) ve son parça (57). 

 

 Spermatidlerdeki yeniden-Ģekillenmede, kuyruk oluĢumu dıĢında, sitoplazma 

içeriğinin büyük kısmınının atılması da söz konusudur. Bu olay sonrasında, daha 

küçük ve kendi genetik bilgisini etkili bir Ģekilde ovosite aktaracak olan hücre soyu 

ortaya çıkar (9). Sitoplazmanın yeniden organizasyonu sırasında spermatidler kendi 

orijinal hacimlerinin %25‟ine kadar küçülür (58). Bu olayda, nükleus ve 

sitoplazmadaki suyun eliminasyonu, bazı sitoplazmik kısımların uzayan 

spermatidlerden atılması (59) ve sperm salınımı sırasında rezidual cisim olarak 

adlandırılan paketlenmiĢ sitoplazmanın atılması söz konusudur (60). 

 

 Spermiasyon, matür spermatozoanın tübül lümenine atılmasını tarif eder. Bu 

olay farede yaklaĢık doğum sonrası 35.günde baĢlar (9). Memelilerde, geç 

spermatidler, tübül lümenine salınımlarından önce kademeli olarak Sertoli hücreleri 



 14 

ile olan bağlantılarını kaybeder (45). Ancak bu olayı kontrol eden yegâne mekanizma 

henüz tam olarak aydınlatılamamıĢtır. 

 

 

2.1.7. YetiĢkin Kemirgen Testisi 

Farelerde, PND35‟den sonra, olgun spermatozoa devamlı olarak üretilir. 

YetiĢkin testisinde, farklılaĢmamıĢ spermatogoniyadan spermatozoaya kadar olan 

farklı geliĢim evrelerindeki hücreler yer alır. Spermatogenez olayında geliĢimsel 

evreler sıkı bir Ģekilde takip edilir (ġekil 2.1.7.1.). Spermatogoniya, spermatosit ve 

spermatid populasyonları herzaman bir arada görülür. Bu nedenle enine kesitteki her 

bir tübül, barındırdığı germ hücre çeĢidine bağlı olarak sınıflandırılır (ġekil 2.1.7.2.). 

Seminifer tübüldeki bu siklus, olgun sperm üretimini garantiler.  

 

                               
ġekil 2.1.7.1.  YetiĢkin fare testisi enine kesiti. DeğiĢik renklerdeki oklar, farklı hücre tiplerini 

belirtmektedir.  Turuncu: uzamıĢ spermatid;  YeĢil: yuvarlak spermatid;  Siyah: pakiten 

spermatosit; Pembe: leptoten spermatosit; Sarı:  spermatogoniyum.  Beyaz: Sertoli 

hücre nükleusu. Skala bar: 50 μM.  
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ġekil 2.1.7.2.  Seminifer tübül siklusunun basamaklandırılması. YetiĢkin testisi germ hücreleri 

birbirleriyle “basamak (stage)” olarak bilinen belirli bir düzen iliĢkisi içerisinde 

bulunurlar. Spermatogenik dalga, seminifer tübülün uzunluğu boyunca linear bir 

düzlemde bulunur. YetiĢkin fare testisinde 12 tane basamak tanımlanmıĢ olup aĢağıda 

belirtilmiĢtir. 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, m2◦m: Sekonder spermatosit, 1-16: spermiogenez basamakları 

boyunca bulunan spermatidler. 
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2.1.8. Kemirgen Testisinin Somatik Hücreleri 

Germ hücre geliĢimi, Sertoli ve Leydig hücrelerini içeren birçok farklı somatik 

hücre tipi tarafından desteklenir. Sertoli hücreleri, germ hücre geliĢimini direkt olarak 

desteklerken Leydig hücreleri, testiküler geliĢim ve testis fonksiyonu için gerekli olan 

androjenlerin üretiminden sorumludur. Devam eden bölümlerde bu iki önemli somatik 

hücre tipi tanıtılacak ve bu hücrelerin spermatogenezin hormonal kontrolüne nasıl 

katıldıkları özetlenecektir. 

 

 

2.1.8.1. Sertoli Hücreleri 

Germ hücreleri, Sertoli hücreleri ile fiziksel temas ederek geliĢimlerini 

tamamlar. Sertoli hücreleri, hem fötal hem de doğum sonrası testis geliĢiminde germ 

hücreleri için bir destek görevi görür. Sertoli hücre öncülleri, kölomik epiteliyal 

hücrelerden köken alır. Bu hücreler, kölomik epitelin yüzeyinden ayrılarak genital 

kabarıntı bölgesine göç eder. Öncü-Sertoli hücreleri olarak adlandırılan bu hücreler, 

E11.5‟de Sry eksprese eder ve geliĢmekte olan gonaddaki bipotent hücre soylarını 

erkek-özellikli farklılaĢmaya yönlendirir ve testis geliĢimine öncülük eder (61). Yakın 

zamanda yapılan bir çalıĢmada, öncü-Sertoli hücrelerinin prostaglandin D2 ürettiği 

(26) ve prostaglandin D2‟nin reseptörüne bağlanmasıyla Sox9 ekspresyonunu stimüle 

ederek öncül hücreleri Sertoli hücre soyuna yönlendirdiği belirtilir (27). GeliĢmekte 

olan erkek gonadlarda, PGH kolonizasyonundan sonra öncü-Sertoli hücreleri, germ 

hücrelerini çevreleyerek seminifer kordonları oluĢturur ve PGH‟nin spermatogenez 

yönünde farklılaĢmasını sağlar. 

 

  Fötal dönem ve puberte öncesi dönem, Sertoli hücre geliĢimi ve 

proliferasyonu için kritik bir süreçtir. Doğumla beraber Sertoli hücreleri, alçak 

prizmatik bir morfoloji sergiler, düzensiz bir orientasyon gösterir ve bazal membrana 

yakın bir konumda bulunur. Ġmmatür Sertoli hücreleri metobolik olarak aktif olup 

proliferasyon, aromataz aktivitesi, östrojen ve anti-Müllerian hormon salgılanması ve 

FSH‟a maksimum düzeyde yanıt oluĢturma gibi fonksiyonları gerçekleĢtirir. (62). 

Sertoli hücrelerinde Ģekil ve pozisyon değiĢimi, Sertoli hücreleri olgunlaĢırken 

olmaktadır. Bu anda Sertoli hücreleri uzamakta, bazal membrana dikey bir konuma 

yerleĢmekte ve sitoplazmasını uzatarak seminifer kordonun merkezine apikal olarak 

uzatmaktadır. Yeniden düzenleme sırasında Sertoli hücreleri, sıkı bağlantılar ve 

bağlantı kompleksleri de kurmaktadır (63). Bu hücreler, matürasyonları sırasında 

proliferasyon kapasitelerini yitirir ve spermatogenezi destekleyebilecekleri 

fonksiyonlar kazanırlar (64). Sertoli hücrelerinin destek görevi görmesi ve ilettikleri 

çeĢitli sinyaller, yetiĢkinlerde germ hücre farklılaĢması, mayoz ve spermiogenez ve 

spermatogoniyal kök hücre havuzunun devamlılığı için kritik öneme sahiptir (65, 66).  

  

   Sertoli hücresi sıkı bağlantıları farede PND7 ile PND14 arasında yapılmakta 

ve böylelikle kan-testis bariyeri (BTB) kurularak mayotik ve post-mayotik germ 

hücreleri, lenf ve kan dolaĢımda olan faktörlerden uzak tutulmaktadır. Tip B 

spermatogoniyal kök hücresinin pre-leptoten spermatosite farklılaĢması sırasında 

germ hücrelerinin bazal kompartımandan adluminal kompartımana geçiĢi söz konusu 

olup, bu sırada BTB bütünlüğünde herhangi bir hasar oluĢmamaktadır (67). Germ 

hücrelerinin sıkı bağlantı komplekslerinden geçiĢi sırasında bağlantı komplekslerinin 
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hızlı bir Ģekilde açılması ve pre-leptoten spermatositin göçünden sonra hızlı bir 

Ģekilde kapanması gerekmektedir (68). Seminifer tübüllerin bazal kompartımanında 

bulunan Sertoli ve germ hücrelerinden üretilen ve mikroçevreye salınan tümör nekroz 

faktör-α (TNFα)‟nın Sertoli hücreleri arasındaki bağlantıları geçici süre yeniden 

yapılandırarak germ hücre göçünü sağladığı düĢünülmektedir (69). Germ hücreleri 

BTB‟yi geçtikten sonra, seminifer epitelinde tübül lümenine doğru hareketleri 

sırasında, Sertoli hücreleriyle geçici adhezyon bağlantıları yapar. Hücre adezyon 

moleküllerinden JAM/CTX ve nektin ailesi testiste yoğun bir Ģekilde eksprese 

olmakta ve homofilik ya da heterofilik etkileĢimler yaparak germ hücrelerinin tübül 

lümenlerine doğru göçlerine katılmaktadır (68). Bu etkileĢimler spermatogenezin 

ilerlemesi için kritik öneme sahiptir ve herbir Sertoli hücresi belirli kapasitede germ 

hücresinin geliĢimine destek verebilir (70, 71).  

 

 Spermatogenez için gerekli olan pekçok faktör Sertoli hücreleri tarafından 

üretilmektedir. Örneğin, primer spermatositler glikoliz olaylarında glukoz yerine 

laktat‟ı tercih etmektedir; Sertoli hücreleri, FSH‟ın kontrolü altında laktat üretimi 

yaparak primer spermatositlerin glikoliz olayına katılır (72, 73). Demir bağlayıcı bir 

protein olan testiküler transferrin de, FSH kontrolünde Sertoli hücrelerinde üretilen 

diğer bir önemli salgı ürünüdür. Transferrin, reseptör-aracılı endositozla primer 

spermatositlere demir getirir (74-76). Sertoli hücreleri aynı zamanda bakır bağlayıcı 

bir protein olan ceruloplasmin de salgılar. Ceruloplasmin, germ hücrelerine bakır 

getirilmesinden sorumludur (77). Özetle, Sertoli–germ hücre etkileĢimi 

spermatogenezin düzgün olarak gerçekleĢebilmesinde çok büyük önem taĢımaktadır. 

 

 

2.1.8.2. Leydig Hücreleri 

Leydig hücreleri, luteinize edeci hormon (LH) stimülasyonuna yanıt olarak 

testiste androjen üretiminden sorumlu olan hücrelerdir. Bu hücreler, tübüller arası 

alanda yer alıp genellikle kan damarları çevresinde yığınlar oluĢturmalarına rağmen 

seminifer tübüllere yakın olarak da yerleĢim gösterirler (8). 

 

 Memelilerde, fötal ve doğum sonrası dönemlerde farklı Leydig hücre 

populasyonu bulunur. Fötal Leydig hücreler, mezonefrozdan köken alır ve testisin 

farklanması esnasında interstisyel alanda bulunan mezenĢim-benzeri kök hücrelerden 

geliĢir (78-80). Fötal Leydig hücrelerinin geliĢimi, Sertoli hücrelerince kontrol edilir 

(81). Fötal Leydig hücrelerinin proliferasyon ve farklılaĢması, platelet derived growth 

factor (PDGF) ve reseptörü PDGFRA (82), Desert Hedgehog (Dhh) ve reseptörü 

Patched (83) gibi proteinleri gerektirmekte ve bu faktörler için mutant olan 

hayvanlarda, Leydig hücre geliĢiminin bozulduğu görülmektedir (82, 83). Fötal 

Leydig hücreleri, E12.5‟de, testiste ana androjen olan testosteron üretimini baĢlatarak 

maskülanizasyonu sağlar. Bu dönemde üretilen testosteron, yetiĢkin Leydig 

hücrelerinde olduğu gibi LH‟a bağımlı değildir (80). Fötal Leydig hücreleri 

embriyonik geliĢim boyunca sayılarını artırır (84).  

 

Doğum sonrasında, fötal Leydig hücre sayısı hızlı bir Ģekilde azalır ve bu 

hücreler yetiĢkin Leydig hücre populasyonu ile yer değiĢtirir. YetiĢkin Leydig hücre 

populasyonu köken olarak, fötal Leydig hücrelerden değil, interstisiyel alanda bulunan 
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farklılaĢmamıĢ mezenĢimal hücrelerden geliĢmektedir (81, 85). Bu mezenĢimal 

hücreler, Leydig hücre soyunu oluĢturmak üzere yönlenirler ve LH stimülasyonuyla 

beraber olgunlaĢmamıĢ Leydig hücrelerine dönüĢürler. Hücre çapında büyüme, düz 

endoplazmik retikulum hacminde artıĢ ve sitoplazmik yağ damlacıkları oranında 

azalma olgunlaĢmamıĢ Leydig hücrelerinin, yetiĢkin Leydig hücrelerine 

dönüĢtüğünün göstergesidir. YetiĢkin Leydig hücrelerinden testosteron salgılanması 

LH ve reseptörleri aracılığıyla kontrol edilir; LH ve reseptörleri, steroid iliĢkili 

yolakların çalıĢabilmesi için gerekli enzimlere ait genlerin transkripsiyonunu uyarır 

(86). Androjen reseptörleri, Sertoli hücrelerinde ve peritübüler myoid hücrelerinde 

yerleĢim gösterir (87). 

 

 

2.1.8.3. Peritübüler Myoid Hücreler 

 Öncü-Sertoli hücrelerindeki Sry ekspresyonuyla beraber baĢlayan testiküler 

geliĢim sırasında, mezonefrozdan geliĢmekte olan gonada, hücre göçü devam eder 

(88, 89). Bu göç eden hücrelerden bazıları peritübüler myoid hücreler haline gelir ve 

Sertoli hücreleri ile etkileĢime geçerek bazal membran kordonunu oluĢturur. 

Peritübüler myoid hücrelerin geliĢim ve farklılaĢması Sertoli hücrelerinden eksprese 

olan ve peritübüler myoid hücrelerinde reseptörü bulunan Dhh kontrolünde geliĢir 

(90). Mezonefrozdan göç eden hücreler aynı zamanda Leydig hücre ve 

interstisiyumda bulunan vasküler yapının geliĢimine de katılır (79).  

 

 Peritübüler myoid hücreleri yassı, düz-kas-benzeri hücreler olup testiküler 

kordonları sarar. Farede, bu hücreler sadece tek kat Ģeklinde bulunur (91). Myoid 

hücreler birbirlerine bağlantı kompleksleri ile bağlanır ve çok miktarda aktin filamanı 

içerir. Bu aktin filamanları, seminifer tübüllerin düzensiz kasılmalarına olanak sağlar 

ve böylece Sertoli hücrelerince üretilen salgının ve spermatositlerin lümene atılmasını 

kolaylaĢtırır (92). Bu hücreler, Sertoli hücre fonksiyonunu etkileyen, hücre dıĢı 

matriks bileĢenleri ve büyüme faktörleri gibi diğer bazı maddeler de salgılarlar (91). 

Myoid hücrelerin, testis geliĢimi için gerekli olan androjen reseptörü içerdiği ve 

retinol iĢlevinde görev aldığı da bilinmektedir (91). Özetle, myoid hücreleri testisin 

yapısal bütünlüğünün korunmasında ve normal spermatogenik fonksiyonun 

iĢlemesinde görev üstlenmektedir. 

 

 

2.1.8.4. Endotelyal Hücreler 

Her iki cinsiyete ait gonadlar, fötal dönemlerde oldukça yoğun damarlanma 

gösterir (13, 82). Testisteki endotelyal hücreler, özellikle anti-mezonefrik yüzeyde ve 

testis kordonları arasındaki bölgelerde yoğun bir damarlanma gösterir (27). Kan 

damarları ve testis kordonları, birbirlerini tamamlayan yapılar olduğundan, testis 

kordonlarının oluĢumu ve vasküler yolak arasında karĢılıklı bir etkileĢim söz 

konusudur. Son yıllarda yapılan bir çalıĢmada, germ hücrelerinin kendi-kendilerini 

yenileme kapasitelerinin, farklılaĢmamıĢ olan spermatogoniyanın vasküler ağa yakın 

bir konumda yerleĢim göstermesine bağlı olduğu gösterilmiĢtir (93). Vasküler sistem, 

aynı zamanda testis matürasyonu ve fonksiyonu için gerekli olan Leydig ve Sertoli 

hücrelerince üretilen hormonların dolaĢıma katılmasını da sağlar. 
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2.1.9. Spermatogenezin Hormonal Kontrolü 

 Testiküler fonksiyonun gerçekleĢebilmesi için, hipotalamustan salınan 

gonadotropin salgılayıcı hormon (GnRH)‟un salgılanması ve bunun hipofizi uyararak 

FSH ve LH gibi, testis üzerinde direkt etki gösteren, glikoprotein yapısındaki 

hormonları salgılatması gerekir. Testiküler fonksiyonun düzenlenmesinde 

gonodotropin üretimini negatif yönde etkileyen aktivin, inhibin ve follistatin gibi 

hormonlar da rol oynar. Ġlerleyen bölümde spermatogenezin hormonal kontrolü ve 

hormonların Sertoli ve Leydig hücreleri üzerindeki özel fonksiyonları anlatılacaktır. 

ġekil 2.1.9.1. hipotalamus-hipofiz-gonad aksında LH, FSH, aktivin, inhibin ve 

follistatin‟in spermatogenez düzenlenmesindeki rolü özetlenmiĢtir.  

                          

ġekil 2.1.9.1. Spermatogenezin hormonal kontrolü. Gonadotropin salgılatıcı hormon (GnRH), 

hipotalamus tarafından salgılandıktan sonra hipofizi etkileyerek buradan Luteinize edici 

hormon (LH) ve folikül stimule edici hormon (FSH) gibi gonodotropinlerin 

salgılanmasını uyarır. LH, Leydig hücrelerini uyararak testosteron üretimini sağlar; 

testosteron, Sertoli hücreleri üzerinde rol oynar ve germ hücre davranıĢını düzenler. 

FSH Sertoli hücreleri üzerinde etkisini göstererek bu hücrelerin proliferasyonunu 

düzenler ve indirekt olarak germ hücre sayısını belirler. Aktivin, inhibin ve follistatin, 

testis geribildirimiyle FSH seviyesini düzenlemek için hipofizden üretilir (Gregory et 

al, 2004‟den adapte edilmiĢtir). 
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2.1.9.1. Follikül Stimüle Edici Hormonun Rolü 

 Erkek bireylerde FSH, Sertoli hücre sayısının belirlenmesi, sperm üretiminin 

indüklenmesi ve devamlılığı için gereklidir. Testiste, FSH reseptörünün ekspresyonu 

(FSH-R) yalnızca Sertoli hücreleriyle sınırlıdır (94). Spermatogenez olayında FSH‟ın 

birincil rolü, puberte öncesi dönemde Sertoli hücre proliferasyonunun indüklenmesidir 

(95). GnRH hasarlı farelere testosteron verildiğinde bu hayvanlarda kalitatif olarak 

normal spermatogenez görülmesine rağmen testis büyüklüğünde ve germ hücre 

sayısında azalma olmaktadır. Testosterona ilaveten FSH verilen aynı hayvanlarda hem 

kalitatif olarak normal spermatogenez hemde normal testis büyüklüğü görülmektedir 

(96, 97). Ayrıca, FSH‟ın neonatal ve pre-pubertal
 

testislere eklenmesiyle testis 

büyüklüğünün normalden daha fazla arttığı ve Sertoli hücre sayısının artmasına bağlı 

olarak toplam germ hücre sayısının da daha yüksek olduğu gösterilmiĢtir (96, 98). 

Özetle, FSH ekspresyonu, Sertoli hücre proliferasyonunu ve matürasyonunu 

etkileyerek testisin büyüklüğünü ve dolayısıyla testisin spermatozoa yapım 

kapasitesini etkilemektedir. 

 

 FSH düzeyi, hipofiz bezindeki aktivin, inhibin ve follistatin aktivitesi ile 

belirlenir. Aktivin, hem FSH salgılanmasını hemde FSHβ mRNA ekspresyonunun 

artmasını sağlarken, inhibin ve follistatin bu mRNA ekspresyonunu azaltmakta ve 

belirlenemeyecek düzeylere kadar yıkıma uğratmaktadır (99-103). Aktivin ve 

follistatin gonad, hipofiz ve hipotalamus tarafından sentezlenir (104). Follistatin, 

aktivine dönüĢümsüz olarak bağlanarak aktivitesini negatif yönde düzenler. Ġnhibin, 

Sertoli hücrelerinden dolaĢıma salgılanır ve hipofizde aktivin tip II reseptörüne 

bağlanarak FSH salgılanmasını baskılar. Böylece aktivin sinyali durdurulur. 

DolaĢımdaki FSH düzeyinin, yeri geldiğinde Sertoli hücrelerince üretilen inhibin 

üretimini düzenlemesi bu olayın, klasik bir negatif kontrol mekanizmasıyla çalıĢtığını 

gösterir.  

 

 

2.1.9.2. Luteinize Edici Hormonun Rolü 

 LH, heterodimerik bir glikoprotein olup hipofizden GnRH stimülasyonuna 

yanıt olarak eksprese olur. LH reseptörleri (LH-R) baĢlıca Leydig hücrelerinde 

bulunmasına rağmen reseptöre ait boyanmalara spermatogenik hücrelerde de rastlanır 

(105). LH-R eksik (null) erkek fareler, fenotipik olarak normal doğmakta ve vahĢi-tip 

yavrulardan ayırt edilememektedir. Ancak, postnatal farelerde, testiküler büyüme ve 

testiküler inme defektleri, eksternal genitallerin ve aksesuar bezlerin olgunlaĢmasında 

durma ve spermatogenezin yuvarlak spermatid basamağında durması  (arrest olması) 

gibi bozukluklar görülür. Bu farelerde, Leydig hücre sayısı ve hacmi de anlamlı bir 

Ģekilde azalır. Testiküler testosteron üretimi, neonatal mutant ve vahĢi-tip hayvanlarda 

aynıyken, yetiĢkin homozigot mutant farelerde anlamlı bir azalma söz konusudur. Bu 

nedenle, LH‟nın fötal fare Leydig hücrelerinin farklılaĢma ve fonksiyonu için gerekli 

olmadığı ancak yetiĢkin Leydig hücrelerinin endokrin fonksiyonunda görev aldığı 

düĢünülür (106, 107).  

 

 LH fonksiyonu, özellikle testisteki Leydig hücrelerinden üretilen testosteron 

sentezinin düzenlenmesinde gereklidir (108). LH-R knockout farelere dıĢarıdan 

testosteron verildiğinde bu hayvanlarda spermatogenezin kurtarıldığı gösterilmiĢtir 
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(105, 109). Testosteron uygulaması aynı zamanda, hem FSH hem de LH dan yoksun 

olan erkek farelerde spermatogenezin kurtarılmasını baĢarmıĢtır (97). Testosteron 

fonksiyonu, cinsiyet farklılaĢmasının düzgün gerçekleĢebilmesi ve spermatogenezin 

normal devam edebilmesi için gereklidir. Testosteron‟un ortamdan çıkarılmasıyla, ilk 

olarak yuvarlak spermatidlerin ve daha sonra uzamıĢ spermatidlerin kaybolduğu 

gösterilmiĢtir (110). Germ hücreleri ile Sertoli hücreleri arasındaki adezyon da 

androjen-bağımlıdır. Testosteron‟un azalmasıyla beraber matür uzamıĢ spermatidlerin 

fagositoza uğradığı ve yuvarlak spermatidlerin prematür olarak kaldığı gözlenmiĢtir 

(111-113).  

 

 

2.2. Hedgehog Sinyal Yolağı 

Hedgehog (Hh) ailesi proteinleri birçok dokunun geliĢiminde rol oynar. Hh 

geni ilk olarak, sirke sineği Drosophila‟da tanımlanmıĢtır (2). Hh geni çıkartılan 

Drosophila embriyolarında, vücudun ön ve arka kısımlarında dikenlere benzer 

çıkıntılar oluĢmuĢtur ve bu fenotipten dolayı bu gene “hedgehog” (kirpi) adı 

verilmiĢtir. Memelilerde 3 Hh geni homoloğu tanımlanmıĢtır: Sonic Hedgehog (Shh), 

Indian Hedgehog (Ihh) ve Desert Hedgehog (Dhh). Bundan sonraki bölümde Hh 

sinyalinin biyolojik yanıta nasıl çevrildiği anlatılacaktır. 

 

 

2.2.1. Hedgehog Sinyal Transdüksiyon Mekanizması 

Yeni sentezlenen Hh ligandının, biyolojik aktivitesini yerine getirebilmesi için, 

N ve C uçlarından sırasıyla palmitat ve kolesterol grupları bağlanır (114, 115). Hh 

ligandına kolesterol ve palmitatın bağlanması Hh fonksiyonu için önemlidir. 

Kolesterol modifikasyonu, hücre membranına bağlanmayı kolaylaĢtırıp ligandın 

hareketini düzenlerken 16-karbonlu doymuĢ yağ asidi olan Palmitat, Hh ligandının 

hangi bölgeye dağılacağını düzenlemektedir.  

 

Hh ligandı için baĢlıca reseptör, 12-transmembran proteini olan Patched 

(Ptc)‟dir. Bugüne kadar tüm Hh üyelerine benzer afinite ile bağlanan 2 esas Ptc 

reseptörü tanımlanmıĢtır; Ptc1 ve Ptc2 (116). Yakın bir zamanda, testis-spesifik bir 

Ptc geni bulunmuĢ olup Ptc3 olarak adlandırılmıĢtır (117). Ancak, bu reseptörün Hh‟a 

bağlanma kapasitesi henüz tanımlanmamıĢtır.  

 

Hh ligandının, hücre yüzeyinde reseptörüne bağlanmasının ardından sinyal 

yolağının nasıl aktive olduğu henüz net olarak bilinmemesine rağmen, Hh ligandı 

ortamda bulunmadığı zaman, Ptc‟nin, 7-transmembran G-protein-reseptör-benzeri 

reseptör olan Smootened (Smo)‟ya bağlanarak, Smo aktivitesini baskıladığı 

bilinmektedir. Hh ligandının ortamda bulunması ve reseptörü olan Ptc‟ye 

bağlanmasının ardından Smo serbest kalmakta ve Protein Kinaz Alfa (PKA) aracılı 

fosforilasyonu gerçekleĢerek Smo aktifleĢmektedir. Smo, doğası gereği sürekli olarak 

aktif olmasına rağmen, Hh ligandının olmadığı durumlarda, Smo‟nun hücre yüzeyine 

lokalizasyonu primer reseptör Ptc tarafından baskılanmakta ve Smo  

durağan bir durumda kalmaktadır (118, 119). Ptc‟nin Smo aktivitesini 

baskılaması ile ilgili mekanizma henüz tam olarak bilinmemesine rağmen Ptc‟nin 

katalitik bir fonksiyonu olabileceği düĢünülmektedir (ör; tek bir Ptc molekülü birçok 
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Smo molekülünü inhibe edebilmektedir). Bu anlamda, Ptc ve Smo‟nun birbirlerine 

bağlanması veya birlikte lokalize olması gerekmemektedir (120). 

 

Smo‟nun alt sinyal çalıĢma yolağı henüz tam olarak anlaĢılamamıĢtır. 

Günümüzde bilinenler, Hh reseptörünün Ptc‟ye bağlanmasıyla Ptc tarafından Smo 

baskılanmasının ortadan kalktığı ve Smo‟nun hücre içi sinyal aktivitesini baĢlattığıdır 

(121-123).  

 

Hh sinyal yolağı, Gli transkripsiyon faktörleri (Gli1,Gli2, Gli3) aracılığı ile 

aktivitesini gerçekleĢtirir. Bu transkripsiyon faktörlerinin hem aktivatör hemde 

repressör fonksiyonları bulunmaktadır. Gli2 ve Gli3, pretolitik yarıklanmaya gitmekte 

ve transkripsiyonel aktivatör ya da inhibitör olarak görev görmektedir. Gli1 ise bir 

bütün olarak hücre nükleusuna giderek Hh aktivitesini baĢlatmaktadır (ġekil 2.2.1.1.).  

 

Hh yolağı inaktif olduğunda, Gli transkripsiyon faktörleri, Fu ve SuFu olarak 

adlandırılan hücre içi sinyal transdüktörleri tarafından sitoplâzmada tutularak 

aktivitesi engellenmektedir. Fu‟nun fonksiyonu tam olarak bilinmemesine rağmen 

SuFu Hh sinyal yolağının negatif regülatörü olarak bilinmektedir. Yolak 

aktifleĢtiğinde, Gli transkripsiyon faktörleri, SuFu‟dan ayrılarak ve nükleusa gitmekte 

ve ilgili genlerin aktivitesini kontrol etmektedir (ġekil 2.2.1.1.) 

 

 
ġekil 2.2.1.1.  Hh sinyal yolağı. Hh proteinleri salgılandıktan sonra hücre yüzeyindeki reseptörüne 

bağlanır. Hh ligandının yokluğunda, yolak inaktiftir; transmembran reseptör olan Ptc, 

Smo ve diğer transmembran proteinlerinin aktivitesini inhibe eder. Bu durumda, Gli 

transkripsiyon faktörlerinin nükleusa girmesi Fu ve SuFu tarafından önlenir. Sonuç 

olarak Hh hedef genlerinin trankripsiyonu engellenir. Yolağın aktivasyonu Hh 

ligandının Ptc reseptörüne bağlanmasıyla baĢlar. Ligand bağlanmasıyla Smo aktifleĢir 
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ve hücre içindeki diğer sinyal yolaklarını uyararak Gli1‟in nükleusa geçmesini ve 

transkripsiyonun baĢlamasını uyarır. (Pasca di Magliano 2003‟den modifiye edilmiĢtir). 

 
ġekil 2.2.1.2.   Hh sinyal yolağı Gli transkripsiyon faktörleri. Memelilerde 3 adet Gli geni vardır ve her 

birinin değiĢik aktivatör ve repressör fonksiyonu bulunur. Yalnızca Gli1 yarıklanmamıĢ 

formda bulunur ve aktivatör olarak görev görmektedir. Gli 2 ve 3 proteolitik 

yarıklanmaya gitmekte ve transkripsiyonel aktivatör ya da inhibitör olarak görev 

görmektedir. 

 

 

2.2.2. Hedgehog Sinyalinin GeliĢimdeki Rolü  

Hh proteinleri, birçok doku ve organın geliĢiminde ana düzenleyici olarak 

görev yapmaktadır. GeliĢimin düzenli olarak ilerleyebilmesi için Hh yolağı 

aktivasyonu sıkı bir Ģekilde kontrol edilmelidir. ġöyleki; bu yolağın aĢırı aktivasyonu 

birçok geliĢimsel defektlere ve tümör oluĢumuna neden olmaktadır. Devam eden 

bölümde Hh sinyalinin geliĢimi nasıl düzenlediği ile ilgili günümüzde bilinen bilgiler 

sunulacaktır.  

 

 

2.2.2.1. Embriyogenezde Hedgehog Sinyalinin Rolü 

Hh sinyal yolağı, embriyonik geliĢimin pek çok aĢamasında görev almaktadır.   

Drosophila larvasında mutant Hedgehog proteini, vücut ekseninin geliĢimini 

bozmaktadır. Bu keĢiften sonra, Hh‟ların hücre büyümesi ve Ģekillenmesindeki rolü 

daha fazla anlaĢılmaya baĢlamıĢ ve özellikle uzuv geliĢimindeki rolü çokça 

çalıĢılmıĢtır (124). 

 

Hh proteinleri doku organizasyonu ve diğer değiĢik geliĢimsel olaylarda 

önemli bir rol oynamaktadır. 3 Hh geninin her biri, geliĢimsel olarak düzenlenmekte 

ve çeĢitli dokuların oluĢumuna katılmaktadır. Shh, farede en yüksek miktarda eksprese 

olan Hh ailesi üyesidir. GeliĢmekte olan fare embriyosunda, Shh mRNA‟sı notokord, 

nöral tüp ve uvuz tomurcukları gibi yapılarda lokalizedir (125). Shh ayrıca, diĢ, saç, 

yanak, bağırsak, mesane, duktus deferens, üretra, akciğer ve prostat gibi dokularda da 

bulunmaktadır (126, 127). Shh geni çıkartılmıĢ (Shh
-/
)
-
 farelerin birçoğu doğumdan 

önce ya da doğumda ölmektedir (Table 1). Shh genindeki mutasyonlar, hem insanlar 

hemde farelerde önbeyin yarıklanmasının tamamlanamaması, yüz defektleri, göz 

defektleri ile karakterize olan holoprosencephaliye neden olmaktadır (125). Shh
-/-

 fare 

embriyoları birçok büyüme geriliği de göstermektedir ve vahĢi tiplerdeki gibi ön ve 

arka ekstremiteler bulunmamaktadır (125). Bu farelerde, spinal kord ve aksial iskelet 
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Ģekillenmesinde de defektler bulunmaktadır. Ayrıca, akciğerleri yeterince 

büyüyememekte ve dallanamamaktadır (128).  

 

Ihh, baĢlıca bağırsakta ve kondrositlerde eksprese olmaktadır (126). Ihh 

ekspresyonuna meme bezi, uterus ve ovaryumda da rastlanmaktadır (127, 129). Ihh  

geni çıkartılmıĢ (Ihh
-/
)
-
 embriyolarının neredeyse yarıdan fazlası E10.5. ve E12.5‟de 

ölürken, diğer bazıları gebeliğin sonuna kadar geliĢimlerini sürdürdüğü ancak 

solunum yetmezliğinden dolayı doğumla birlikte öldüğü gözlenmiĢtir. Kıkırdaktaki 

ekspresyonuyla uyumlu olarak Ihh, iskelet geliĢiminin düzenlenmesinde rol 

oynamaktadır. Ihh
-/-

 fareler çeĢitli kemik anomalileri gösterirler; bu bireyler vahĢi-tip 

akranlarına göre daha kısa boylu, daha kısa kafa ve yüz elemanlarına sahip ve daha 

kısa kuyrukludurlar. Bu farelerde gözlemlenen ve yukarıda belirtilen anormalliklerin 

kondrosit proliferasyonu ve osteoblast geliĢimi defektlerinden kaynaklanabileceği 

düĢünülmektedir (130).  

 

Dhh, Sertoli hücrelerinde eksprese olmakta ve baĢlıca etkisini geliĢmekte olan 

testiste göstermektedir (6). Dhh ayrıca kraniyal ve spinal sinirlere ait duyu ve motor 

nöronların aksonlarını saran Schwann hücrelerinde de eksprese olmakta ve peripheral 

sinirlerin çevresindeki bağ doku kılıfını oluĢturmaktadır (131). 

 

2.2.2.2. Kanser OluĢumunda Hedgehog Sinyalinin Rolü 

Daha önce yapılan çalıĢmalarda, Hh sinyal yolağı aĢırı aktivasyonunun 

yetiĢkin dokularında, tümör oluĢumuna ve devamlılığına katıldığı vurgulanmaktadır. 

Hh yolağının aĢırı aktivasyonu, gerek Hh‟nin aĢırı artması (ligand-bağımlı) gerekse 

sinyal yolağındaki mutasyonlardan (ligand-bağımsız) kaynaklanabilir. Hh sinyal 

yolağının kanser oluĢumundaki rolü ile ilgili seçilmiĢ bilgiler aĢağıda verilmektedir.  

 

Hh-aĢırı ekspresyonuyla tanımlanan ilk tümör, small-cell lung cancer 

(SCLC)‟dir. SCLC doku analizleri, 10 adet tümör olgusundan 5 adedinde hem Shh 

hemde Gli1 ekspresyonu olduğu gösterilmiĢtir (132). SCLC hücre soyunun büyümesi, 

anti-Shh antikoru veya cyclopamine olarak adlandırılan inhibitörle inhibe edilebilmiĢ 

ve Hh yolağının ligand bağımlı aktivasyonunun, SCLC büyümesini tetiklediği 

belirtilmiĢtir. Hh yolağının aĢırı regülasyonu, insan pankreas tümörlerinde de 

gözlenmiĢtir (133, 134). Shh ekspresyonunun arttığı transgenik hayvanların pankreas 

epitelinde, pankreatik kanser prekürsör lezyonuna (PanINs) benzer anormal tübüler 

kompleks oluĢumuna rastlanmıĢtır (133). Bu fenotip, pankreatik karsinogenezin erken 

lezyonu sayılan insan PanIN-1 ile benzerlik göstermektedir. Ayrıca, primer ve 

metastatik pankreas adenokarsinomu gösteren hücre soylarında da aktif Hh sinyaline 

rastlanmıĢtır. Cyclopamine ile Hh sinyalinin inhibe edildiği bu hücre soylarında 

apopitoz ve proliferasyonun durduğu gözlenmiĢtir (133). Ptc1 gen aktivasyonunun 

mutasyona bağlı olarak bozulmasıyla, Hh sinyalinin devamlı aktive edilmesi sonucu, 

hem insanlarda hemde farelerde Gorlin‟s sendromuna rastlanmıĢtır (135, 136).  

 

Bu hastalık, geliĢimsel anomaliler ve basal cell karsinoma, medullablastoma ve 

ovarian fibroma gibi postnatal kanser oluĢumu ile karakterizedir. Hh sinyalinin 

devamlı aktivasyonuyla beraber insidansı artan diğer neoplazmalar, fibrosarkoma, 
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meningiomas, rhabdomyosarkoma ve kardiak fibromadır. Hh sinyalinin, Smo’dan 

kaynaklı mutasyona bağlı olarak artıĢında da, basal cell karsinomaya sıklıkla rastlanır 

(137, 138). Doğal olarak bulunan ve bir steroid alkoloid olan cyclopamine, Smo 

reseptörü antagonisti olarak çalıĢarak Hh sinyalini inhibe eder (49). Embriyonik 

geliĢim sırasında cyclopamine uygulaması (Hh sinyalinin durdurulması), hayvanlarda 

cyclopia ve holoprosencephaly oluĢumunu sağlar. Bu durum, Hh yolağı 

mutasyonundan kaynaklanan tümörlerin tedavisi için cyclopamine‟nin törapotik bir 

ajan olabileceğini düĢündürür. 

 

Bazı tümörlerde ise, SuFu inaktivasyonundan kaynaklanan Hh sinyali aĢırı 

ekspresyonu olduğu belirtilmektedir. 2004 yılında yapılan bir çalıĢmada, prostat 

kanserinde hastalığın ilerlemesini derecelendiren bir skor olan Gleason skoru (yüksek 

skor, hastalığın ilerlediğini ifade etmektedir), birçok prostat kanser örneklerinde 

yüksek olarak bulunmuĢtur ve bu örneklerde SuFu proteinine rastlanmamıĢtır. DüĢük 

Gleson skorlu hastalarda ise belirlenebilir düzeyde SuFu proteine rastlanmıĢtır. 

Böylece, SuFu‟nun ortamda bulunmaması ile prostate kanseri ilerlemesi arasında bir 

iliĢki olabileceği öne sürülmüĢtür (139). PC3 prostat kanser hücre soyunun, 

cyclopamine ile muamele edilmesi sonucunda azalan Hh sinyaliyle beraber hücre 

proliferasyonunun ve hücre invazyon yeteneğinin de azaldığı gösterilmiĢtir (139). Bu 

nedenle, Hh sinyal aktivasyonu hem hücre proliferasyonunu hemde prostat kanseri 

hücrelerinin invazyon yeteneklerini düzenlemektedir. Bazı akciğer kanserlerinde 

SuFu‟nun inaktif olduğu belirlenmiĢtir. Buda yine, SuFu‟nun tümör-baskılayıcı rolünü 

açıklamaktadır (140).    

 

Hh yolağının sürekli aktivasyonuyla baĢlatılan alt yolak mekanizmalar 

hakkında henüz yeterli bilgi bulunmamasının baĢlıca nedeni, Gli transkripsiyon 

faktörlerince kontrol edilen genlerin henüz tam olarak anlaĢılamamıĢ olmasıdır. Hücre 

siklusu düzenleyicileri ve anti-apopitotik faktörler, Hh sinyalinin alt yolakları arasında 

gösterilmektedir. Memelilerde yapılan değiĢik çalıĢmalarda, Hh sinyalinin, D-

siklinlerin düzenlenmesinde rol aldığı ifade edilmektedir (141-143).  Dolayısıyla, 

kontrolsüz bir Hh sinyali nedeniyle hücre siklusu düzenleyicilerinin uygunsuz bir 

biçimde aktivasyonu tümör oluĢumunu tetikleyebilir.  

 

Bir proto-onkogen olan ve cerebellar granül nöron prekürsörlerinde hücre 

siklusu ilerlemesini düzenleyen N-myc, Shh yolağının direkt hedefi olarak 

tanımlanmaktadır (144). Myc proteinlerinin aktivitesi, birçok hücre tipinde 

proliferasyon ve/veya transformasyonu yönlendirdiği ifade edilmektedir (145). 

Ayrıca, yoğunluklu olarak Gli2‟nin, daha az etkili olarak da Gli1‟in anti-apopitotik 

faktör olan Bcl2’nin, insan epidermal hücrelerindeki ekspresyonlarını artırdığı 

gösterilmiĢtir (146, 147). Basal cell karsinomada, Gli1, Gli2 ve Bcl2 aĢırı eksprese 

olmakta ve hepsi aynı hücrede ekspresyon göstermektedir (146, 147). Bu durum, 

bozulmuĢ Hh sinyalinin tümörlerde hücre proliferasyonunu yönlendirmekle kalmayıp, 

Bcl2 gibi prosurvival faktörlerin ekspresyonunu indükleyerek tümörlerin oluĢumuna 

ve devamlılığına katkı sağladığını göstermketedir.  

 

Bu bilgiler, ligand bağımlı ya da ligand-bağımsız yoldan kontrolsüz Hh yolağı 

aktivasyonunun, birçok kanserin baĢlamasına ve ilerlemesine katkı sağladığını 

gösterir.  
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2.2.2.3. Testiste Hedgehog Sinyal Yolağı 

Hh sinyalinin, gonadlar, uterus, prostat ve meme bezi gibi üreme organlarında 

rolü olduğu bilinmektedir (127). Hh sinyalinin, özellikle memeli spermatogenezinin 

düzenlenmesinde, önemli rol oynadığı vurgulanmaktadır.  

 

Dhh, memeli testisinde eksprese olmakta ve testis oluĢumunda ve germ hücre 

geliĢiminde fonksiyon görmektedir. Dhh mRNA‟sı ilk olarak, Sry ekspresyonunun 

baĢlamasından hemen sonra, kemirgen fötal testisinin Sertoli hücrelerinde E11.5‟de 

gözlenmektedir ve yetiĢkin dönemde de devam etmektedir (6). Dhh geni için genetik 

olarak eksik (null) olan erkek farelerde, matür sperm üretimi gerçekleĢmemesine 

rağmen diĢi farelerde belirgin bir fenotip değiĢikliğine rastlanmamaktadır (6). Dhh
-/- 

fenotipi ilk olarak 129/Sv türü farelerde tanımlanmıĢtır (6). Bu hayvanlarda E18.5‟den 

itibaren vahĢi türlerine göre, testis hacimlerinde azalma ve tübüllerinde germ 

hücrelerinin olmadığı gözlenmiĢtir. Dhh-null farelerin karıĢık genetik backgrounda 

sahip olanları daha hasarlı fenotip sergilemiĢlerdir; bu hayvanlardan %92.5‟i feminize 

olmuĢlardır (pseudohermaprodit) (90). Feminize Dhh-null yetiĢkin erkeklerin 

seminifer tübülleri, peritübüler doku defektinden dolayı düzensiz ve anostomiktir. Bu 

hayvanlarda peritübüler myoid hücreler, olgunlaĢmamıĢ bir görünüme sahip olup 

testisin interstisiyel bölgelerinde fötal Leydig hücresi ve birkaç yetiĢkin-tip Leydig 

hücreleri bulunmaktadır (90). Dhh-null erkek fenotipi, peritübüler hücre 

anormallikleri ve bozulmuĢ spermatogenez göstermektedir. Dhh-null fötal testis 

incelendiğinde, bu defektlerin aslında embriyonik dönemdeseminifer kordonların 

oluĢumunun baĢladığı, E13.5‟den itibaren baĢladığı anlaĢılmaktadır (148). Hh‟ların 

seminifer kordon oluĢumundaki rolleriyle uyumlu olarak, E11.5 kemirgen gonadına in 

vitro cyclopamine uygulandığındabu gonadlarda, kontrollerle kıyaslandığında 

seminifer kordonların bozulduğu ve organizasyonu bozulmuĢ laminin çökmesi olduğu 

gözlenmiĢtir (149). Cyclopamine uygulaması, aynı zamanda fötal Leydig hücre 

farklılaĢmasında da hasarlara neden olmuĢtur. 

 

Hh sinyalinin, insan normal testis geliĢimi için de kritik olduğu bilinmektedir. 

XY kromozoma sahip ancak testis geliĢimi gerçekleĢemeyen kiĢilerde (46,XY pure 

gonad disgenez sendromu), bu durum, yaklaĢık %10-15 Sry geni bozukluğundan 

kaynaklansa da, bu kiĢilerin DHH genlerinde de mutasyon olduğu bilinmektedir 

(150).  

 

Hh yolağı elemanlarıın testisteki ekspresyonu ile ilgili yeterince bilgi 

bulunmamaktadır. Gli1 ve Gli3 mRNA ekspresyonu, izole edilen fare Tip A ve Tip B 

spermatogoniyalarda, Northern Blot yöntemi ile gösterilmiĢtir (151). Gli1 proteini, 

yetiĢkin fare testisinde pakiten spermatositlerin çekirdeğinde yerleĢim göstermekte ve 

yuvarlak spermatid basamağına kadar varlığını korumaktadır; uzamıĢ spermatidlerde 

ise bu protein artık sitoplâzmaya geçmektedir (7). Bu durum, Gli1 proteininin 

spermatogenez üzerindeki etkisinin, uzamıĢ spermatid aĢamasında kaybolduğunu 

göstermektedir.  

 

Ġnsan Gli1 geni, fare germ hücrelerinde deneysel olarak aĢırı-eksprese edildiği 

zaman, bu hayvanlarda spermatogenez, pakiten spermatosit basamağında 
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duraklamaktadır. Bu trangenik hayvanlarda seminifer tübüller, vahĢi-tip farelerle 

karĢılaĢtırıldığında yüksek oranda bozukluk göstermektedir (7).  

 

Testiste Ptc1 mRNA sentezi Leydig ve peritübüler hücrelerde vardır. Dhh/Ptc1 

sinyali özellikle fötal Leydig hücrelerinin farklılaĢması için gereklidir (6, 83). 

Radyoaktif in situ yöntemi kullanılarak da Ptc2 ve Fu mRNA‟ları spermatositlerde 

gösterilmiĢtir (116). Bu bilgiler ıĢığında, Hh sinyalinin önemi ve normal 

spermatogenezde rolü olduğu anlaĢılmaktadır. Ancak, bu yolağın ne zaman ve hangi 

hücrelerde eksprese olduğu ile ilgili henüz yeterince bilgi bulunmamaktadır. 
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Hipotez ve Amaç 

 

Yukarıda verilen bilgiler, Hh sinyal yolağının spermatogenezi de içeren birçok 

geliĢimsel olayda rol oynadığını göstermektedir. Bu tezdeki çalıĢma, Hh sinyal 

yolağının spermatogenezin farklı geliĢimsel dönemlerindeki kök hücrelerde eksprese 

olduğu ve spermatogenezi düzenlediği hipotezini desteklemeye yönelik yapılmıĢtır. 

 

Bu tezin amaçları aĢağıdaki gibidir: 

 

1. GeliĢmekte olan ve yetiĢkin sıçan testisinde Hh sinyal yolağına ait elemanların 

mRNA ekspresyonlarını belirlemek. 

 

2 Radyasyona maruz kalmıĢ sıçan testis modelini kullanarak yetiĢkin testisküler kök 

hücrelerdeki Hh sinyal yolağı elemanlarının mRNA ekspresyonunu belirlemek. 

 

3. Embriyonik geliĢimleri sırasında Dibütilfitalat‟a (DBP) maruz kalan sıçanların 

testislerinde Hh sinyal yolağı elemanlarının mRNA ekspresyonunu araĢtırmak. 

 

4. Aktivin knock-out fare modelinde Hh sinyal yolağı elemanlarının testisteki mRNA 

ekspresyonlarını araĢtırmak. 

 

5. Postnatal testiste, damla kültür yöntemini kullanarak, cyclopamine ile Hh sinyal 

yolağının inhibe edildiği durumda, hangi genlerin ekspresyonlarının etkilendiğini 

belirlemek. 

 

6. Ġnsan seminoma, non-seminoma ve CIS testis örneklerinde, Hh sinyal yolağı 

elemanlarının ekspresyonunu araĢtırmak. 
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GEREÇ ve YÖNTEM 

 

 

Tez çalıĢmamızda kullanılan kontrol, fare (CBAxC57B16 F1) ve sıçanlar 

(Sprague Dawley), Monash Üniversitesi, Merkezi Hayvan Servisinden elde edildi. 

Testis dokuları elde edilmeden önce hayvanlar, dekapasitasyonla (genç fareler) ya da 

servikal dislokasyonla (genç ve yetiĢkin sıçanlar) ile öldürüldü. Bu hayvanların 

deneylerde kullanılması için gerekli izin, Monash Üniversitesi, Hayvan Deneyleri Etik 

Kurulundan alındı. 

 

 

3.1. Radyasyon Alan Sıçan Testis Modeli 

Radyasyon alan sıçan testis modeli, Hh sinyal yolağının yetiĢkin sıçan 

testisinde bulunan spermatogoniyal kök hücrelerdeki ekspresyonlarını araĢtırmak için 

ideal bir modeldir. Radyasyon uygulamasıyla radyosensitif olan farklılaĢmıĢ 

spermatogoniyalar ölmekte ve testis tübüllerinde farklılaĢmamıĢ spermatogoniyalar 

kalmaktadır (152). Herhangi bir tedavinin uygulanmadığı durumda, sadece radyasyon 

uygulanan hayvanlarda spermatogenezin yeniden baĢlaması, ya çok uzun bir zaman 

sonra gerçekleĢmekte ya da hiçbir zaman iyileĢme olmamaktadır.  

 

Bu modele ait testis dokuları, Harlan laboratuarı, Indianapolis,  USA‟den 

temin edilmiĢ olup, radyasyon alan sıçan testis modeli, aĢağıda açıklandığı Ģekilde 

oluĢturulmuĢtur: 

 

Bu modelde, 10 haftalık LBNF1 türü erkek sıçanlara (Lewis ve Brown–

Norway hibritleri) tek doz ve 6 Gy radyasyon uygulanmıĢtır. Bu hayvanlara, 

radyasyon alımından 15 hafta sonra, GnRH antagonistleri olan Cetrorelix pamoate ve 

Cetrorelix acetate (1.5mg/kg) tedavisi uygulanarak, spermatogenezin yeniden 

stimülasyonu sağlanmıĢtır (ġekil 3.1.1.). Spermatogenezdeki iyileĢme, tübüllerde B 

spermatogoniya veya daha sonraki basamaklara eriĢmiĢ germ hücresinin skorlanması 

ile belirlenmiĢtir (153). Radyasyon uygulamasından sonra, sadece radyasyona maruz 

kalan, ancak tedavi görmeyen gruba ait testisler (Grup A), 3 gün GnRH antagonisti 

tedavisi gören gruba ait testisler (Grup B), 1 hafta GnRH antagonisti tedavisi gören 

gruba ait testisler (Grup C) ve 4 hafta GnRH antagonisti tedavisi gören gruba ait 

testisler (Grup D) toplanmıĢtır (ġekil 3.1.1.). Tüm dokular Bouins fiksatifinde fikse 

edilerek, parafin bloklar hazırlanmıĢtır.  
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ġekil 3.1.1.  Radyasyon alan sıçan testis modelinin Ģematik Ģekli.  

 

 

GnRH antagonisti tedavisi ile beraber, spermatogenezdeki iyileĢmesi 

sürecinin, Hh sinyal yolağı ile iliĢkili olup olmadığını araĢtırmak amacıyla, yukarıda 

belirtilen gruplara ait testis dokularında, in situ hibridizasyon yöntemiyle Dhh, Ptc2, 

Smo, Gli1, Gli2, Gli3, Fu ve SuFu mRNA ve immünohistokimya yöntemiyle SuFu 

protein ekspresyonlarına bakılmıĢtır.  

 

 

3.2. Fötal Dönemde Dibütilfitalat (DBP)’ye Maruz KalmıĢ Sıçan Testisi Modeli 

Aynı model kullanılarak yapılan çalıĢmalar sonucunda, gebelikleri sırasında 

DBP‟ye maruz kalan diĢi sıçanların erkek yavrularında, Sertoli ve Leydig hücrelerinin 

yetersiz olgunlaĢtığı ve Sertoli hücre sayısının azaldığı, gonositlerinin anormal yapıda 

olduğu, geliĢimle ilgili bazı gen ekspresyonlarının daha uzun geliĢim aralığına 

yayıldığı ve yetiĢkinlik dönemlerinde üreme bozuklukları gösterdikleri belirlenmiĢtir 

(64). Dolayısıyla, bu model bozulan germ hücre geliĢiminin altında yatan 

mekanizmaların çalıĢılması açısından uygun bir modeldir. 

 

Bu modele ait testis doku örnekleri, The Quenn‟s Medical Research Institute, 

Edinburg, UK‟de bulunan Dr. Richard Sharpe‟ın laboratuarından temin edilmiĢ olup 

aĢağıda belirtildiği gibi oluĢturulmuĢtur: 

 

Bu modelde, Wistar türü gebe diĢi sıçanlara, gebeliklerinin 13.5-21.5. günleri 

arasında, oral gavaj yoluyla 1ml/kg mısır yağı içerisinde 500 mg/kg DBP (Sigma-

Aldrich
 
Co. Ltd., Dorset, UK) veya 0 mg/kg (kontrol) verilerek, bu sıçanlara ait erkek 

yavruların testisleri, E21.5‟de ve PND4‟de toplanmıĢtır (ġekil 3.2.1.). Tüm dokular 

Bouins fiksatifinde fikse edilerek, parafin bloklar hazırlanmıĢtır.  
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ġekil 3.2.1. Dibütilfitalat (DBP)‟ye maruz kalmıĢ sıçan testis modeli Ģematik Ģekli. 

 

 

DBP uygulaması sonucu bozulan germ hücre geliĢiminde, Hh sinyal yolağı 

elemanları aktivitesini araĢtırmak amacıyla, bu modele ait testis dokularında in situ 

hibridizasyon yöntemiyle Dhh, Ptc2, Gli1, Gli2 ve SuFu mRNA ve 

immünohistokimya yöntemiyle Vasa ve PCNA proteinlerinin ekspresyonlarına 

bakılmıĢtır.  

 

3.3. Aktivin Knock-Out (Inhba
-/-

) Fare Testis Modeli 

Aktivin, Transforming Growth Factor- (TGF-) süperailesinin bir üyesi olup, 

spermatogenezin ilk dalgasında önemli role sahiptir. Aktivin (Inhba), en fazla fötal 

dönemde eksprese olmakta ve farelerde E16.5‟den baĢlayarak ekspresyonu artarak en 

yüksek düzeyine, doğumdan sonraki bir hafta içerisinde ulaĢmaktadır (154) (ġekil 

3.3.1.). Aktivin, embriyonik dönemde gonositlerin, fazla prolifere olmalarını 

engellemek amacıyla, sessizlik fazında tutulmalarını sağlarken, doğum sonrasında 

aktivin ekspresyonu, gonositlerin spermatogoniya‟ya farklanmasını indüklemektedir. 

Aktivin transgenik fare modelinde, aktivin‟in yokluğunda, germ hücre sayısı artıĢ 

göstermekte ve Sertoli hücre sayısı azalmaktadır (155). Bu modelde, Hh sinyal 

yolağının, aktivin‟in yokluğundan nasıl etkilendiğinin araĢtırılması amaçlanmıĢtır.  

 
ġekil 3.3.1.    Fötal dönemde aktivin ekspresyonu. Aktivin, fötal testiste E16.5‟den, doğum sonrası ilk 

haftaya kadar olan zaman aralığında yoğun Ģekilde eksprese olmaktadır. 
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Bu modele ait testis doku örnekleri Baylor College of Medicine, Houston, 

Texas‟dan Dr. Martin Matzuk laboratuarından temin edilmiĢtir (156, 157). 

 

C57BL6/J türü farelerde embriyonik kök hücre teknolojisi kullanılarak 

oluĢturulan Inhba
-/- 

farelerde, Inhba geni bulunmamakta, bu hayvanlarda Aktivin A 

üretilmemekte ve bu hayvanlar çeĢitli doğum defektlerinden dolayı doğumun 0. 

gününde ölmektedir. ÇalıĢmamızda, aktivin geni çıkarılmıĢ farelerden, E13.5‟de, 

E17.5‟de ve doğumun 0. gününde (D0) testis dokuları elde edilmiĢtir. Tüm dokular 

Bouins fiksatifinde fikse edilerek, parafin bloklar hazırlanmıĢtır.  

 

Aktivin knock-out ve vahĢi tip fare testis dokularında, Hh sinyal yolağı 

elemanlarından Gli1 ve SuFu mRNA ekspresyon aktiviteleri in situ hibridizasyon 

yöntemiyle araĢtırıldı. 

 

 

3.4. Patolojik Ġnsan Testis Neoplazma Doku Örnekleri 

İn situ hibridizasyon analizleri için kullanılan patolojik neoplazma insan testis 

örnekleri (non-seminoma, seminoma ve CIS), Copenhagen Üniversitesi Patoloji 

bölümündeki Dr. Ewa Rajpert-De Meyts‟den elde edildi. Tümör örneklerinde, CIS 

hücrelerinin varlığı, De Meyts labaratuarındaki patologlar tarafından, Plasental-like 

alkalin fosfataz (PLAP) antikoru ile immünohistokimyasal olarak belirlenerek, teyid 

edildi (158). Ġnsan tümör dokularının temini ve bilimsel çalıĢmalarda kullanılması için 

gerekli izin, Danimarka Tıbbi AraĢtırma Etik Komitesinden alınmıĢtır. 

 

 

3.5. Seminifer Tübül Damla Kültürü 

Damla kültür, gonad geliĢiminde eksojen moleküllerin etkisinin çalıĢılabilmesi 

için ideal bir sistemdir (83, 149). Bu yöntemde, Hh sinyal yolağının inhibitörü 

(cyclopamine) kültür sistemine eklenerek, seminifer tübül parçaları cyclopamine 

varlığında ve yokluğunda kültüre edildikten sonra, Real Time-PCR yöntemiyle Hh 

hedef genlerinin nasıl etkilendiği belirlendi. Bu yöntem kısaca aĢağıdaki gibi 

gerçekleĢtirildi; 

  

Postnatal 1. gününde olan CBAxC57B16 F1 erkek fareler, dekapasitasyonla 

öldürüldü, testis dokuları mikrodiseksiyon yöntemiyle çıkarıldıktan sonra 1x PBS‟e 

yerleĢtirildi ve dekapsüle edildi. Ġnce makas yardımıyla seminifer tübüllerden kısa 

parçalar, kesilerek elde edidi (ġekil 3.5.1).  

 

Kültür için, iki farklı kültür medyumu hazırlandı:  

Deney grupları için, %0.1 oranında Bovine Serum Albumin (BSA, Sigma, 

A8412) ve Dulbecco‟s Minimal Eagle Medyum (DMEM, Gibco, 11054-020)‟dan 

oluĢan medyum içerisine Hh sinyal yolağı inhibitörü olan cyclopamine (Calbiochem, 

San Diego,CA, USA), 25 µM konsantrasyonda eklendi. Cyclopamine konsantrasyonu, 

daha önceki fare embriyonik gonad kültürler çalıĢmalarına dayanılarak belirlendi (83, 

149).  
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Kontrol grupları için ise, yine %0.1 oranında BSA ve DMEM‟den oluĢan 

medyum içerisine cyclopamine yerine, aynı miktarda etanol eklendi (cyclopamine, 

etanolde çözüldüğü için).  

 

Hazırlanan medyumlar (cyclopamine içeren medyum veya etanol içeren 

medyum), 90mm x 14mm boyutlarındaki Petri kaplarının kapak kısımlarına, pipet 

yardımıyla ve 30µl olacak Ģekilde, damla yapıldı. Her bir kapağa yaklaĢık 20 damla 

yapıldı. Kesilen seminifer tübül parçaları bu damlalara dikkatlice yerleĢtirildi. Tübül 

parçaları, damlalara yerleĢtirildikten sonra kapak dikkatlice ters çevrildi. Petri kabının 

alt kısmı, damlaların buharlaĢmasını önlemek amacıyla, 50 ml distile su ile 

dolduruldu. Damla içerisindeki seminifer tübüller, 24 saat boyunca 37
0
C de, %5 CO2 

etüvde kültüre edildi. 24 saat sonunda seminifer tübüller toplanarak Real time PCR 

için RNA ekstraksiyonu yapılana kadar -80
0
 de bekletildi. 

 

 
 

ġekil 3.5.1. Seminifer tübül damla kültürü yöntemi. 

 

 

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

Cyclopamine‟in ortamda bulunduğu (deney) ve bulunmadığı (kontrol) kültür 

medyumlarında 24 saat süreyle kültüre edilmiĢ olan postnatal 1. gündeki farelere ait 

testis tübül parçalarından, ilk olarak RNA izole edildi.  Total RNA, RNeasy extraction 

kit (Qiagen, Hilden,Germany) kullanılarak elde edildi. Kontamine olan DNA ise 

DNA-free kit (Ambion, Austin, TX, USA) kullanılarak temizlendi. RNA‟nın 

quantifikasyonu, Quant-iT RiboGreen RNA Assay Kit (Molecular Probes, Invitrogen) 

kullanılarak yapıldı. Komplementer DNA ise Superscript III Reverse Transcriptase 

(Life Technologies, Grand Island, NY) ve random hexamer primerleri kullanılarak 

elde edildi. 

 

 Her bir 10 µl RT reaksiyonu için, 5 µl Roche Diagnostics (Castle Hill, NSW, 

Australia) SYBR Green PCR Mix, 1 µl (10pmol/ul) hedef genlere ait forward ve 

reverse primerler, 2 µl kalıp cDNA ve 2 µl DEPC H2O eklenerek kuruldu.  

 

Kurulan bu reaksiyon 7900HT real-time system (Applied Biosystems) 

makinasında sırasıyla 95
0
 10 dakika, 95

0
 15 saniye, 62

0
 30 saniye ve 72

0
 30 saniye 

sürelerle ve 45 siklus olmak üzere yürütüldü. Her bir reaksiyon üç defa tekrarlandı ve 
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negatif kontrol olarak kalıp DNA yerine distile su konularak amplifikasyonun 

doğruluğu tespit edildi. Hedef genlere ait mRNA‟ların normalizasyonu için 18S RNA 

kullanıldı. Amplifiye olan ürünler melting curve analizi ile kontrol edildi. Ġstatistiksel 

analiz, student‟s unpaired t test ile yapıldı. Kontrol dokuların hedef mRNA değerleri, 

1 olarak kabul edildi ve deney grupları ile farklılıklar 1 değerinden kaç kat arttığı ya 

da azaldığı Ģeklinde hesaplandı. Yapılan çalıĢmada, 6 hayvanın ortalama değeri 

alınarak bulgular elde edildi. RT-PCR reaksiyonunda kullanılan primerler aĢağıdaki 

gibidir: 

 

Gli1     F 5‟-cttcaccctgccatgaaact-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‟-ccatccaatcggtagtagcg-3‟ 

 

 

3.6. In Situ Hibridizasyon ve Probların Hazırlanması 

Ġn situ hibridizasyon tekniği, parafin kesitlerde hedef mRNA ekspresyonunun 

araĢtırılması için kullanıldı. Ġlerleyen bölümlerde (Bölümler, 3.6.1.-3.6.1.6.) ilk önce 

in situ hibridizasyon tekniğinde kullanılan hedef mRNA‟ların (Prob), nasıl 

hazırlandığı ve in situ hibridizasyon protokolü anlatılacaktır. 

 

 

3.6.1. cDNA’ların DIG ile ĠĢaretlenmesi Öncesi PCR ile Elde Edilmeleri  

Bu metod ile SP6 ve T7 polimeraz promoterlarıyla iĢaretli PCR ürünü elde 

edildi. cDNA‟ların DIG ile iĢaretlenmesi öncesinde yapılan iĢlemler aĢağıda verildi. 

 

 

3.6.1.1.Dizayn Edilen Primerlerden PCR Ürünü Elde Edilmesi 

1) http://frodo.wi.mit.edu/ internet sitesinden yararlanılarak aĢağıda belirtilen 

primerler dizayn edildi. 

 

Dhh  F 5‟-ggagagccagtgaggacaag-3‟;  R 5‟-ggggttgtagttgggtacga-3‟ 

Ptc2 F 5‟-ggggttccccttattgaaaa-3‟;      R 5‟-actcagctcctgagccacat-3‟ 

Smo  F 5‟-ttcccgcactaacctaatgg-3‟;      R 5‟cagaagcaagggtcctgaag-3‟ 

Gli1  F 5‟-cttcaccctgccatgaaact-3‟;      R 5‟-tccagctgagtgttgtccag-3‟ 

Gli2  F 5‟-cagcaggacagctaccaaca-3‟;   R 5‟-tggctgaggagctagggata-3‟ 

Gli3  F 5‟-tgcccatcagctactcagtg-3‟;      R 5‟-accctgctgctctgactcat-3‟ 

Fu    F 5‟-gtgccctacaaagtgccaat-3‟;      R 5‟-cccgcatgatttcaatctct-3‟ 

SuFu F: 5‟-accaagtggatttggctttg-3‟:     R: 5‟-gttccactgttgggctgaat-3‟ 

 

2) Primerler, 10mM Tris içerisinde resüspanse edilerek stok solüsyonu elde edildi. 

(Ph:8.5; primerlere nmol değerleri ile eĢit hacimde Tris eklenerek iĢlem 

gerçekleĢti). 

3) PCR reaksiyonu için, stok solüsyon 2 µl stok + 198 µl distile su olacak Ģekilde 

dilue edildi. 

4) Primerlerin çoğaltılması amacıyla, PCR reaksiyonu aĢağıda belirtildiği Ģekilde 

kuruldu: 

 

http://frodo.wi.mit.edu/
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10x Tampon …………     2 µl  

2mM dNTPs………...     2 µl 

Forward primer……...    2 µl 

Reverse primer……...     2 µl 

Tag…………………..     0,25 µl 

Distile su…………….     10,75 µl 

Kalıp cDNA………....     1 µl 

Toplam reaksiyon……    20 µl 

 

 

PCR  Siklusu (40 siklus): 

 

94 
o
C…………..5 dakika 

94 
o
C…………..30 saniye 

60 
o
C ………….30 saniye 

72 
o
C…………..7 dakika 

15 
o
C………….. sonsuz 

 

olacak Ģekilde kuruldu ve agaroz jel elektroforezi yapıldı.  

 

Agaroz jel elektroforezinde %1-2 agaroz jel kullanıldı. Bu jel, 1 x TAE Tamponu 

ve 0.1 μg/ml etidiyum bromid kullanılarak hazırlandı. Örneklere yükleme boyası 

(%50 gliserol, Orange G boyası) eklendikten sonra 80-100 V‟da DNA fragmanları 

ayrılana dek yürütüldü. 

5) PCR ürünü, UV ıĢığı altında yürütme jelinden UV ıĢığı altında kesildi ve ependorf  

tüpüne alındı (PCR ürünü, gerektiğinde -20
0
C‟de kullanılma zamanına kadar 

bekletildi). 

6) Agaroz jelden DNA ekstraksiyonu için JetSorb gel extraction kit (GenoMed, St 

Louis, MO) kullanıldı.  

7) DNA konsantrasyonu, 260nm spektrofotometrede okunarak pGEM-T Easy 

(Promega) vektörüne klonlandı. pGEM-T Easy Vektör, sekans referans noktaları 

ile birlikte ġekil 3.6.1.1.1‟de gösterildi. 
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                     ġekil 3.6.1.1.1. pGEM-T Easy Vektörü sekans referans noktaları. 

 

 

3.6.1.2. PCR Ürününün pGEM-T Easy Vektörüne Klonlanması 

PCR ürününün pGEM-T Easy vektörüne klonlanması iĢleminde, Promega 

pGEM-T Easy kit (Promega, A1360,  Madison, USA) kullanıldı. Reaksiyon aĢağıda 

belirtildiği Ģekilde kuruldu:          

 

2x Ligasyon Tamponu…. 5l   

pGEM-T Easy 50 ng/ul… 0.5l  

PCR ürünü ……………..      2.5l    

T4 DNA ligaz  …………       0.5l   

H2O  ……………………       5 l  

 

Tüm bu kimyasallar belirtilen oranlarda karıĢtırıldı ve +4 C‟de geceboyu inkübe 

edildi.  

 

 

3.6.1.3. pGEM-T Easy Vektörün E.Coli DH5 Bakterisine Transformasyonu  

1) 1-2 μl Vektör, DH5  hücrelerinin bulunduğu ependorfa konuldu ve ependorf 30 

dakika buz üzerinde bekletildi (Bu iĢlem, bakterinin hücre zarında delikler 

açılmasını ve vektörün bakteri içerisine girmesini sağlar). 

2) Hücreler, 45-50 saniye 42C‟de olan ısı tablasında Ģok edildi (Bu iĢlem 

bakterideki delikleri kapatır) 

3) Ependorflar tekrar 2 dakika buz üzerine alındı ve 250l LB/Ampisilin medyumu 

eklenerek 37C‟de 60 dakika boyunca çalkalanarak inkübe edildi. 

4) Daha önceden hazırlanan LB/Ampisilin/X-Gal kültür kaplarına yayıldı ve 37C‟de 

gece boyu inkübe edildi. 
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LB/Ampisilin‟in hazırlanıĢı: 

 

NaCl:           10gr 

Tripton:       10 gr 

Maya:          5 gr. 

Distile su:    1 litre olana kadar 

 

LB/Ampisilin Agar hazırlanıĢı: 

 

LB/Ampisilin:     500 ml  

Agar:                   7.5 gr 

 

Bu karıĢım önce otoklavlandı ve daha sonra hücre kültür kaplarına boĢaltılarak 

37C‟lik etüvde kurutuldu. 

 

 

3.6.1.4. Vektör Ġçeren Bakteri Kolonisinin Belirlenmesi 

LB-Ampisilinli kültür kaplarında bulunan bakteri kolonilerinden hangisinin 

vektörü içerdiğini belirlemek için seçilen kolonilere PCR kuruldu.  

 

PCR reaksiyonu: 

10 x Tampon  …….    2µl 

10 x dNTP  ………     2 µl 

F primer ………….    1 µl 

R primer …………     1 µl 

Taq polymeraz …..     0,1 µl 

Kalıp DNA ………     (pipet ucuyla) 

HO  ……………..     20 µl olan kadar 

 

94 C, 30 saniye          

58C, 30 saniye  

72C,  30 saniye 

72C,  5 dakika 

35 siklus olacak Ģekilde thermal cycler ayarlandı. 

 

PCR reaksiyonu sonrasında yaklaĢık 500 kb‟lik bantta bulunan kolonilerin 

kullanılan vektörü içermesi beklendiğinden, 500 kb‟lik bantta bulunan koloniler, 

LB/Ampisilin kültür kaplarına ekilerek 37C‟de geceboyu inkübe edildi (saf kültür). 

 

 

3.6.1.5.  Vektörümüzün Bakteriden UzaklaĢtırılması (Miniprep) ve Sekans  

Analizi 

Bir gün sonra, saf kültürden alınan her bir koloni, 5ml LB ve 5µl Ampisilin 

içeren, 15 ml falkon tüpüne konuldu ve 37°C‟de gece boyu inkübe edildi. Bu 

inkübasyon sonrasında, saf kültürün bir kısmı, daha sonra kullanılmak üzere gliserol 

stok (400µl kültür + 400 µl %80 gliserol) Ģeklinde -80°C‟de saklandı. Saf kültürün bir 
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kısmı ise Qiagen miniprep kit (QIAprep Spin Miniprep Kit, Cat #27104) kullanılarak, 

Vektörün, bakterilerden ayrıĢtırılması gerçekleĢtirildi. Bu iĢlem sonrasında, M13F + R 

primerler kullanılarak PCR reaksiyonu (large scale-50-100μl) ve sekans analizi 

yapıldı. DNA miktarı spekrofotometre yardımıyla ölçüldü.  

 

M13R primer sekansı  :-5‟ GGAAACAGCTATGACCATG 

M13F  primer sekansı  :-5‟GTAAAACGACGGCCAGT 

 

 

3.6.1.6. Riboprobların DIG-ile ĠĢaretlenmesi 

Bu iĢlem ile PCR ürünü, DIG ile iĢaretli RNA‟ya çevrildi. Reaksiyon aĢağıda 

verildiği Ģekilde kuruldu: 

 

20µl Reaksiyonda (Promega): 

DEPC‟li H2O ……………….Xµl 

5X transkripsiyon tamponu…4µl 

DTT(100mM)……………….2µl 

10X DIG-mix………………. 2µl 

Rnasin (40U/l)………………0.5µl 

T7, SP6 RNA polimeraz…… 2µl 

PCR ürünü………………….300ng 

 

Tüm bu kimyasallar ependorf tüpünde karıĢtırıldıktan sonra sırasıyla aĢağıdaki 

iĢlemlerden geçti: 

1) 37°C‟de 2 saat inkübe edildi. 

2) Her bir 20µl reaksiyon için:    2.0µl 0.2M EDTA (Ph 8.0), 

            2.5µl 4M LiCl, 

            75µl %100 EtOH eklendi. 

3) -20°C‟de geceboyu inkübe edildi. 

4) Ertesi gün, +4°C‟de, max rpm‟de 20 dakika santrifüj edildi. 

5) Santrifükasyondan sonra, süpernatan atıldı ve 300 µl %80 EtOH eklenerek 5 

dakika +4°C‟de santrifüj edildi. 

6) Santrifükasyondan sonra, EtOH atıldı ve kalan pellet, 100µl DEPC H2O‟de 

çözdürüldü. 

7) 100µl DEPC H2O‟da çözdürülen pellete, 1µl Rnasin eklendikten sonra Dot Blot 

iĢlemine baĢlandı. 

 

 

3.6.1.7. Dot Blot Protokolü 

1) Her bir prob, 1:100‟den 1:12.5‟e kadar DEPC H2O‟da dilue edildi ve DIG-iĢaretli 

kontrol RNA hazırlandı. 

2) Hybond XL membranına her bir dilüsyondan 1.5µl damlatıldı. 

3) Membranın 2 dakika yüksek dereceli mikrodalgada kurutuldu. 

4) Membran, 8-10 ml bloklama solüsyonu ile 30 dakika inkübe edildi.  

5) Membranın bulunduğu bloklama solüsyonuna 8-10 ml bloklama solüsyonu daha 

eklendi ve 4 µl anti-DIG antikoru eklenerek 30 dakika oda ısısında inkübe edildi. 

6) Buffer 1 de yıkama yapıldı (2 defa 10‟ar dakika). 
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7) Alimünyum folyo ile kapalı tutulacak Ģekilde, 10 ml BCIP/NBT geliĢtirme 

solüsyonu ile reaksiyon sağlandı. 

 

 

3.6.2. Ġn Situ Hibridizasyon Protokolü 

1) Ġn situ hibridizasyonda kullanılacak olan bütün kaplar, ilk önce yıkama solüsyonu 

ile, daha sonrada DEPC H2O ile yıkandı, 

2) Superfrost lamlarda bulunan kesitler Histosolden geçirildi (2defa 10‟ar dakika), 

3) Yükselen etanol serilerinden geçirilerek Rehidrate edildi, 

4) 0.2 M HCL‟de yıkandı (20 dakika), 

5) DEPC H2O‟da yıkandı (2 defa 52er dakika), 

6) Pap-pen ile çizildi, 

7) Proteinaz K enzimi ile inkübe edildi (30 dakika, 37°C‟de), 

8) %0.2 glisin solüsyonunda yıkandı (10 dakika, oda ısısı), 

9) 0.1 TEA solüsyonunda inkübe edildi (5 dakika), 

10) DEPC H2O‟da yıkandı (2 defa 5‟er dakika), 

11) 150 µl prehibridizasyon solüsyonuyla inkübe edildi (2 saat, 60°C), 

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

solüsyonu), 

13) 2X SSC solüsyonunda yıkandı (Oda ısısı, 15 dakika), 

14) Sırasıyla, 2X SSC, 1X SSC ve 0.1X SSC‟de yıkandı (60 derece, 15‟er dakika), 

15) Buffer 1‟de yıkandı (Oda ısısı, 15 dakika), 

16)  Kesitlerdeki reaksiyon, BCIP/NBT solüsyonunda karanlıkta geliĢtirildi, 

17) Kesitlerdeki reaksiyon, çeĢme suyu ile yıkama sonucu durduruldu, 

18) Hematoksilen ile zıt boyama yapıldı, 

19) Distile suda yıkandı (2 dakika), 

20) ÇeĢme suyunda yıkandı (2 dakika), 

21) Distile suya tekrar alındı ve Aqueous kapatma solüsyonuyla kapatılarak 

fotoğraflandırıldı. 

 

Ġn Situ Hibridizasyonda Kullanılan Solüsyonlar 

10x Bloklama Solüsyonu: 10 gr Bloklama solüsyon tozu + 100 ml Buffer1 

 

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 Solüsyonu:    300 ml distile su 

           2 gr Fikol (%1 w/v) 

                                               3 gr Sığır Serum Albumini (%1 w/v) 

        

DEPC H2O:                           1 L distile su 

                                              1 ml %97 DEPC 

 

0.5 EDTA (pH:8.0):              800ml distile su 
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                                              186.1gr EDTA 

                                               Solüsyon, distile su ile 1L‟e tamamlandı 

 

 

20X PBS:                               900 ml distile su 

                                              170 gr Sodyum Klorür 

                                   21.4 gr NA2HPO4 

                                              7.8 gr NaH2PO42H2O 

                                   Solüsyon, distile su ile 2L‟e tamamlandı 

 

Yıkama Solüsyonu:               0.8 L distile su 

                                              4 gr NaOH 

                                              2 ml 0.5 M EDTA 

                                              Solüsyon, distile su ile 1L‟e tamamlandı 

 

20X SSC:                             1.8 L distile su 

                                             350.6 gr Sodyum Klorid 

                                             176.5 gr Tri-Sodyum Sitrat 

                                             Solüsyon, distile su ile 2L‟e tamamlandı 

 

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

                                              20ml 0.5M EDTA 

                                              Solüsyon, distile su ile 1L‟e tamamlandı     

 

 

3.7. Ġmmünohistokimya 

Ġmmünohistokimya iĢlemi, daha önceki çalıĢmalarda yapıldığı gibi (159) 

uygulandı. Sırasıyla aĢağıdaki iĢlemler gerçekleĢtirildi: 

 

1) 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), 

ÇeĢme suyu ile yıkama (1 defa 5 dakika) 

      Distile suda yıkama (1 defa 5 dakika) 

2) Kesitler, 50 mM Glisin solüsyonu içerisinde 2 dakika 30 saniye yüksek ısı, 7 

dakika 30 saniye düĢük ısı olmak koĢuluyla mikrodalgada kaynatılarak antijenlerin 

açığa çıkması sağlandı. Bu iĢlem sonrasında kesitler, oda ısında 20 dakika 

soğutuldu, 

3) Distile suda yıkandı (1 defa 5 dakika) ve kesitlerin çevresi, suya dayanıklı kalem 

(pap-pen) ile çizildi, 

4) Kesitlerdeki endojen peroksidaz aktivitesini bloklamak için %3 hidrojen peroksit 

uygulandı (5 dakika; diluent, metanol), 

5) Distile su ile yıkandı (1 defa 5 dakika), 

6) TBS ile yıkandı (2 defa 5‟er dakika), 
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7) Spesifik olmayan bağlanmaları önlemek amacıyla TB (TBS+%0.1BSA)‟de dilue 

edilen %5‟lik normal serum uygulandı. Normal serum seçimi, sekonder antikorun 

üretildiği hayvana göre belirlendi (20 dakika, oda ısısı), 

8) AĢağıda belirtilen belirteçlerin belirlenmesi için birinci antikor inkübasyonu 

yapıldı (oda ısısı, gece boyu; diluent, TB),  

 

 Germ hücre belirteci için, Rabbit anti-Vasa:(ab13840; Abcam ,dilüsyon 

1:1000) 

 Proliferasyon belirteci için, Mouse anti-Proliferating Cell Nuclear Antijen 

(PCNA), (M0879; DAKO, dilüsyon 1:1000) 

 Sertoli hücre belirteci için, Goat anti-Müllerian Hormon (AMH) (sc, 6886, 

Santa Cruz, dilüsyon 1:1000) 

 

 Negatif kontroller, primer antikorun bulunmadığı TB solüsyonunda inkübe 

edilerek gerçekleĢtirildi. 

 

9) Ertesi gün, 1XTBS solüsyonunda yıkama yapıldı (3 defa 5‟er dakika), 

10) Kesitler, 1:500 dilüsyonda aĢağıda belirtilen  ikinci antikorlar ile inkübe edildi (1 

saat, oda ısısı; diluent:TB): 

 Vasa için, Biotinylated Goat Anti-Rabbit IgG (BA-1000, Vector lab. 

1:500) 

 PCNA için; Biotinylated Goat Anti-Mouse IgG (BA-9200, Vector lab. 

1:500) 

 AMH için; Biotinylated Rabbit Anti-Goat IgG (BA-5000, Vector lab. 

1:500 

11)  1XTBS solüsyonunda yıkama yapıldı (3 defa 5‟er dakika), 

12) Üretici firmanın tavsiye ettiği Ģekilde kesitler, Vectastain Elite ABC kit (Vector 

Laboratories, Burlingame, CA) ile muamele edildi (1 saat oda ısısı), 

13) 1XTBS solüsyonunda yıkama yapıldı (3 defa 5‟er dakika), 

14) Reaksiyonun görülebilmesi için kesitler DAB (Sigma, D5905, Sigma-Aldrich 

Company Ltd, Gillingham, UK) ile inkübe edildi, 

15) Distile suda 5 dakika yıkama yapıldı, 

16) Kesitlere Harris Hematoksilen ile zıt boyama yapıldı, 

17) ÇeĢme suyunda 5 dakika yıkama yapıldı, 

18) Kesitler, aĢağıdaki solüsyonlardan geçirilerek 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 solüsyonu ile 

kapatılarak fotoğraflandırıldı. 

 

Ġmmünohistokimyada Kullanılan Solüsyonlar 

 10X TBS (Ph:7.5):   242gr Tris (60.55g/l; 0.5µ) 

                       350 gr NaCl (87.66g/l;1.5µ) 

            4 lt distile su 
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 1X TBS:          100 µl 10X TBS + 900 µl distile su 

 

 TB:                          50 ml 1XTBS + 0.05gr BSA 

 

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

 

 

4.1. YetiĢkin Sıçan Testisinde Hh Sinyal Yolağı mRNA Ekspresyonu 

Ġlerleyen bölümlerde (Bölüm 4.1.1. ve 4.1.2.), normal yetiĢkin sıçan testisinde, 

Hh sinyal yolağı elemanlarının ekspresyonları gösterildi. Hh sinyal yolağında; Dhh, 

ligand; Ptc2 ve Smo, reseptörler; Gli1, Gli2 ve Gli3, transkripsiyon faktörleri; Fu ve 

SuFu, sitoplazmik düzenleyicileri temsil etmektedir. Bu bölüme ait tüm bulgular, 

ġekil 4.1.1.‟de Ģematize edildi.  

 

 

4.1.1.   YetiĢkin Sıçan Testisinde Hh Sinyal Yolağı, Ligand-Reseptör mRNA 

Ekspresyonu 

Daha önce yapılan mikroarray veri sonuçları, üç memeli Hedgehog 

ligandından (Dhh, Ihh, Shh) yalnızca Desert Hedgehog (Dhh)‟in memeli testisinde 

eksprese olduğunu gösterdi (160, 161) (ġekil 4.1.1.1.). Bu nedenle bu tez 

çalıĢmasında, 3 Hh ligandından yalnızca Dhh ligandının ekspresyonu çalıĢıldı.  

 

              
 

ġekil 4.1.1.1.      Memeli testisinde Dhh ekspresyonu. Dhh, testiste eksprese olan Hh ligandıdır. Dhh: 

Desert Hedgehog; Ihh: Indian Hedgehog; Shh: Sonic Hedgehog; E: Embriyonik gün. 
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ġekil 4.1.1.2.a‟da Dhh sinyal yolağı Ģematize edildi; ortamda Hh ligandı 

bulunmadığında, yolağın reseptörü olan Ptc, Smo‟nun aktivitesini baskılamakta ve bu 

durumda Gli transkripsiyon faktörleri, sitoplazmada SuFu‟ya bağlı kalarak nükleusta 

hedef genlerin aktivitesini gerçekleĢtirememektedir. Ortamda Hh ligandı 

bulunduğunda Ptc, Hh ligandına bağlanmakta böylelikle, Smo serbest kalarak aktif 

hale gelmekte ve Gli transkripsiyon faktörleri nükleusa giderek hedef genlerin 

aktivitesini baĢlatmaktadır.  

 

YetiĢkin sıçan testisinde, in situ hibridizasyon tekniği kullanarak yaptığımız 

analiz sonuçları, ġekil 4.1.1.2.b-d‟de gösterildi. Bu sonuçlara göre, Dhh‟yi kodlayan 

mRNA, Sertoli hücrelerinde bulundu (ġekil 4.1.1.2.b). Bir transmembran reseptör 

olan Ptc2‟yi kodlayan mRNA ekspresyonu ise spermatogoniya, spermatositler ve 

yuvarlak spermatidlerde gözlendi (ġekil 4.1.1.2.c). Smo‟yu kodlayan mRNA 

ekspresyonu ise spermatogoniya ve spermatositlerde gözlenmiĢ olup yuvarlak 

spermatidlerde ve bazı interstisiyel alanlarda da zayıf bir ekspresyon mevcuttu (ġekil 

4.1.1.2.d).  
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ġekil 4.1.1.2.   YetiĢkin sıçan testisinde Hh sinyal yolağı, ligand ve reseptör mRNA ekspresyonu. a. Hh 

sinyal yolağı Ģematik Ģekli. b. Dhh ligandı mRNA‟sı, Sertoli hücrelerinde eksprese 

olmaktadır (ok baĢları); c. Ptc2 mRNA‟sı ve d. Smo mRNA‟sı, yoğun olarak 

spermatogoniya (oklar) ve spermatositlerde (ps) ve daha az yoğun olarak da yuvarlak 

spermatidlerdedir (ys). Ptc2 ve Smo sinyali, interstisiyel alandaki endoteliyal hücrelerde 

de görülmektedir (siyah okbaĢları). Beyaz ok baĢı, Sertoli hücresi; Siyah ok baĢı, 

endotelyal hücre; oklar, spermatogoniya; ps, pakiten spermatosit; ys, yuvarlak 

spermatid; sp, sperm; int, interstisiyum. Büyütmeler; x40; küçük kareler, x100.  
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4.1.2.  YetiĢkin Sıçan Testisinde, Hh Sinyal Yolağı, Hücreiçi Sinyal Elemanları 

mRNA Ekspresyonu 

YetiĢkin sıçan testisi in situ hibridizasyon analizi sonuçlarına göre; Gli1‟i 

kodlayan mRNA ekspresyonu spermatogoniyada, spermatositlerde ve yuvarlak 

spermatidlerde gözlendi (ġekil 4.1.2.1.a). Gli2‟yi kodlayan mRNA ekspresyonu 

yoğun olarak spermatogoniya ve spermatositlerde gözlendi. Bununla birlikte, yuvarlak 

spermatidlerde de zayıf bir ekspresyon mevcuttu (ġekil 4.1.2.1.b). Gli3‟ü kodlayan 

mRNA, spermatogoniya, spermatositler ve yuvarlak spermatidlerde mevcuttu (ġekil 

4.1.2.1.c). 

 

Fu mRNA ekspresyonu spermatogoniyada, spermatositlerde ve yuvarlak 

spermatidlerdedir (ġekil 4.1.2.1.d). Yolağın diğer elemanlarının aksine, güçlü bir 

SuFu sinyali yuvarlak spermatidlerde ve daha az yoğun olmak üzere uzamıĢ 

spermatidlerde gözlendi (ġekil 4.1.2.1.e). SuFu proteini de yuvarlak spermatidlerde ve 

uzamıĢ spermatidlerde mevcuttu (ġekil 4.1.2.1.f).  
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ġekil 4.1.2.1. YetiĢkin sıçan testisinde Hh sinyal yolağı, hücreiçi sinyal elemanları mRNA 

ekspresyonu. Gli1 mRNA‟sı (a) ve Gli3 mRNA‟sı (c) spermatogoniya (oklar), 

spermatosit (ps) ve yuvarlak spermatidlerde (ys) eksprese olmaktadır, Gli2 mRNA‟sı 

(b), spermatogoniyalarda (oklar) ve spermatositlerde (ps), az yoğun olarak da yuvarlak 

spermatidlerde (ys) eksprese olmaktadır. Fu mRNA‟sı (d), spermatogoniyalarda 

(oklar), spermatositlerde (ps) ve az yoğun olarak da yuvarlak spermatidlerdedir (ys). 

Negatif regülatör, SuFu mRNA‟sı (e), yuvarlak spermatidlerde (ys) ve uzayan 

spermatidlerdedir (us). SuFu proteini (f), yuvarlak spermatidlerde (ys) ve uzamıĢ 

spermatidlerdedir (us). Gli2, Gli3 ve Fu mRNA‟ları interstisyel alandaki endotelyal 

hücrelerde de pozitiftir (ok baĢları). Ok baĢları, endotelyal hücreler; Oklar, 

spermatogoniyum; ps, pakiten spermatosit; ys, yuvarlak spermatid; us, uzamıĢ 

spermatid; int, interstisiyum. Büyütmeler; x40; küçük kareler, x100. 
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ġekil 4.1.1.    YetiĢkin sıçan testisinde Hh sinyal yolağı ekspresyonu. Dhh ligandını kodlayan mRNA 

Sertoli hücrelerinde iken Hh reseptörlerini kodlayan mRNA‟lar (Ptc2 ve Smo), 

sitoplazmik regülatörler (Fu, SuFu) ve Gli transkripsiyon faktörleri, germ hücrelerinde 

bulunmaktadır. Gli‟leri sitoplazmada tutmasından dolayı, Hh sinyalinin negatif 

regülatörü olan SuFu ekspresyonu ise, Hh yolağının diğer elemanlarına göre gecikerek 

baĢlamaktadır. Bu durum, SuFu‟nun, haploid germ hücrelerinde Hh sinyalinin down-

regüle ettiğini göstermektedir. Renklerin yoğunluğu, mRNA veya protein 

ekspresyonunun yoğunluğunu gösterir.  

 

 

4.2.   Radyasyona Maruz KalmıĢ YetiĢkin Sıçan Testisi Modelinde, Hh Sinyal 

Yolağı  mRNA Ekspresyonu 

Gereç ve Yöntemlerde, Bölüm 3.1‟de detaylı bir Ģekilde anlatıldığı gibi, 

radyasyon alan yetiĢkin sıçan testisinde, radyasyon uygulamasından 15 hafta sonra, 

testis tübüllerinde kalan tek germ hücre tipi, farklılaĢmamıĢ Tip A 

spermatogoniyalardır (spermatogoniyal kök hücre). Bu hayvanlarda spermatogenez, 

yani Tip A spermatogoniyaların, Tip B spermatogoniyalara farklılaĢması, 4 hafta 

GnRH antagonisti tedavisiden sonra baĢladı. Tip A spermatogoniyalarda ve bu 

hücrelerin Tip B spermatogoniyaya farklılaĢtığı gruplarda (spermatogenezin 

baĢladığı), Hh sinyal yolağı elemanlarının ekspresyonlarına ait bulgular, ilerleyen 

bölümlerde (Bölüm 4.2.1 ve Bölüm 4.2.2.) gösterildi ve tüm sonuçlar, ġekil 4.2.1‟de 

Ģematize edildi. 
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4.2.1.   Radyasyona Maruz KalmıĢ YetiĢkin Sıçan Testisi Modelinde, Hh Sinyal 

Yolağı, Ligand-Reseptör mRNA Ekspresyonu 

Radyasyona maruz kalmıĢ sıçan testisi in situ hibridizasyon analizi sonuçlarına 

göre GnRH tedavisi almayan ve yalnızca radyasyon alan testiste, Dhh mRNA 

ekspresyonu spermatogoniyal kök hücrelerdedir (oklar). Spermatogoniyal kök 

hücrelerde Dhh mRNA ekspresyonu 3 gün ve 1 hafta GnRH antagonisti tedavisi gören 

gruplarda halen pozitif iken, 4 hafta GnRH antagonisti tedavisi gören grupta 

(spermatogenezin baĢladığı ve spermatogoniyal kök hücrelerin farklılaĢtığı grup) 

sinyaller kayboldu (ġekil 4.2.1.1 a1-a4).  

 

Dhh mRNA‟ya benzer Ģekilde Ptc2 ve Smo mRNA ekspresyonları da GnRH 

tedavisi öncesinde, spermatogoniyal kök hücrelerdedir (oklar). Spermatogoniyal kök 

hücrelerdeki Ptc2 ve Smo mRNA ekspresyonları 3 gün tedavi gören ve 1 hafta tedavi 

gören gruplarda da gözlendi. Bu ekspresyonlar, 4 hafta GnRH tedavisinden sonra, 

yani Tip A spermatogoniyaların Tip B spermatogoniyaya farklılaĢmasıyla, kayboldu. 

(ġekil 4.2.1.1.b1-c4). 

 

 
 

ġekil 4.2.1.1.  Radyasyona maruz kalmıĢ sıçan testisi modelinde Hh sinyal yolağı ligand- reseptör 

mRNA ekspresyonu. Tedavi öncesi, Dhh mRNA‟sı (a1), Ptc2 mRNA‟sı (b1) ve Smo 

mRNA‟sı (c1) spermatogoniyal kök hücrelerdedir (oklar). Dhh, Ptc2 ve Smo 

mRNA‟larının ekspresyonları, 3 gün tedavi alan grupta (sırasıyla, a2, b2, c2) ve 1 hafta 

tedavi alan grupta (sırasıyla, a3, b3, c3), spermatogoniyal kök hücrelerde devam 

etmektedir (oklar). 4 hafta tedavi alan grupta, Dhh, Ptc2 ve Smo’ ya ait mRNA‟ların 

sinyalleri kaybolmaktadır (sırasıyla, a4, b4, c4). Dhh, Ptc2 ve Smo mRNA‟ları 

interstisiyel alandaki endotelyal hücrelerde de pozitiftir (ok baĢları). Ok baĢları, 

endotelyal hücreler; Oklar, spermatogoniyum¸ int, interstisiyum¸ Büyütmeler; x40; 

küçük kareler, x100. 
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4.2.2.   Radyasyona Maruz KalmıĢ YetiĢkin Sıçan Testisi Modelinde, Hh Sinyal  

Yolağı, Hücreiçi Sinyal Elemanları mRNA Ekspresyonu 

Hh sinyal yolağının ligand ve reseptörleri mRNA ekspresyonuna benzer 

Ģekilde Gli1, Gli2 ve Gli3‟ü kodlayan mRNA ekpresyonları da GnRH tedavisi 

almayan ve yalnızca radyasyon alan grupta spermatogoniyal kök hücrelerdedir 

(oklar). 3 gün tedavi gören grupta ve 1 hafta tedavi gören grupta Gli1, Gli2 ve Gli3 

mRNA ekpresyonları yine spermatogoniyal kök hücrelerdedir. Bu transkskriptlerin 

ekspresyonu, spermatogenezin baĢladığı, 4 hafta tedavi gören grupda gözlenmedi. 

ġekil 4.2.2.1.a1-c4. 

 

Hh sinyal yolağındaki sitoplazmik regülâtörlerden olan Fu mRNA 

ekspresyonuna GnRH tedavisi öncesi, sadece radyasyon alan grupta, spermatogoniyal 

kök hücrelerde rastlandı (oklar). Fu mRNA ekspresyonu 3 gün tedavi alan grupta ve 1 

hafta tedavi alan grupta devam etti. Fu transkipti 4 hafta tedavi gören grupta 

kayboldu. Diğer tüm Hh sinyal yolağı elemanlarının aksine yolağın negatif regülâtörü 

olan SuFu mRNA ekspresyonuna, hiçbir grupta rastlanmadı (ġekil 4.2.2.1.d1-e4). 

SuFu mRNA ekspresyonuyla paralel Ģekilde, SuFu protein ekspresyonuna da tüm 

gruplarda negatifti (ġekil 4.2.2.1.f1-f4). 
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ġekil 4.2.2.1.  Radyasyona maruz kalmıĢ sıçan testisi modelinde Hh sinyal yolağı hücreiçi sinyal 

elemanları mRNA ekspresyonu. Tedavi görmeyen grupta, Gli1 mRNA‟sı (a1), Gli2, 

mRNA‟sı (b1), Gli3 mRNA‟sı (c1) ve Fu mRNA‟sı (d1), spermatogoniyal kök 

hücrelerdedir (oklar). Gli1, Gli2, Gli3 ve Fu mRNA ekspresyonları 3 günlük (sırasıyla, 

a2, b2, c2, d2) ve 1 hafta (sırasıyla, a3, b3, c3, d3) tedavi alan grupta spermatogoniyal 

kök hücrelerde (oklar) devam etmektedir. 4 hafta tedavi alan grupta, Gli1, Gli2, Gli3 ve 

Fu mRNA‟sı kaybolmaktadır (sırasıyla, a4, b4, c4, d4). SuFu mRNA‟sı, çalıĢılan tüm 

gruplarda negatiftir (e1-4). SuFu proteini de tüm gruplarda negatiftir (f1-4). Gli1, Gli2, 

Gli3 ve Fu sinyallerine, interstisyel alandaki endotelyal hücrelerde de rastlanmaktadır 

(ok baĢları). Ok baĢları, endotelyal hücreler; Oklar, spermatogoniyum¸ int, 

interstisiyum; Büyütmeler; x40; küçük kareler, x100. 

 

 

                            

ġekil 4.2.1.      Radyasyona maruz kalmıĢ sıçan testisi modelinde Hh sinyal yolağı ekspresyonu. Tedavi 

görmeyen veya 3 gün ya da 1 hafta tedavi gören grupta, Hh sinyal yolağına ait 

mRNA‟lar (Dhh, Ptc2, Smo, Gli1, Gli2, Gli3, Fu) Tip A spermatogoniyada eksprese 

olmaktadır. Ancak, spermatogoniyal kök hücrelerin Tip B spermatogoniyaya 

farklılaĢmasıyla beraber, sinyal kaybolmaktadır. SuFu mRNA ekspresyonuna ise hiçbir 

grupta rastlanmamaktadır. Renklerin yoğunluğu, mRNA ekspresyonunun yoğunluğunu 

gösterir. 
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4.3. GeliĢmekte Olan Sıçan Testisinde Hh Sinyal Yolağı mRNA Ekspresyonu 

 Gonositler, embriyonik dönemde, testiste bulunan tek germ hücre tipidir ve 

Sertoli hücreleri ile beraber seminifer kordonları oluĢturur. Seminifer kordonların 

etrafı, peritübüler myoid hücreleri ile çevrilidir. Leydig hücreleri ise seminifer 

kordonların arasındaki interstisiyel alanda bulunur. Gonositler, yaklaĢık E17‟ye kadar 

proliferasyonlarını sürdürdükten sonra, bu günden doğuma kadar olan zaman 

aralığında mitotik aktivitelerini durdurarak, tutuluma girerler. Doğumdan sonra, 

mitotik aktivitelerini tekrar baĢlatan gonositler, seminifer kordonların bazaline doğru 

göç etmeye baĢlayarak postnatal 5. günle beraber spermatogoniyalara farklılaĢarak 

spermatogenezin ilk dalgasını baĢlatırlar (Bakınız Genel Bilgiler, ġekil 2.1.2.2. ve 

ġekil 2.1.3.1.).  

 

ġekil 4.3.1.‟de E17.5, E21.5 ve PND4‟de testis genel görünümleri, Anti- 

Müllerian Hormon (AMH; Sertoli hücre belirteci), Proliferation Cell Nüklear Antijen 

(PCNA; proliferasyon belirteci) ve VASA (germ hücre belirteci) immünohistokimya 

boyanması ile gösterildi. GeliĢmekte olan testiste, AMH, E17.5 ve E21.5‟de yoğun 

olarak eksprese olurken, PND4‟de bu proteinin miktarı, Sertoli hücrelerinin 

olgunlaĢmasına paralel olarak azaldı (ok baĢları). PCNA boyanmalarında, E17.5‟de 

özellikle, peritübüler myoid hücrelerin (çift ok) ve interstisiyel alandaki hücrelerin 

pozitif olduğu görüldü. Bu günde, bazı gonositlerin hala mitotik sikluslarına devam 

ettiği de gözlendi (oklar). E21.5 ve PND4‟de PCNA boyanmasının Sertoli 

hücrelerinde (ok baĢı), peritübüler myoid hücrelerde (çift ok) ve interstisiyel alandaki 

bazı hücrelerde olduğu görüldü. Gonositler, bu günlerde hala sessizlik (dinlenim) 

dönemlerini devam ettirdi. VASA boyanmaları ile, E17.5‟de gonositlerin, seminifer 

kordonların merkezinde olduğu görüldü (oklar). E21.5‟de gonositler, seminifer 

kordonların merkezinden, bazaline doğru yerleĢim gösterdi. PND4‟de, bazı gonositler 

halen seminifer kordonların merkezine yakın yerleĢimlerini sürdürürken, bazılarının 

seminifer kordonların bazaline yakın yerleĢim gösterdiği görüldü (ok). 
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ġekil 4.3.1.  GeliĢmekte olan sıçan testisinde AMH, PCNA ve VASA proteinleri immünohistokimya 

lokalizasyonları. AMH, Sertoli hücrelerindedir. Boyanmanın Ģiddeti PND4‟de 

azalmaktadır. PCNA, E17.5‟de bazı gonositlerde (ok) ve peritübüler hücrelerde (çift ok) 

pozitiftir. E21.5 ve PND4‟de Sertoli hücreleri (ok baĢı) ve peritübüler hücreler (çift ok) 

pozitiftir. VASA, germ hücrelerindedir. E17.5‟de gonositler (ok), seminifer kordonların 

merkezindedir. E21.5‟de gonositler (ok), genelde seminifer kordonların merkezine yakın 

yerleĢmiĢtir. PND4, gonositler (ok), seminifer kordonların bazaline yakın yerleĢim 

göstermiĢtir. Ok, gonositler; Ok baĢı, Sertoli hücreleri; çift ok, peritübüler hücreler; int, 

interstisiyum; E, embriyonik gün; PND, postnatal gün; Büyütmeler, x40. 

 

Devam eden bölümlerde (Bölüm 4.3.1 ve Bölüm 4.3.2.), Hh sinyal yolağının 

embriyonik ve postnatal testisteki mRNA ekspresyonları gösterildi ve tüm sonuçlar, 

ġekil 4.3.2. ve ġekil 4.3.3.‟de Ģematize edildi. 
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4.3.1. GeliĢmekte Olan Sıçan Testisinde Hh Sinyal Yolağı Ligand-Reseptör 

mRNA Ekspresyonu 

Dhh mRNA ekspresyonu, E17.5‟de gonositlerde (ok baĢları), Sertoli 

hücrelerinde (yıldızlar) gözlendi. Bu günde, Hh sinyal yolağı reseptörleri olan Ptc2 ve 

Smo mRNA ekspresyonu ise gonositlerde (ok baĢları) gözlendi. ġekil 4.3.1.1.a,d,g. 

 

E21.5‟de ve PND4‟de ise, hem Dhh ligandı hemde Ptc2 ve Smo reseptörlerine 

ait mRNA‟lar, Sertoli hücrelerinde (yıldız) eksprese oldu (ok). Gonositler ise negatifti 

(ok baĢları). ġekil 4.3.1.1. 

 

 
 

ġekil 4.3.1.1.  GeliĢmekte olan sıçan testisinde Hh sinyal yolağı ligand-reseptör mRNA ekspresyonu. 

E17.5‟de, Dhh mRNA‟sı (a), Sertoli hücrelerinde (yıldız) ve gonositlerdedir (ok baĢı). 

Ptc2 (d) ve Smo (g) mRNA‟ları ise gonositlerdedir (ok baĢı). E21.5‟de ve PND4‟de 

Dhh (sırasıyla, b, c), Ptc2 (sırasıyla, e, f) ve Smo (sırasıyla, h, i) mRNA‟ları Sertoli 

hücrelerindedir. Ok baĢları; Gonositler, Yıldızlar, Sertoli hücre sitoplâzması; E, 

embriyonik gün; PND, postnatal gün; Büyütmeler x100. 
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4.3.2.   GeliĢmekte Olan Sıçan Testisinde Hh Hücreiçi Sinyal Yolağı Elemanları 

mRNA Ekspresyonu 

Hh sinyal yolağının ligand ve reseptörlerine ait mRNA ekspresyonunda olduğu 

gibi, Gli1, Gli2, Gli3, Fu ve SuFu olarak adlandırılan Hh hücre içi sinyal yolağı 

elemanlarını kodalayan mRNA‟lar da, E17.5‟de, gonositlerde eksprese oldu. Gli1, 

Gli2, Gli3, Fu ve SuFu ekspresyonlarına E21.5‟de ve PND4‟de ise Sertoli 

hücrelerinde rastlandı. Bu günlerde gonositlerde ekspresyon negatifti (ok baĢları). 

ġekil 4.3.2.1.. 

 
ġekil 4.3.2.1.  GeliĢmekte olan sıçan testisinde, Hh hücreiçi sinyal yolağı elemanları mRNA 

ekspresyonu. E17.5‟de, Gli1 mRNA‟sı (a), Gli2 mRNA‟sı (d), Gli3 mRNA‟sı (g), Fu 

mRNA‟sı (j) ve SuFu mRNA‟sı (m), gonositlerdedir (ok baĢları). E21.5 ve PND4‟de 

ise, Gli1 (sırasıyla, b,c), Gli2 (sırasıyla, e,f), Gli3 (sırasıyla, h,i), Fu (sırasıyla, k,l) ve 

SuFu (sırasıyla, n,o) mRNA‟ları Sertoli hücresindedir (yıldız). Ok baĢları, gonosit; 
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Yıldızlar, Sertoli hücre sitoplazması; E, embriyonik gün; PND, postnatal gün; 

Büyütmeler, x100.  

 

 

 

                               
ġekil 4.3.2. GeliĢmekte olan sıçan testisinde Dhh ekspresyonu. E17.5‟de, Dhh mRNA‟sı, Sertoli 

hücrelerinde ve gonositlerdedir. E21.5 ve PND4‟de ise ekspresyon, Sertoli 

hücrelerindedir. Sarı dolgular, ekspresyonun pozitif olduğu hücreleri belirtmektedir. 

Yuvarlak yapılar, gonositleri temsil etmekte; Üçgenimsi yapılar ise Sertoli hücrelerini 

temsil etmekte. E, embriyonik gün; PND, postnatal gün. 

 

 

                               
ġekil 4.3.3.      GeliĢmekte olan sıçan testisinde Ptc2, Smo, Gli1, Gli2, Gli3, Fu ve SuFu ekspresyonuı. 

E17.5‟de belirtilen elemanlar gonositlerde eksprese oldu. E21.5 ve PND4‟de ise 

ekspresyon Sertoli hücrelerinde gözlendi. Sarı dolgular, ekspresyonun pozitif olduğu 

hücreleri belirtmektedir. Yuvarlak yapılar, gonositleri temsil etmekte; Üçgenimsi 

yapılar ise Sertoli hücrelerini temsil etmekte. E, embriyonik gün; PND, postnatal gün 
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4.4.   DBP’ye Maruz KalmıĢ Sıçan Testisinde Hh Sinyal Yolağı mRNA  

Ekspresyonu 

Fötal dönemde DBP maruziyetiyle, çok-nükleuslu gonositlerin (multinükleated 

gonocytes, MNG), Sertoli hücrelerinin ve Leydig hücrelerinin yetersiz olgunlaĢtığı ve 

Sertoli hücrelerinin, prenatal dönemde sayısının azaldığı, embriyonik dönemde 

eksprese olan genlerin ekspresyon zaman aralığının uzadığı daha önceki yapılan 

çalıĢmalarda bildirilmiĢtir (162, 163). Bu hayvanların yetiĢkinlik dönemlerinde de, 

insanlardaki testisküler disgenez sendromuna benzer üreme bozuklukları bildirilmiĢtir. 

Böylesine anormal testis geliĢimi bulunan hayvanlarda, Hh sinyal yolağı ekspresyonu 

ġekil 4.4.2.1.‟de verilmiĢtir.  

 

 

4.4.1.   DBP’ye Maruz KalmıĢ Sıçan Testisinde VASA ve PCNA 

Ġmmünohistokimya Analizi 

DBP‟ye maruz kalmıĢ ve kontrol hayvanların testis örneklerinde, germ hücre 

belirteci olan VASA immünohistokimya analizi sonucunda, E21‟de hem kontrol 

hemde DBP grubunda gonositler, seminifer kordonların merkezinde yerleĢim gösterdi 

(oklar). DBP grubunda, MNG‟lerin artıĢı dikkat çekti (ok baĢları). PND4‟de her iki 

gruba ait gonositler, seminifer kordonların bazaline yakın yerleĢim gösterdi ancak, 

kontrol grubu ile karĢılaĢtırıldığında, DBP‟ye maruz kalmıĢ hayvanlarda MNG‟ler 

yine dikkat çekti. ġekil 4.4.1.1.a-d.  

 

Proliferasyon belirteci olan PCNA boyanması sonucunda, E21.5‟de ve 

PND4‟de hem kontrol hemde DBP grubunda, gonositlerin negatif (oklar) ve Sertoli 

hücrelerinin pozitif olduğu (çift ok) gözlendi. PND4‟de her iki gruba ait gonositler, 

seminifer kordonların bazaline yakın yerleĢim gösterdi (oklar). Ancak, PND4‟de DBP 

grubunda, MNG‟lerin halen seminifer kordonların merkezinde yerleĢim gösterdiği 

gözlendi (ok baĢı). Ayrıca, PND4‟de PCNA immünoboyanma Ģiddetinin DBP 

grubunda, kontrol hayvanlara göre azaldığı gözlendi. ġekil 4.4.1.1.e-h..  
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ġekil 4.4.1.1.    DBP‟ye maruz kalmıĢ sıçan testisinde VASA ve PCNA immünohistokimyası. 

E21.5‟de, VASA boyanması ile kontrol (a) ve DBP (c) grubunda gonositler (oklar) 

seminifer kordonların merkezindedir. DBP grubunda, MNG‟lerin varlığı dikkat 

çekmektedir (ok baĢları). PND4‟de, kontrol (b) ve DBP (d) grubunda gonositler 

(oklar), seminifer kordonların bazaline yakın konumda bulunur. DBP grubunda 

MNG‟lerin artıĢı dikkat çekicidir (ok baĢları). E21.5‟de ve PND4‟de, PCNA 

boyanması ile, kontrol (sırasıyla, e,f) ve DBP (sırasıyla, g, h) grubunda gonositlerin 

prolifere olmamakta (oklar), Sertoli hücreleri prolifere olmaktadır (çift ok). 

PND4‟de, DBP (h) grubunda PCNA boyanma Ģiddeti azalmaktadır (çift ok). Oklar; 

gonositler; çift ok; Sertoli hücreleri; OkbaĢları, MNG‟ler; E, embriyonik gün; PND, 

postnatal gün; Büyütme x40. 
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4.4.2.   DBP’ye Maruz KalmıĢ Sıçan Testisinde, Hh Sinyal Yolağı mRNA 

Ekspresyonu 

Bu modelde, E21.5 ve PND4‟de Dhh, Ptc2, Gli1, Gli2, SuFu mRNA 

ekspresyonları, kontrollerde olduğu gibi Sertoli hücrelerinde gözlendi (kontrol için 

bakınız, ġekil 4.3.2.1.). Ancak, kontrol ile karĢılaĢtırıldığında mRNA ekspresyon 

Ģiddeti DBP‟ye maruz kalan hayvanlarda artıĢ gözlendi. ġekil 4.4.2.1. 

 

               
 

ġekil 4.4.2.1.   DBP‟ye maruz kalmıĢ sıçan testisinde Hh sinyal yolağı elemanları mRNA ekspresyonu. 

E21.5‟de ve PND4‟de, Dhh (sırasıyla, a, b), Ptc2 (sırasıyla, c, d), Gli1 (sırasıyla, e, f), 
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Gli2 (sırasıyla, g, h) ve SuFu (sırasıyla, ı, i) mRNA ekspresyonları, Sertoli 

hücrelerindedir (yıldızlar), gonositler negatiftir (oklar). Oklar, gonositler; Yıldızlar, 

Sertoli hücre sitoplazması; E, embriyonik gün; PND, postnatal gün; Büyütme x100. 

 

4.5.   Aktivin Beta-A Knock-Out (Inhba
 -/-

) Embriyonik Fare Testisinde, Hh 

Sinyal Yolağı Ekspresyonu 

Aktivin mRNA‟sı, embriyonik dönem fare testisinde bulunan gonositlerde ve 

Sertoli hücrelerinde eksprese olur. Aktivin mRNA‟sı değil ancak, aktivin proteini 

doğumun 0.gününde (D0), gonositlerde ve Sertoli hücrelerinde depolanır (ġekil 5.5.1.) 

(154). Aktivin geni çıkartılan hayvanların (Inhba
-/-

) testislerinde, D0‟da gonosit hücre 

sayısı vahĢi tipe göre artıĢ gösterir ancak, Sertoli hücre sayısı azalır. Aktivin geni 

çıkarılan hayvanlar, D0‟da çeĢitli embriyonik defektlerden dolayı ölür (155).  

 

D0‟da vahĢi tip ve Inhba
-/-

 fare testisi, aktivin beta-a proteini için 

immünohistokimyasal olarak değerlendirildiğinde, aktivin geni çıkarılmıĢ hayvaların 

testislerinde, aktivin protein üretiminin olmadığı görüldü (ġekil 4.5.1.). 

 

      
 

ġekil 4.5.1.  Aktivin beta-A immünohistokimyası. Doğumun 0. gününde aktivin, vahĢi tipte, 

gonositlerde (yuvarlak içerisine alınmıĢ yapılar) ve Sertoli hücrelerinde (oklar) depo 

edilmektedir. Inhba-/- fare testisinde, bu protein eksprese olmamaktadır. Kırmızı 

yuvarlak içerisindeki yapılar, gonositler; yeĢil oklar, Sertoli hücre sitoplazması; 

Büyütme x40. 
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4.5.1. VahĢi Tip ve Inhba
-/-

 Embriyonik Fare Testisinde Gli1 mRNA 

Ekspresyonu 

VahĢi tip fare testisinde, E13.5‟de transkripsiyon faktörü, Gli1 mRNA 

ekspresyonuna gonositlerde (oklar) rastlandı. E17.5‟de, Gli1 mRNA ekspresyonu, 

halen gonositlerde mevcuttu. D0‟da Gli1 mRNA ekspresyonu, Sertoli hücrelerinde 

gözlendi. ġekil 4.5.1.1.. 

 

Inhba
-/-

 fare testisinde, E13.5‟de Gli1 mRNA ekspresyonu, vahĢi tipe göre 

daha yoğundu ve vahĢi tipteki gibi gonositlerde (oklar) eksprese oldu. E17.5‟de Gli1 

mRNA ekspresyonu, halen gonositlerde. E17.5‟de, Gli1 mRNA ekspresyon Ģiddeti, 

vahĢi tipe göre artıĢ gösterdi. D0‟da ise Gli1 mRNA ekspresyonuna, Sertoli 

hücrelerinde rastlandı. VahĢi tip ile karĢılaĢtırıldığında, Inhba
-/-

 farelerde bu günde, 

Gli1 mRNA ekspresyonu azaldı. ġekil 4.5.1.1.. 

 

 

 
 

ġekil 4.5.1.1.  VahĢi Tip ve Inhba -/- embriyonik fare testisinde Gli1 mRNA ekspresyonu. Her iki grupta 

da E13.5 ve E17.5‟de Gli1 mRNA‟sı, gonositlerde (oklar) ekspresedir. Inhba-/- 

hayvanlarda, vahĢi tipe göre ekspresyon daha yoğundur. PND4‟de ise Gli1‟i kodlayan 

mRNA, Sertoli hücrelerindedir (ok baĢları). Inhba-/- hayvanlarda, ekspresyonun Ģiddeti, 

vahĢi tipe göre azalmıĢtır. E, embriyonik gün; PND, postnatal gün, Inhba; Aktivin 

knock-out hayvan, Büyütmeler, x100. 

 

 

 

 



 62 

4.6.   Seminifer Tübül Damla Kültür Yöntemiyle, Hh Sinyal Yolağıın Ġnhibe 

Edilmesi ve Testisteki Gen Ekspresyon DeğiĢiminin, qRT-PCR ile 

Belirlenmesi 

Hh sinyal yolağının hangi genlerin transkripsiyonunu etkilediğini görmek 

amacıyla postnatal 1.günde olan fare testislerine ait seminifer tübüller, Hh sinyal 

yolağı inhibitörü olan cyclopamine ile muamele edildi. Tübül kültürü sonrasında 

toplanan kontrol ve cyclopamine gruplarına ait testis parçalarından izole eldilen 

RNA‟larda, qRT-PCR tekniği kullanılarak mayoz belirteçleri olan SCYP3 ve Stra8 

gen ekspresyonları karĢılaĢtırıldı (Bakınız, bölüm 3.5 ve 3.5.1.).  

 

Cyclopamine uygulamasını takiben, yolağın transkripsiyon faktörü olan Gli1 

ekspresyonunu anlamlı derecede azaldı (p<0.05) (ġekil 4.6.1.a). Cyclopamine 

uygulaması sonucunda, Hh yolağının inhibe edildiği gruplarda, kontrol ile 

karĢılaĢtırıldığında SCYP3 ekspresyonu anlamlı derecede arttı (p<0.05). Stra8 gen 

ekspresyonunda da, kontrolle karĢılaĢtırıldığında, cyclopamine grubunda artıĢ 

olmasına rağmen aradaki farklılık istatistiksel olarak anlamlı değildi (p>0.05) (ġekil 

4.6.1.b-d). 

 

 

 

        
 
ġekil 4.6.1.   qRT-PCR sonuçları. Postnatal 1. gün fare testisinde, damla kültürü yöntemiyle Hh yolağı, 

cyclopamine ile inhibe edildiğinde Gli1 (a), SCYP3 (b) ve Stra8 (c) ekspresyonları qRT-

PCR ile ölçüldü. Cyclopamine‟nin Hh sinyal yolağının inhibe ettiği, Gli1‟in anlamlı bir 

Ģekilde azalmasıyla ortaya kondu (p<0.05). Hh sinyal yolağı inhibisyonuyla beraber, 

SCYP3 ekspresyonu anlamlı derecede arttı (p<0.05). Stra8 ekspresyonu, cyclopamine 

grubunda, kontrole göre artıĢ gösterdi ancak, bu artıĢ istatistiksel olarak anlamlı değildi 

(p>0.05). Farklı harfler, gruplar arasındaki anlamlı farklılığı ortaya koymaktadır (p<0.05). 
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4.7.  YetiĢkin Ġnsan Testisi, Non-seminoma, Seminoma ve CIS Örneklerinde Gli1 

mRNA Ekspresyonu 

Bu bölümde, Dhh sinyal yolağı transkripsiyon faktörü olan Gli1 mRNA 

ekspresyonunun non-seminoma, seminoma ve CIS‟i içeren testiküler neoplazma 

örneklerinde sonuçları gösterildi. 

 

Gli1 mRNA ekspresyonu, in situ hibridizasyon analizi sonuçlarına göre, 

morfolojik olarak heterojen hücre tipleri içeren non-seminoma (ġekil 4.7.1.a,b), 

seminoma (ġekil 4.7.1.c,d) ve CIS hücrelerde (ġekil 4.7.1.e,f) pozitif olarak gözlendi. 

CIS testiste, Gli1 mRNA ekspresyonu CIS hücrelerinin sitoplazmasında, peritübüler 

myoid hücrelerde, CIS tübüllerini çevreleyen bazı interstisiyel hücrelerde gözlendi. 

 

                 
 
ġekil 4.7.1.  YetiĢkin insan neoplazma örneklerinde Gli1 mRNA ekspresyonu. YetiĢkin insan testisi, 

non-seminoma (sırasıyla, a, b), seminoma (sırasıyla, c,d) ve CIS (sırasıyla, e,f) 

örneklerinde Gli1 mRNA ekspresyonunun pozitif olduğu gözlendi. Büyütmeler, x40; 

küçük kareler x66. 
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TARTIġMA 

 

 

Spermatogenez, karmaĢık ve eĢsiz bir geliĢim süreci olup testis içerisinde 

olgunlaĢmakta ve erkek gamet hücresi oluĢumu ile sonuçlanmaktadır. Normal testis 

geliĢimi ve fonksiyonu sırasında, birçok hormon, büyüme faktörü ve sinyal 

molekülleri görev almaktadır.  

 

Hh sinyal yolağı testis geliĢiminde önemli bir role sahiptir. Dhh, testiste, Sry 

ekspresyonundan sonra baĢlayan ve ilk eksprese edilen genlerden birisidir. Farelerde 

Dhh ekspresyonu ilk olarak, E11.5‟de öncü-Sertoli hücrelerinde görülür (126), 

yetiĢkinlik döneminde de ekspresyonu devam eder. XY embriyolarının geliĢimi 

sırasında, Dhh sinyalinin eksik olması, en erken E13.5‟den baĢlayarak, uterusta 

testiküler defektlerle ve yetiĢkinlik döneminde de matür sperm oluĢumunun 

gerçekleĢmemesi ile karakterizedir. 

 

Bu tez çalıĢmamızda, Hh sinyal yolağının testiste daha baĢka rolleri de 

olduğunu hipotez ettik. Bu kapsamda, bu tez çalıĢmasında, Hh sinyal yolağı 

elemanlarının a) yetiĢkin kemirgen testisinde hangi hücrelerde eksprese olduğunu, b) 

geliĢmekte olan kemirgen testisinde hangi hücrelerde eksprese olduğunu ve postnatal 

testiste Hh sinyalinin inhibe edilmesiyle, hangi gen ekspresyonlarının etkilendiğini c) 

yetiĢkin testiküler kök hücrelerdeki ekspresyonunu, d) testis geliĢimini olumsuz yönde 

etkileyen deney modellerinde Hh ekspresyonunun nasıl etkilendiğini, ve son olarak da 

e) insan neoplazma örneklerinde bu yolağın eksprese olup olmadığını araĢtırdık. 

 

Hh sinyal yolağı elemanlarının, yetiĢkin sıçan testisindeki ekspresyonları 

araĢtırıldığında, bu yolağa ait tüm elemanlarının yetiĢkin sıçan testisinde eksprese 

olduğu gözlendi. Bu tez çalıĢmasıyla beraber ilk defa olarak, Hh sinyal yolağının tüm 

elemanlarının yetiĢkin sıçan testisinde eksprese olduğu kanıtlanmıĢ oldu. YetiĢkin 

sıçan testisinde, Dhh mRNA ekspresyonu, sadece Sertoli hücrelerinde gözlenirken, 

Hh sinyalinin anahtar elemanlarından olan Ptc2, Smo ve Fu, en yoğun olarak 

spermatogoniyada, spermatositlerde ve daha az belirgin olarak da yuvarlak 

spermatidlerde eksprese oldu. Gli’ler birbirlerinden farklı ancak yinede örtüĢen bir 

ekspresyon profili gösterdiler; her üçü de spermatogoniyada ve spermatositlerde 

gözlenirken Gli2, Gli1 ve Gli3 ile kıyaslandığında, Gli2 yuvarlak spermatidlerde daha 

az düzeyde gözlendi. Diğer sinyal yolağı elemanlarının aksine, Hh sinyalinin negatif 

düzenleyicisi olan SuFu‟yu kodlayan mRNA, yuvarlak spermatidlerde yoğun olarak 

bulundu ve SuFu proteini de yuvarlak ve uzamıĢ spermatidlerde ortaya çıktı. Öyle 

anlaĢılmaktadır ki, SuFu hariç Hh sinyalinin diğer elemanlarına ait mRNA‟lar, tübül 

bazalinden baĢlayarak uzamıĢ spermatidlere kadar olan bölgede (spermatogoniya, 

spermatosit ve yuvarlak spermatidler) eksprese olurken, Hh sinyalinin negatif 

düzenleyicisi olan SuFu‟yu kodlayan mRNA‟nın ekspresyonu ancak yuvarlak 

spermatidlerde baĢlamaktadır ve uzamıĢ spermatidlerde devam etmektedir. 
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Dolayısıyla, SuFu‟nun post-mayotik germ hücrelerinde, Hh sinyal yolağının down-

regüle olmasını sağlayabileceği düĢünülebilir. 

 

Ġlginç olarak Hh sinyal yolağı elemanlarına ait mRNA ekspresyon profilleri, 

geliĢmekte olan testis ile yetiĢkin testisinde farklılıklar göstermektedir. Hh 

elemanlarına ait mRNA‟lar, geliĢmekte olan sıçan testisinde E17.5‟de, gonositlerde 

eksprese olurken, prenatal (E21.5) ve postnatal günde (PND4), Sertoli hücrelerinde 

eksprese oldu. Dolayısıyla, bu ekspresyon profili, Hh sinyaline ait tüm elemanların, 

embriyonik dönemde gonositlerde eksprese olduğunu ancak spermatogenezin ilk 

dalgasının baĢlamasıyla bu ekspresyonun Sertoli hücrelerine geçtiğini göstermektedir. 

Sıçanların embriyonik geliĢiminde E17.5, gonositlerin çok yeni olarak sessizlik 

(dinlenim) dönemlerine girdiği ve bazı gonositlerin halen proliferatif aktivitelerini 

sürdürdüğü bir dönem olmasında dolayı, Hh‟ların bu hücrelerde mRNA‟larını 

eksprese etmeleri, bu hücrelerin proliferasyon olaylarına katılabileceklerini 

gösterebilir. E21.5‟de ve PND4‟de ise, gonositler tamamen sessizlik dönemlerinde 

bulunurken, Sertoli hücreleri proliferasyon aktivitelerini devam ettirmekte ve Hh‟lar 

bu hücrelerde eksprese olması, bu dönemde Sertoli hücre proliferasyon olayını 

etkileyebileceğini gösterebilir. ġu anda, SuFu hariç tüm Hh sinyal yolağı elemanlarına 

(Dhh, Ptch2, Smo, Gli1, Gli2, Gli3 ve Fu) ait uygun antikorlar henüz üretilmemiĢ 

olduğundan, biz bu çalıĢmamızda, Hh sinyal yolağına ait elemanların protein 

ekspresyon profillerini immunohistokimyasal tekniklerle belirleyemedik. Sözünü 

ettiğimiz Hh sinyal yolağı elemanları ile ilgili uygun antikorlar piyasa çıktığında, 

immünohistokimyasal yöntemler kullanılarak, hangi testiküler hücrelerin ilgili Hh 

sinyal yolağı proteinlerini içerdiğini belirlemek de mümkün olacaktır. ÇalıĢmamızda, 

in situ hibridizasyon bulgularımız, postnatal testiste, Hh sinyal yolağının Sertoli 

hücrelerinde eksprese olduğunu göstermesine rağmen, damla kültür yöntemi 

kullanarak postnatal testiste Hh aktivitesini inhibe ettiğimizde, mayotik genlerin 

ekspresyonlarının da değiĢtiği gözlenmiĢtir. Damla kültürlerde (Bölüm 3.5.‟de 

anlatıldı), PND1‟deki fare gonadı seminifer tübülleri 24 saat boyunca Hh inhibitörü 

olan cyclopamine‟nin varlığında ve yokluğunda kültüre edilmiĢtir. Cyclopamine 

uygulanan grupta, kültür sisteminin çalıĢarak, Hh yolağının inhibe edildiği, Gli1 

ekspresyonundaki anlamlı azalma ile belirlenmiĢtir. Cyclopamine uygulanan grupta, 

Gli1‟in anlamlı derecede azalması, Hh sinyal aktivitesinin inhibe edildiğini 

göstermektedir. Erken postnatal dönemde, Hh‟ların ortamda bulunmamasıyla beraber, 

Stra8 ve SCYP3 gibi mayotik belirteçlerin ekspresyonlarının arttığı gözlenmiĢtir. Bu 

durum, postnatal testiste, Stra8 ve SCYP3 genlerinin, Sertoli hücrelerinde eksprese 

olan Dhh yolağı tarafından parakrin olarak regüle edildiğini ve ortamda Hh‟ların 

azalmasıyla beraber, bu hücrelerin erken olgunlaĢmaya gidebileceklerini gösterebilir. 

Stra8 ve SCYP3, memeli testisinde germ hücrelerinin mitozdan mayoza 

dönüĢümünden hemen önce eksprese olmakta ve bu belirteçleri eksprese eden 

hücreler, mayoz bölünmeye girebilmektedir. Postnatal testiste, Stra8 ve SCYP3 

genlerinin aktiviteleri Hh sinyalinin inhibe edildiği durumda artıĢ göstermiĢtir. Bu 

durum, postnatal testiste Sertoli hücrelerinde eksprese olan Hh sinyalinin, germ 

hücrelerinin mitotik bölünmelerini parakrin yoldan pozitif yönde etkilediğini ve bu 

genlerin ekspresyonlarının düzenlenmesinde Hh‟ların da rol oynadığını 

göstermektedir. 
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Bu tezde, Hh sinyal yolağına ait mRNA‟ların, embriyonik, postnatal ve 

yetiĢkin sıçan testisindeki hücresel ekspresyonu ile ilgili sunulan veriler 

göstermektedir ki, Hh sinyali, erken embriyonik dönemdeki gonositlerde eksprese 

olmakta ve muhtemelen bu hücrelerin proliferasyonlarına katılmakta, 

spermatogenezin ilk dalgasında, gonositlerin sessiz ancak Sertoli hücre 

proliferasyonunu devam ettiği dönemde, Sertoli hücrelerinde eksprese olarak 

muhtemelen bu hücrelerin proliferasyonunu otokrin olarak, germ hücrelerinin 

proliferasyonunu ise parakrin olarak desteklemektedir. Prenatal ve postnatal 

dönemdeki gonositlerde, Hh sinyal aktivitesi kaybolmasına rağmen, yetiĢkin testisinde 

spermatogenezin spesifik basamaklarında tekrar aktif olmakta, spermatogenezin 

düzenlenmesinde rol oynamakta ve germ hücrelerinin son farklılaĢma basamağına 

girmesiyle (spermiyogenez) birlikte aktivasyonunu kaybetmektedir. Yine, uygun Gli 

antikorlarının piyasada bulunmaması nedeniyle, hangi hücrelerde kesin olarak Gli 

proteinlerinin sentezlendiği ya da hangi hücrelerde Gli‟lerin uzun ya da yarıklanmıĢ 

formlarının olduğu henüz tam olarak bilinememektedir. Hh sinyal yolağı 

elemanlarının yetiĢkin sıçan testisi germ hücrelerindeki varlığı, daha önce yapılan 

transgenik fare çalıĢmalarıyla da uyumluluk göstermektedir. Gli1‟i aĢırı eksprese eden 

transgenik fare modelinde, pakiten spermatositler geliĢimsel tutulum (arrest) 

göstermekte ve apopitoza gitmektedir (7). 

 

Bu tez çalıĢmasının diğer önemli bir bulgusu da, Hh sinyal yolağı elemanlarını 

kodlayan mRNA‟ların dinlenmekte olan spermatogoniyal kök hücrelerde eksprese 

olduğunun bulunmasıdır. Radyasyona maruz kalan yetiĢkin sıçan testisi modelinde, 

radyasyon uygulamasından 15 hafta sonra, testis tübüllerinde kalan yegâne germ 

hücre tipi Tip As spermatogoniyalar olup bu hücreler, proliferasyon kapasitelerini 

devam ettirmelerine rağmen farklılaĢamadıkları için spermatogenezin devamlılığını 

sağlayamamaktadır. Bu modelde, GnRH antagonisti tedavisine yanıt olarak, azalan 

intratestiküler testosteron seviyesiyle beraber, spermatogoniyal kök hücrelerin 

farklılaĢma yeteneklerini tekrar kazandığı ve tedaviden sonraki 4. haftayla beraber 

spermatogenezin iyileĢtiği görülmüĢtür (153). Bu model, bizlere iki tane avantaj 

sağlamaktadır; normal yetiĢkin testisinde, sayısal olarak son derece az olmasından 

dolayı, kolaylıkla gözlenemeyen farklılaĢmamıĢ Tip As kök hücre populasyonunda, 

Hh‟ların ekspresyonlarını araĢtırabilmek ve tedavi sonrası farklılaĢmıĢ olan 

spermatogoniyal kök hücrelerde (Tip B spermatogoniya) Hh‟ların ekspresyonlarını 

araĢtırabilmek. Bu modeli kullanarak yaptığımız in situ hibridizasyon analizleri 

sonucunda, farklılaĢmamıĢ Tip As kök hücre populasyonunda, Hh sinyal yolağı 

elemanlarının eksprese olduğu, bu transkriptlerin ekspresyonunun tedaviden sonraki 

1-2 hafta boyunca da sürmesine rağmen, tedaviden sonraki 4. haftada, yani 

spermatogoniyaların farklılaĢmasıyla beraber kaybolduğu ortaya konmaktadır. Bu 

bulgularımız orijinal olup, bu bulgularla beraber, ilk defa olarak, Hh sinyalinin 

prolifere olan kök hücrelerde aktif olduğunu ancak, kök hücrelerin farklılaĢmaya 

baĢlamasıyla beraber sinyalin kapandığı gösterilmektedir. 

 

Radyasyona uğramıĢ sıçan testis modelinde, Dhh mRNA‟sının da diğer sinyal 

elemanları ile aynı hücrelerde (spermatogoniyal kök hücreler) eksprese olduğu 

gösterilmiĢtir. Bu durum, Hh sinyal yolağı ligandının özel durumlarda yolak 

aktivitesinin devamlılığını sağlamak için otokrin olarak da görev yapabileceğini 
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göstermektedir. Hh sinyal yolağının normal ve kanserli dokularda projenitör ve kök 

hücrelerin proliferasyon ve farklılaĢma olaylarını düzenlediği düĢünüldüğünde, 

anormal olarak hücrelerin sürekli prolifere olduğu durumda, Hh sinyal yolağı 

kontrolsüz aktivitesini sürdürebilmek için plastisite özelliği göstererek otokrin görev 

de yapabileceğini düĢünülebilir. Kanser kök hücrelerine bakıldığında, Peacock ve ark., 

Hh ligandının Multiple Myeloma hücrelerinde farklılaĢma olmaksızın büyümelerini 

indüklediğini gösterirken, bu hücrelerde Hh sinyalinin inhibe edilmesiyle birlikte 

terminal farklılaĢmanın gerçekleĢtiğini belirtmiĢtir (68). Bizim çalıĢmamızda 

radyasyon modelinde gösterildiği gibi, Hh sinyal yolağına ait transkriptlerin 

ekspresyonları, değiĢen hormonal çevreyle beraber spermatogoniyal kök hücrelerin 

farklılaĢmasıyla kaybolduğundan, bu yolağın spesifik hormonlar tarafından nasıl 

etkilendiği ileride çalıĢılmayı bekleyen konular arasındadır.  

 

Normal dokularda, Hh-indüklü projenitör hücre proliferasyonu, devamlı 

yenilenmeyi (rejenerasyon) önlemek için, çok sıkı bir Ģekilde düzenlenmektedir. 

Ancak, Hh sinyal yolağının kontrolsüz olarak sürekli aktivasyonuyla birçok kanser 

türünün geliĢimi iliĢkilendirilmekte ve projenitör hücrelerin kontrolsüz bir Ģekilde 

kendi-kendilerini yenilemeleri söz konusu olmaktadır (133, 134, 137, 164-167). 

Örneğin, Ptc mutasyonundan dolayı Hh sinyalinin aĢırı aktive olduğu durum, basal 

cell carcinoma, medullablostoma ve rhabdomyosarcoma ile karakterize Gorlin's 

sendromuna neden olmaktadır (135, 136). Hh sinyal yolağının diğer elemanları da 

birçok kanser türünün baĢlamasında ve devamlılığında rol oynamaktadır. Bunlardan 

en dikkat çekicisi, Gli1’in human glioma‟da amplifiye olduğunun bulunmasıdır (168). 

Hh sinyal yolağının Smo ve Gli2 mutasyonuyla anormal aktive gösterdiği durumlarda 

da basal cell carcinoma bildirilmiĢtir (137, 138, 147). Ayrıca, yolağın negatif 

regülatörü olan SuFu’nun mutasyona uğrayarak fonksiyonunu yitirdiği durumda, 

birçok tümör geliĢimi ile iliĢkilendirilmektedir (139, 140, 169, 170). Hh sinyal yolağı, 

hücre proliferasyon ve farklılaĢmasını düzenlemesinden dolayı, bu yolak 

elemanlarında meydana gelebilecek herhangi bir mutasyonun çeĢitli tümör 

oluĢumlarıyla karakterize edilmesi ĢaĢırtıcı değildir.  

 

Testiküler kanser, en fazla 15-35 yaĢ aralığındaki erkeklerde yaygındır (171). 

Testiküler germ hücre tümörleri (TGCTs), Carcinoma Ġn Situ (CIS) olarak bilinen 

prekürsör hücrelerden köken alır. CIS ilk olarak, Skakkebaek tarafından erkek 

hastaların testis biyopsilerinde, atipik spermatogoniya olarak tanımlanmıĢ ve bu 

hastalarda daha sonra testiküler kanser geliĢtiği rapor edilmiĢtir (172). CIS hücreleri 

ile insan fötal germ hücreleri arasındaki morfolojik benzerlikler ve protein 

ekspresyonlarının karĢılaĢtırılması sonucunda, CIS hücrelerinin fötal yaĢamın erken 

dönemlerinde bulunan gonositlerden köken aldığı sonucuna varılmıĢtır (173). CIS 

hücreleri ile gonositler arasındaki benzerlikler, her iki hücrede de placental-like 

alkaline fosfataz (PLAP), OCT-3/4, Nanog ve C-KIT gibi geliĢimsel olarak 

düzenlenen proteinleri eksprese etmeleriyle de desteklenmiĢtir (174, 175). TGCT‟ler 

genellikle puberte sonrası dönemde geliĢmekte, bu dönemdeki hormonal 

değiĢikliklerle (androjenlerin sentezinde artıĢ) iliĢkilendirilmektedir. Histolojik ve 

klinik olarak, TGCT‟ler, seminoma ve nonseminoma alt gruplarına ayrılmaktadır 

(176). Seminomalar, CIS hücrelerine benzer hücreler içerir. Nonseminomalar, erken 

embriyonik geliĢimi taklit ederler ve embriyonal karsinoma olarak adlandırılan ve 
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birçok çeĢit somatik hücre tipine (teratoma) ve ekstra embriyonik yapılara (vitellus 

kesesi tümörleri ve karyokarsinoma) farklılaĢabilen kök hücreler içerirler (175). 

 

Bu tez çalıĢmasında kullanılan seminoma, non-seminoma ve CIS gibi insan 

neoplazma örneklerinde, Hh sinyal yolağı transkripsiyon faktörü olan Gli1 

aktivitesinin pozitif olduğu gösterilmiĢtir. Yukarıda bahsedildiği gibi, TGCT‟lerin 

geliĢimindeki en kritik zaman aralığı, puberte olup puberte sonrası dönemde, bu 

tümörlerin geliĢimleri çok söz konusu değildir. Pubertede hormonal etkinin artmasıyla 

beraber, CIS transformasyonun olabileceği düĢünülmektedir. Bu tezde, embriyonik 

germ hücrelerinde (gonositlerde) Hh yolağı aktivitesinin pozitif olduğu ve 

neoplazmalı hasta gruplarında da bu sinyal yolağının aktivite gösterdiği göz önüne 

alındığında, embriyonik dönemde herhangibir hasardan dolayı normal olarak 

farklılaĢamayan ve yetiĢkinlik döneminde varlığını sürdüren Hh pozitif gonositler, 

belki de spermatogenezin ilk dalgasında, puberteden hemen önce, hormonların 

upregüle olduğu zaman aralığında, CIS transformasyonuna katkı sağlayabilirler. 

 

Fötal gonositlerin CIS hücrelerine dönüĢüm mekanizması ve bunun daha sonra 

TGCT‟ye ilerlemesiyle ilgili mekanizma henüz çok az olarak anlaĢılmıĢ olmasına 

rağmen CIS ve TGCT‟lerin gen ekspresyon profillerinin, fötal germ hücreleri ile 

karĢılaĢtırılması, testiküler neoplazma biyolojisinin anlaĢılmasına katkı sağlamaktadır. 

GeliĢmekte olan sıçan testis dokularında, Hh sinyalinin sıkı bir Ģekilde kontrol 

edilerek embriyonik dönemde gonositlerde ve spermatogenezin ilk dalgasında Sertoli 

hücrelerinde eksprese edildiğinin, insan testis kanserli dokularda Gli1 mRNA 

aktivitesinin olduğunun anlaĢılmasıyla, testiküler geliĢimin hasara uğradığı durumda, 

Hh sinyal yolağı ekspresyonunun araĢtırılması gerektiğini düĢündürmüĢtür.  

 

Erkek sıçanların fötal dönemde, DBP gibi fitalat esterlerine maruziyetiyle, 

insanlarda testisküler disgenez sendromuna benzer üreme bozukluklarını indüklediği 

bilinmektedir. Fötal dönemde DBP maruziyetiyle, erkek sıçanlarda, Sertoli ve Leydig 

hücrelerinin yetersiz olgunlaĢtığı ve prenatal dönemde Sertoli hücre sayısının azaldığı, 

gonositlerinin anormal yapıda olduğu (çoklu-çekirdeğe sahip gonositler, MNG) ve 

kontrollerle kıyaslandığında embriyonik geliĢim ile ilgili gen ekspresyonlarının 

(örneğin, Oct-4) DBP grubunda, daha uzun bir zaman aralığında eksprese olduğu 

belirlenmiĢtir (162). Fötal dönemde DBP‟ye maruz kalan hayvanların yetiĢkinlik 

dönemlerinde de Leydig hücrelerine tübül içerisinde rastlanması, immatür Sertoli 

hücreleri gibi testiküler kanserli hastlardakine benzer üreme bozuklukları gözlenmiĢtir 

(163). Sıçanlarda DBP‟den kaynaklı bozukluklar ile insanlardaki testiküler kanseri de 

içeren testiküler disgenez sendrom arasındaki benzerliklerden dolayı, bu model, 

testiküler kanser oluĢumuna neden olan CIS hücrelerinin oluĢumlarının altında yatan 

moleküler mekanizmaların araĢtırılmasını olası kılabilir. Ancak, insan fötal 

testisindeki CIS hücrelerinin baĢlangıcının, DBP modeli sıçanlarında gösterilen 

semptomlarla benzerlik gösterip-göstermediği bilinmemektedir (64).  

 

Tez çalıĢmamızda kullandığımız DBP modelinde, daha önce aynı modelin 

kullanılmasıyla varılan sonuçlara benzer Ģekilde (162, 163, 177), kontrol grubu ile 

karĢılaĢtırıldığında, MNG‟ler hem DBP maruziyetinin devam ettiği E21.5‟de hemde 
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DBP maruziyetinin kesildiği PND4‟de yoğun olarak gözlenmiĢtir. PND4‟de halen 

MNG‟lerin gözlenmesi, DBP maruziyetinin kesilmesine rağmen etkisinin halen 

sürdüğünü ifade etmektedir. MNG‟lerin oluĢum mekanizması bilinmemesine rağmen, 

bunların anormal/tamamlanmamıĢ hücre bölünmesinden kaynaklandığı 

düĢünülmektedir (162). Ancak, MNG‟ler ile testiküler disgenez sendromu arasında 

direkt iliĢki olduğu düĢünülmemektedir. Çünkü normal olarak geliĢen seminifer 

kordonlarda da MNG‟lerin varlığına rastlanmaktadır (64). Ancak, fötal dönemde DBP 

maruziyeti ile artan MNG oluĢumunun, fötal dönemdeki Sertoli hücre 

disfonksiyonunu ve sayısındaki değiĢimi yansıttığı düĢünülmektedir (162). Azalan 

Sertoli hücre sayısı ve fonksiyonuyla beraber, yetiĢkinlik döneminde sperm sayısı ve 

fertilitenin azalması, MNG‟lerin indirekt bir etkisi olarak kabul edilmektedir (163). 

Bulgularımızda, PCNA boyanmalarının sonuçlarına göre ise, kontrol grubu ile DBP 

grubu karĢılaĢtırıldığında, Sertoli hücrelerinde PCNA boyanmasını Ģiddeti DBP 

grubunda azalma göstermektedir. Sertoli hücre fonksiyonunun azalmasıyla, ortamdaki 

germ hücrelerini destekleyebilecek sayıda Sertoli hücresinin bulunmamasından 

dolayı, bazı germ hücrelerinin anormal olarak geliĢmesine olanak sağlayabileceği 

düĢünülebilir. In situ hibridizasyon yöntemiyle DBP‟ye maruz kalan hayvanlarda, Hh 

sinyal yolağı elemanlarının ekspresyonlarına bakıldığında, bu hayvanlarda bu yolağın 

sinyal aktivitesinin kontrollerde olduğu gibi Sertoli hücrelerinde aktif olduğu ancak 

kontrollere oranla ekspresyon Ģiddetinin arttığı gözlenmiĢtir. Bu bulgular, DBP 

maruziyetinde, Hh sinyal aktivitesinin kontrollere göre daha aktif olduğunu gösterir. 

Daha önceden gösterildiği gibi (162), DBP grubunda, embriyonik geliĢimde görev 

alan genlerin ekspresyonlarının daha uzun bir zaman aralığına yayıldığı bilindiğinden, 

embriyonik geliĢimi düzenleyen genlerden olan Hh‟ların da ekspresyonlarının 

kontrollere göre daha Ģiddetli olması dikkat çekicidir. Aynı zamanda, DBP maruziyeti 

ile indüklenen Sertoli hücresi yetersiz fonksiyonunda da Hh‟lar görev alabilir. Henüz, 

fötal dönemde Hh sinyal yolağının etkilediği alt sinyal yolakları bilinmediğinden, Hh 

ekspresyonunun artmasıyla, bu yolağın regüle ettiği downstream genlerin, Sertoli 

hücre fonksiyonunun bozulmasına katkı sağlayabileceği düĢünülebilir. 
 

Embriyonik dönemde testiküler geliĢimin hasara uğradığı durumda, Hh sinyal 

yolağı elemanlarının ekspresyon durumlarına devam edecek olursak, aktivinlere 

değinmemiz gerekecektir. Aktivinler, TGF- süperailesinin bir üyesi olup A, B, C 

olarak adlandırılan inhibin  altbirimlerinin homodimer ya da heterodimerleridir. 

Inhba, Inhbb, Inhbc genleri tarafından kodlanırlar. Aktivin A (Inhba), ilk olarak, 

hipotalamus-hipofiz-gonad aksında görev yapan bir üreme hormonu olarak 

tanımlanmıĢtır (178). Günümüzde Aktivin A‟nın, normal memeli geliĢimi sırasında 

rol oynayan bir multifonksiyonel büyüme faktörü olduğu da anlaĢılmıĢtır. Ayrıca, 

birçok hastalığın aktivin sinyalindeki bozukluktan ya da aktivinle iliĢkili moleküllerin 

hasarından kaynaklandığı bilinmektedir (179, 180).  

 

Aktivin A, kemirgenlerde özellikle juvenil testiste önemli fonksiyonlar görür. 

Bu ligandın üretimi spermatogenezin ilk adımlarının atıldığı dönemde dinamiklik 

göstermektedir (154, 181-184). Doğum öncesi gonositlerde, Inhba mRNA‟sı ve 

proteini eksprese olur; aktivin A mRNA‟sı değil ancak, aktivin A proteini, doğumdan 

hemen sonra da bu germ hücrelerinde depolanır. Yenidoğan ve juvenil testiste, Sertoli 

hücreleri, Leydig hücreleri ve germ hücreleri, aktivin A proteininin sentez alanlarıdır 
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(182, 184). Aktivin A proteini en yüksek düzeyine, sıçanlarda (184) ve farelerde 

(154), spermatogoniyal kök hücrelerin ilk defa görülmeye baĢladığı ve Sertoli hücre 

proliferasyonunun bitmesine yakın bir zaman dilimi olan testis geliĢiminin postnatal 

birinci haftasında ulaĢır; postnatal birinci haftada, gonositlerin spermatogoniyaya 

dönüĢümü anında, aktivin miktarı keskin bir Ģekilde azalır (154, 182, 184, 185). 

Spermatogenik matürasyon zamanı ile uyumlu olacak biçimde, bu dönemde, germ 

hücreleri aktivin A proteini sentezlemezler ancak, aktivin sinyal inhibitörleri olan 

follistatin ve Bambi (BMP ve aktivin membran-bağımlı inhibitor) mRNA‟sı 

sentezlerler (182, 183). Farede testiküler follistatin üretimi PND4‟den itibaren 

artmaya baĢlar (154). Farelerde in vivo aktivin sinyalinin kronik artıĢı, doğumdan 

sonraki 4. hafta içerisinde Sertoli hücre-kaynaklı tümörlerin oluĢumu ile 

iliĢkilendirilmektedir (186-188). Erken embriyonik dönemde gonositlerde eksprese 

olan aktivin A mRNA‟sının, bu dönemdeki gonositlerin sessizlik döneminde 

kalmalarını ve aĢırı prolifere olmalarını engelledikleri düĢünülmektedir. Bu bilgi ile 

uyumlu olarak Inhba
-/-

 hayvanlarda, D0‟da germ hücre sayısı, vahĢi tiplerle 

karsılaĢtırıldığında anlamlı derecede artıĢ göstermektedir. Doğumla beraber, azalan 

aktivin biyoaktivitesi ile Sertoli hücre sayısı da azalmaktadır (155). Bu bilgiler, in vivo 

aktivin sinyalinin, testis geliĢimi sırasında, germ hücre proliferasyon ve 

farklılaĢmasında ve Sertoli hücre proliferasyonunda rol oynadığını ve bu büyüme 

faktörünün, otokrin veya parakrin mekanizmalarla sıkı bir Ģekilde denetlendiğini 

gösterir. 
 

Bu tez çalıĢmasında Inhba
-/- 

fare testisi kullanılarak, vahĢi tip ve aktivin A 

knock-out embriyonik testislerde, Hh sinyal yolağı transkripsiyon faktörü Gli1‟in 

ekspresyonuna bakılmıĢtır. Hem vahĢi tipte hem Inhba
-/-

„da Gli1 mRNA‟sı 

embriyonik dönemde (E13.5 ve E17.5) gonositlerde eksprese olmuĢtur. D0‟da ise bu 

ekspresyon her iki grupta da Sertoli hücrelerinde gözlenmiĢtir. Ancak, Gli1 mRNA 

ekspresyon Ģiddeti vahĢi tipe göre gonositlerde artıĢ göstermiĢtir. Inhba
-/- 

farelerde, 

DO‟da germ hücre sayısı, vahĢi tipe göre artıĢ gösterdiğinden, aktivin‟in 

yokluluğunda Hh sinyal yolağı aktivitesinin artıĢ göstererek, gonosit 

proliferasyonundaki artıĢa katkı sağlayabileceği düĢünülebilir. Ancak, geliĢim 

zamanının ilerlemesiyle birlikte, ortamda aktivin olmadığında, Sertoli hücre 

sitoplazmasında eksprese olan Gli1‟in kontrole göre sinyal aktivitesi de azalmıĢtır. 

Azalan aktivin sinyal aktivitesi ile birlikte Sertoli hücre sayısı da azalmaktadır. Bu 

hayvanlara Hh aktivitesinin de azalması, Hh‟ların aktivin ile etkileĢerek Sertoli hücre 

proliferasyon olayına katıldıklarını gösterebilir. Artan germ hücre sayısına karĢılık, 

azalan Sertoli hücre sayısı, Sertoli hücrelerinin belirli sayıda germ hücresini 

destekleyebileceği düĢünüldüğünde, olgunlaĢmasını tamamlayamayan germ 

hücrelerinin ortamda bulunabileceğini de düĢündürebilir. Tüm bu durumlar, 

embriyonik geliĢim döneminde, aktivinlerin, Hh sinyal aktivitesini regüle 

edebileceğini gösterebilir.  

 

Burada sunulan tez çalıĢmasıyla, Hh sinyal yolağının, testisin geliĢim 

döneminde bağlı olarak eksprese edildiğini ve sıkı bir Ģekilde kontrol edilerek, 

spermatogenezin özel basamaklarında fonksiyon gördüğünü göstermektedir. Buradaki 

bilgiler, Hh sinyalinin yalnızca normal spermatogenezde değil, yetiĢkin testiküler kök 

hücrelerinde de rol oynadığını göstermektedir. Hh sinyalinin, embriyonik dönemdeki 
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gonositlerde eksprese olduğunun bulunması, ayrıca, germ hücre geliĢiminin 

bozulmasıyla bu sinyal yolağı aktivitesinde değiĢim gözlenmesi, bu yolağın anormal 

spermatogenezle iliĢkilendirilebileceğini gösterebilir. Ġleride, geliĢmekte olan testiste, 

Hh sinyalinin hangi alt yolakları çalıĢtırdığının araĢtırılması önem kazanmaktadır. Hh 

sinyalinindeki artıĢla iliĢkilendirilen birçok kanser türünde, Hh sinyal aktivitesinin 

nasıl düzenlendiğinin belirlenmesi, özellikle testisteki aktivitesinin nasıl  

düzenlendiğinin bulunması, ileride testis kanser hastaları için bulunacak olan 

potansiyel ilaç tedavilerinde büyük önem taĢımaktadır.  
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SONUÇLAR 

 

 

Bu tezde, Hedgehog sinyal yolağının spermatogenezdeki fonksiyonuna yönelik 

elde ettiğimiz sonuçlar maddeler halinde aĢağıda özetlenmiĢtir. 

 

1) Hh sinyal yolağına ait mRNA‟lar, geliĢmekte olan sıçan testisinde ve yetiĢkin 

sıçan testisinde dinamik bir Ģekilde eksprese olmaktadır.  

 

2) Radyasyona maruz kalmıĢ sıçan testisi modeline göre, Hh sinyal yolağına ait 

mRNA‟lar, farklılaĢmamıĢ Tip A spermatogoniyalarda eksprese olmaktadır. Ancak, 

bu yolağa ait elemanların ekspresyonu, hücrelerin farklılaĢmasıyla birlikte 

gözlenmemektedir. 

 

3)  Hh sinyal yolağına ait mRNA‟lar, geliĢmekte olan fare testisinde de, sıçan 

testisiyle benzer ekspresyon profili göstermektedir. Embriyonik geliĢimleri sırasında 

DBP‟ye maruz kalan farelerin testislerinde, Hh sinyal yolağına ait elemanların 

aktivitesi artmaktadır. 

 

4) Aktivin geni knock-out edilen farelerin testislerinde, Hh sinyal yolağına ait 

elemanların aktivitesi artmaktadır. Bu durum, Hh sinyal yolağının embriyonik 

dönemde, germ hücre proliferasyonunda rol oynayabileceğini düĢündürür. 

 

5) GeliĢmekte olan postnatal 1 günlük fare testislerinde, Cyclopamine ile Hh sinyal 

yolağını inhibe edildiğinde, Stra8 ve SCYP3 gibi mayoz iliĢkili genlerin 

ekspresyonları artmaktadır. Bu durum, Hh sinyal yolağının, postnatal testiste mitotik 

aktiviteyi indüklediğini belirtebilir. 

 

6) Ġnsan non-seminoma, seminoma ve CIS testislerinde, Hh sinyal yolağı aktivite 

göstermektedir. Testis kanserli dokularda, Hh sinyal yolağı inhibitörleri, tedavi 

geliĢtirilmesi amacıyla araĢtırılabilir. 
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Regulated Production of SnoN2 is a Feature
of Testicular Differentiation
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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
SMAD2/3 and the transcriptional repressor SnoN (Ski-like), a modifier of SMAD2/3 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. VVC 2009 Wiley-Liss, Inc.

INTRODUCTION

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
TGFbs, 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-

cating activin A in downregulating spermatogonial stem
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). TGFb 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 (InhbaBK/BK,
Brown et al., 2000), as does the impaired ability to
respond to activin due to absence of receptors
(ActRII2/2, 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 Inha2/2 mice,
Matzuk et al., 1992), leads to the development of
tumors of Sertoli cell origin, the number and size of
which are reduced in Inha2/2 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 SMAD1,
SMAD5 and SMAD8 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, SMAD6 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
SMAD2/3 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 TGFb 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 TGFb signaling (Pearson-White
and McDuffie, 2003). Two alternatively spliced tran-
scripts are produced from murine sno gene, a longer

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 SMAD2/3 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 Mv1Lu (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. TGFb itself can
induce SnoN degradation in a SMAD3-dependent man-
ner (Stroschein et al., 1999), permitting the transcrip-
tion of SMAD/TGFb target genes. Interestingly, this
same study identified SnoN as an early-response TGFb
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 TGFb.

We have previously shown that the production of the
inhibitory SMAD6 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 SMAD2/3 is widespread,
whereas highly regulated production of the smaller
SnoN isoform, SnoN2, is a feature of testicular differ-
entiation.

MATERIALS ANDMETHODS
Experimental Animals and Tissues

Mice (CBAxC57Bl6 F1) and rats (Sprague Dawley)
were obtained fromMonash 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 LBNF1 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 2808C 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 lm 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 60Co g-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 lg/cm2 laminin (Sigma, St. Louis, MO)
and incubated at 378 5% CO2 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 2808C 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
at2808C until protein isolation.

Immunohistochemistry

Immunohistochemistry was performed on tissue sec-
tions as per Meehan et al. (2000) using antiphosphory-

lated-SMAD2 (Cell Signaling, diluted 1:500 in TBS/
0.5% BSA) and anti-SnoN (Santa Cruz, Santa Cruz,
CA, diluted to 1 lg/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
�908C maintained for 8 min in 50 mM glycine (pH 3.5)
for phosphorylated SMAD2/3 and in T-EG buffer (10
mM Tris-HCl, 0.5 mM EGTA pH 9) for SnoN. Tissue
sections were blocked with 0.5% BSA plus 5% normal
sheep serum in 13 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 13 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 3,30-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 cDNA Synthesis Kit
(Roche Applied Sciences, IN, USA) was used to gener-
ate template cDNA from 3 lg 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 lL
SYBR Green JumpStart Taq Mix (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO), 4.6 lL of 1:100 dilution first strand cDNA
product and 0.2 lM each of specific forward and
reverse primers (Sigma Genosys, Houston, TX). Cy-
cling conditions consisted of incubation at 958C for 2
min followed by 40 cycles of 15 s at 958C, 1 min at
608C, and 1 min at 728C. Fluorescence was measured
and acquired at 728C. Relative levels of gene expres-
sion were calculated using Rotor-Gene 6.0 software.
Skil (XM_001058480) was amplified using the
forward primer 50-ATGACAAGGGGAAGATCGTG-30

and the reverse primer 50-TCCTTCATCGCCTTT-
GAACT-30 and expression was normalized to the ribo-
somal protein S2 housekeeping gene (forward: 50-
TGTTCTCCCTGCCCATTAAG-30, reverse: 50-CAA
GACCAACGTGACCATTG-30). 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 48C in RIPA buffer (1% Nonidet P-40, 0.5% So-
dium deoxycholate, 0.1% Sodium dodecyl sulfate in

PBS) in the presence of protease inhibitors (Protease
Inhibitor Cocktail Set III, Calbiochem, San Diego CA)
incubated at 48C 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 HCl pH 6.8, 34% glycerol, 0.1% b-mercaptoetha-
nol, 2% SDS, 0.01% bromophenol blue) and heated at
958C 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 48C 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 13 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-SMAD2/3, 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 lm.



Figure 3
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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 SMAD3, 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-

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 SMAD2/3, 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

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 lm
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-SMAD2/3 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 lm 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 SMAD2/3 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

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. 4I) 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-SMAD2/3 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-SMAD2/3, 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 lm. 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 t-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 lm.
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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-
SMAD2/3, 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 SMAD6 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
TGFb 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 SMAD2/3 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

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 TGFb 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 SMAD6 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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