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OZET

Insanda ve farede oldukca benzer olan testis gelisimi, somatik hiicrelerin
etkisiyle gergeklesen ve hiicre farklilasmasi, apoptoz, mitoz ve mayoz boliinmeler
gibi 6nemli biyolojik olaylari igeren bir siirectir. Germ hiicrelerinin ve onlarin destek
hiicreleri olan Sertoli hiicrelerinin fetal ve neonatal donemlerdeki normal gelisimleri,
yetigkin erkek iireme fonksiyonlarini belirlemektedir. Diger bir deyisle, testis
gelisimindeki morfolojik ve hiicresel olaylarin diizenlenmesi, yetiskin testis
Ozelliklerinin kazanilmasi igin gereklidir. Poli ADP-ribozilasyon (PARIasyon), Poli
ADP-riboz Polimeraz (PARP)’lar tarafindan katalizlenen ve DNA zincir kiriklariyla
aktive olan hiicresel bir cevaptir. PARP-1, PARP ailesinin en iyi tanimlanmis
tiyesidir. Erigkin testiste; PARP-1’in ve Poli ADP-riboz (PAR) polimerlerinin
spermatogenik hiicrelerdeki dagilimi ve germ hiicre farklilasmasinda PARIlasyonun
rolii gosterilmistir. PARIlasyon, hedef proteinlere PAR polimerleri ekleyip onlarin
aktivitesini diizenleyen bir postranslasyonel modifikasyondur. Ayrica, PARP-2’nin
spermatosit mayoz boliinmeleri ve spermiyogenezdeki anahtar rolii, PARP-2 geni
silinmig farelerin hipofertil olmalar1 ile kanmitlanmistir. Bu ¢alismada, eriskin
testisteki rollerinden yola ¢ikarak, PARP-1, PARP-2 ve onlarin iirlinii olan PAR
polimerlerinin; fetal,  neonatal,  pubertal testislerdeki  ekspresyonlari
degerlendirilmistir.

Embriyonik (E) 15.5, E17.5, dogum sonras1 (DS) 0, DS3, DS5, DS9, DS15,
DS20 ve erigkin testis dokular1 parafin bloklarindan alinan seri kesitlere; PARP-1,
PARP-2 ve PAR’in dagilimlarint incelemek amaciyla immiinohistokimya
uygulanmistir. Bunlara ek olarak; germ hiicrelerin belirtilmesi icin VASA (MVH),
puberte 6ncesinde heniiz farklilasmamis pre-Sertoli hiicrelerini gostermek i¢in Anti-
Miillerian Hormon (AMH) antikorlar1 kullanilmistir.

PARP-1; E15.5, E17.5 ve PPO giinlerinde gonositlerde gozlenmistir.
PP3.giinde; seminifer tiibiiliin bazaline go¢ eden gonositlerde ekspresyonu devam
etmektedir. PP5.giinde; tiibiiliin bazaline go¢ ederek spermatogonyumlara farklanan
gonositlerde ekspre olmaktadir. PP9, PP15 ve PP20.giinlerde spermatogonyumlarda,
erigkin testis dokusunda ise; spermatogonyumlarin yanisira intersitisyel alandaki
hiicrelerin niikleuslarinda varligi gosterilmistir. PAR ekspresyonu, E15.5, E17.5,
DS0, DS3, DS5, DS15, DS20. giinlerde pre-Sertoli hiicrelerinde gozlenirken, DS9.
giinde testiste PAR ekspresyonu goriilmemistir. Erigkinde ise; spermatogonyumlarda
ve intersitisyel alandaki hiicrelerin niikleuslarinda PAR ekspresyonu gézlenmistir.
PARP-2 ekspresyonu; E15.5, E17.5, DSO, DS3. giinlerde gonositlerde izlenirken
DS5.giinde spermatogonyumlarda goriilmemistir. DS9, DS15 ve DS20. giinlerde
PARP-2 ekspresyonu, spermatogonyumlarda ve spermatositlerde izlenmistir. E15.5,
E17.5 ve DS0-DS20. giinlerde, Sertoli hiicrelerinde ekspresyonu devam eden PARP-
2, erigskinde ise; Sertoli sitoplazmasinda, spermatositlerde ve uzayan spermatidlerde
gozlenmistir.

Bu ¢alismada; PARP-1, PARP-2 ve PAR’1n testis gelisim siirecinde somatik ve
germ hiicrelerindeki ekspresyonlar1 ilk defa gosterilmistir. Sonuglarimiz, eriskinde
erkek fertilitesi i¢in dnemli oldugu bildirilen bu molekiillerin, embriyonik ve pre-
pubertal testis gelisiminde de rolleri olabilecegini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Fare testis gelisimi, PARP-1, PARP-2, PAR,
immiinohistokimya



ABSTRACT

Development of testis, a process that is highly similar between humans and
mice, occurs under the influence of somatic cells and involves important biological
events such as; differentiation, apoptosis, and meiotic/mitotic cell divisions. Thus,
processes during the fetal and neonatal periods contributing to the development of
germ cells and Sertoli cells that constitute the major supportive matrix, determine
adult male reproductive function. In other words, regulation of morphologic and
cellular events is required for acquiring the characteristic properties of mature testis.
It has been demonstrated that in the adult testis, within the spermatogenic cells,
PARP-1 protein and PAR polymers are expressed and play an important role in
differentiation of germ cells. In addition, it is thought that PARP proteins might be
involved in maintenance of genomic integrity in adult spermatogenic cells.
Furthermore, PARP-2 has been implicated in abnormal spermatogenesis. In a recent
study, PARP-2 deficient male mice were found to have hypofertility and the decrease
in fertility seen in these PARP-2- null mice could be related to both defective meiosis
| and spermiogenesis. Taken above into account, we evaluated the expressions of
PARP-1 and PARP-2, together with their end-product PAR polymers during mouse
testis development.

Immunohistochemistry was performed for PARP-1, PARP-2 and PAR
antibodies that were applied to paraffin sections of embryonic (E) 15.5, E17.5,
dogum sonrasi (PP) 0, PP3, PP9, PP15, PP20 and adult testis tissues. In addition,
VASA (MVH) and Anti-Miillerian hormone (AMH) antibodies were used for
defining germ cells and for determining undifferentiated pre-Sertoli cells,
respectively.

PARP-1 was seen in gonocytes at E15.5, E17.5, and PPO days. At day PP3, the
expression was present in gonocytes that migrate to the basal membrane of tubules
and also in pre-Sertoli cells. At day PP5, PARP-1 expression was observed in
differentiated spermatogonia. At day PP9, PP15, PP20 PARP-1 was seen in
spermatogonia and in adult testis tissue the expression was in spermatogonia and
interstitial area cells. PAR expression on days E15.5, E17.5, PPO, PP3, PP5, PP15
and PP20 was present in pre-Sertoli cells. On days PP9, there was no PAR
expression. In adult testis tissue, PAR expression was observed in spermatogonia and
interstitial area cells. PARP-2 expression was present in gonocytes at days E15.5,
E17.5, PPO, and PP3. On day PP5 it wasn’t seen in spermatogonia. PARP-2
immunlocalization was seen in spermatocytes at days PP9, PP15, and PP20. On days
E15.5, E17.5, and PPO-PP20, PARP-2 was localized to Sertoli cells. In adult testis
tissue, PARP-2 expression was present in spermatogonia, spermatocyes and in
elongated spermatids.

Our study for the first time has demonstrated the distributions of PARP-1 and
PARP-2 during testicular development in mice. Our findings provide evidence that
PARP proteins may have roles during both embryonic and prepubertal testis
development, in addition to their key roles in adult male fertility.

Key Words: Mouse testis development, PARP-1, PARP-2, PAR,
immunohistochemistry
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GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amacg

Testis farklilagmasi, Sertoli hiicrelerine doniisecek olan somatik hiicrelerde
ekspre olan SRY geni ile indiiklenir. Sertoli hiicreleri erkek gonadlarin diizenleyici
merkezidir ve diger biitlin hiicre tiplerinin farklilagmasimi yonetir (1-3). Kok
hiicreden itibaren saglikli sperm iiretilmesi igin, embriyonik dénemde hem
apopotozu indiikleyen hem de hiicre devamliligini ve canliligini saglayan faktorlerin
dogru zamanda ve dengeli bir sekilde ortamda bulunmasi gerekmektedir. Yetiskinlik
doneminde, bir erkegin fertilite kriteri spermatogonyumlardan tiretilen spermlerdir ve
bunun temelleri embriyonik dénemde atilmaktadir (4-7). Ornegin: testikiiler disgenez
sendromu, kriptorsidizm gibi diisiik sperm sayisi ile karakterize patolojilerin ortak
orijini fetal hayat olarak gosterilmistir (8). Eriskinde ortaya ¢ikan bu hastaliklar
testikiiler gelisim sirasinda Sertoli hiicrelerinin anormal gelisim gostermesi ile
aciklanmaktadir (8). Testikiiler kanser tiirleri olan seminoma veya non-seminoma
gibi germ hiicre timorlerinin ortaya ¢ikis mekanizmasinin da fetal ve neonatal
hayatta gonosit proliferasyonundaki ve farklilasmasindaki bozukluklardan
kaynaklandig1 diisiiniilmektektedir (9). Sonug olarak, testis gelisimi sirasinda
somatik ve germ hiicrelerin proliferasyon ve farklilasmalarinin dogru sekilde
gerceklesmesi normal testis gelisimi agisindan 6nemlidir.

PARP-1 bir¢cok dokuda farkli diizeylerde bulunmakla birlikte; testis, dalak ve
timusta mRNA’simin yiiksek diizeylerdeki varligi bildirilmistir (10, 11). Eriskin,
testikiiler dokudaki PARP-1 ekspresyonuyla iligkili rodentlerde yapilan ¢aligmalarin
sonuglarma gore; PARP mRNA aktivitesi ve proteini esasen spermatogonyum ve
pakiten evredeki spermatositlerde mevcuttur (12, 13). 1992 yilinda yapilan bir
calismada, eriskin testislerde yiiksek seviyelerde PARP mRNA ekspresyonu; pakiten
spermatositlerde, azalan ekspresyon siddeti ile yuvarlak spermatidlerde ve uzayan
spermatidlerde gosterilmistir (14). Ilging olarak; PARP-1 fetal gonadlarda cinsiyet
belirlenmesi sirasinda (Fare embriyonik 11.5’uncu giin (E 11.5)) Sertoli hiicresi
niikleuslarinda Sry ile birlikte lokalize olmaktadir ve Sry geninin aktivitesini
diizenlemektedir (15). Ancak, embriyonik 11.5’uncu giinden sonra bu hiicrelerin
PARP-1 ekspresyonlarin1 devam ettirip ettirmedikleri hakkinda literatiirde bir bilgi
bulunmamaktadir.

PARP-2 tarafindan diizenlenen PAR olusumunun, spermatidlerde kromatin
kondenzasyonu sirasinda meydana geldigi  gosterilmistir  (13). Uzayan
spermatidlerde; kromatin paketlenmesi sirasinda histon-protamin degisiminin oldugu
evrelerde, PAR’1n yiiksek diizeyde ekspresyonu belirtilmistir (13). PARP-2’nin DNA
tamirindeki roliine ek olarak, yetiskin testiste 1. mayoz bdliinmeler sirasinda ve
haploid spermatid farklilasmasinda da 6énemli bir rolii oldugu ilk defa 2006 yilinda
ortaya konmustur (16). Bu calismada, PARP-2 geni silinmig farelerin testis
hacimlerinin yaklasik %50 oraninda azaldig1 ve hasarli spermatogenez gosterdikleri
bildirilmistir.



Bu farelerin testislerinde, metilasyon ve histon asetilasyonu gibi epigenetik
diizenlenmelerin bozuldugu ve kromozom ayrilmasi gibi olaylarin diizgiin sekilde
yapilamadig1r goriilmiistiir. Ayrica bu hayvanlarda, spermatogenezin yuvarlak
spermatidlerden uzamis spermatidlere gecis asamasini (spermiyogenezi) geciktirdigi
hatta basaramadigi da gosterilmistir. Sonug olarak, PARP-2 geni silinmis fareler 1.
mayoz boliinmeler ve spermiyogenezdeki anormallikler nedeniyle hipofertildir (16).

Erigkin donemde 6nemli rolleri oldugu bildirilen PARP ailesinin bu {iyelerinin,
testis gelisimindeki rollerinin ortaya konmasi 6nem tasimaktadir. Testiste eriskin
donemde hangi hiicre tiplerinde ekspre olduklar1 tanimlanmig olan bu proteinlerin,
erkek gonad fonksiyonu ile ilgili fizyolojik ve patolojik olasi rolleri hakkindaki
aragtirmalar devam etmektedir. Fakat bu proteinlerin fetal, neonatal ve puberte
donemlerinde testiste hangi hiicrelerde ekspre olduklar1 hakkinda literatiirde bilgi
bulunmamaktadir.

Bu ¢alismanin amaci; fetal déonemde (E15.5 ve E17.5 giinler), neonatal
dénemde (dogum sonrasi 0.giin (PP0), PP3, PP5, PP9, PP15. giinler), pubertede
(PP20. giin) ve yetigkin testis dokularinda PARP-1, PARP-2 ve PAR
ekspresyonlarinin hiicresel lokalizasyonunun immiinohistokimya ile gostermek ve
PARP ailesi iiyeleri olan PARP-1, PARP-2 ve onlarin iiriinii olan PAR
polimerlerinin testis gelisimini igeren bu siiregteki varligini aragtirmaktir.



GENEL BiLGILER

2.1. Insanda Prenatal Testis Gelisimi

Primordiyal germ hiicreleri (PGH) ilk kez 4 haftalik fetiiste vitelliis kesesi
duvarinin endoderminde ortaya ¢ikar. Dordiincii ve 6.haftalar arasinda, yaklasik
olarak 10-100 adet PGH ameboid hareketlerle vitelliis kesesinden bagirsak tiipiine,
oradan da mezenter boyunca arka viicut duvarmin sag ve sol yanlarina go¢ ederler.
Bu hareket rotasi, go¢c eden ve ¢ogalan PGH’lerinin plazma membrani alkalen
fosfataz enziminden zengin olmalarindan dolayi, sitokimya araciligi ile izlenebilir
7).

2.1.1. insan Primordiyal Germ Hiicrelerinin Gécii

Primordiyal germ hiicreleri son bagirsaktan gecerek gonadal kabartiya gog
ederler ve gonadal kabartida kolonize olurlar. Burada, Seminifer kordonlari
olusturmak amaciyla pre-Sertoli hiicreleri ile etkilesime girerler. C-Kit reseptorii ve
onunla etkilesen kok hiicre faktorti (stem cell factor (SCF) ya da Kit-ligand), hiicre
gocline rehberlik eder ve ayn1 zamanda go¢ eden PGH’lerinin ¢ogalmasini da uyarir.

Fetal testis, tubuli rekti araciligi ile rete testise baglanmis seminifer
kordonlardan olusur. Bu kordonlar, solomik epitelden koken alan Sertoli
hiicrelerinden ve primordiyal germ hiicrelerinden kdken alan spermatogonyumlardan
olusur. Seminifer kordonlar, mezonefrik mezensimden koken alan fetal Leydig
hiicreleri tarafindan birbirinden ayrilmistir.

Fetal Sertoli hiicreleri, Miiller kanallarinin gelismesini engelleyen Miillerian
inhibe edici madde (MIS) salgilarlar. MIS yoklugunda, Miiller kanallar1 varligini
stirdiirir ve disi i¢ genital organlar haline gelirler. Gebeligin 8.haftasinda,
spermatogonya onciileri, PGH’lerinden kdken alip, sdlomik epitelden kaynaklanan
Sertoli hiicreleriyle kusatilmis olan seminifer kordonlar i¢inde yer alir. Peritiibiiler
miyoid hiicreler ve kan damarlari ise mezensimden koken alir (17).



2.1.2. insanda Farkhlasmamis Gonadlarin Gelisimi

Farklilagmamis gonadlar, ara mezodermden kdken alan biiyiik tlirogenital
sistem igerisinde gelisirler. Gonad kabartisi, her bir mezonefrozun ventrolateral
ylizeyinde soOlomik epitelin kalinlasmasi seklinde ortaya c¢ikar ve embriyonik
donemin 4.haftasinda belli olur (Sekil 2.1.2.). Heniiz farklilasmamisg gonad 7.haftaya
kadar bipotansiyeldir. Diger bir deyisle, heniiz morfolojik olarak ovaryum ya da
testis olarak ayirt edilemez. Bu farklilasmamis donem sirasinda embriyo, ayni
zamanda erkek ya da disi i¢ lireme organlari i¢in prekiirsor olan ¢iftli genital kanal
sistemine sahiptir. Erkek i¢ iireme organlari (seminal vezikiil, vas deferens ve
epididimis) mezonefroz (Wolffian) kanallarindan gelisirken, disi lireme sistemi
(fallop tiipleri, uterus ve {iist vajina) paramezonefrik (Miiller) kanallarindan gelisir.
Bu kanal sistemlerinden sadece bir tanesi, gonadin, ovaryum ya da testise

farklilagsmasina bagli olarak ileride normal olarak gelisecektir (18).
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Sekil 2.1.2. insan gonadlarinin geligimi

A) Insanda gebeligin 4.haftas1, genital kabartiya go¢ eden primordiyal germ hiicreleri.
B) Gebeligin 6.haftasi, genital kabartida gosterilen primitif cinsiyet kordonlari. C) Testis
gelisiminin 8.haftasi. D) Testis gelisiminin 16. haftasi. E) Ovaryum gelisiminin 8.haftasi.

F) Ovaryum gelisimin 16.haftas1 (20).



Genital sistemin gelisimini diizenleyen molekiiler mekanizmalarin ortaya
konmasinda farelerde yapilan ¢alismalar 6nemli katkilar saglamigtir. Farelerin
gebelik stireci yaklasik 20 giin siirer. Cinsiyetin belirlenmesi ve gonadlarin
farklilagsmasi fetal periyodun ikinci yarisinda gergeklesir. Farede, mezonefroz ilk kez
embriyonik 9 ve 10. giinlerde (E9, E10) goriliir ve mezonefrozun proliferasyonuyla
ortaya ¢ikan farklilasmamis gonadlar E10. giinde belirmeye baslar. E11.5. glinde
PGH’leri gonadlarda goriiniir hale gelirler ve E12. giinde gonadlar uzamaya ve
biiyiimeye baslarlar. Bu sirada heniiz cinsiyetler arasinda goriilebilir bir fark yoktur
(Sekil 2.2.) (18).
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Sekil 2.2. Fare embriyonik primordiyal germ hiicre gelisimi (19).

2.2. Farede Gonad Gelisimi

2.2.1.Cinsiyet Belirleyici Anahtar

Bir gonad fonksiyonel olmak igin bir gonad, gamet olusturacak germ
hiicrelerine, lireme fonksiyonlari i¢in 6nemli olan hormonlar: salgilayan ve gametleri
destekleyen matriksi saglayan somatik hiicrelere ihtiya¢ duyar. Farklilagsmamis gonad
4 temel hiicre tipi igerir: destekleyici hiicreler, steroidogenik hiicreler, baglayici
hiicreler ve germ hiicre soylari. I¢inde bulunduklar1 organin cinsiyetine bagli olarak
her biri bipotansiyel kadere sahiptir (18).



2.2.2. Destek Hiicre Soyu

Testiste destek hiicre soyu Sertoli hiicresi iken ovaryumda graniiloza ya da
folikiil hiicreleridir. Destek hiicreleri germ hiicrelerinin etrafin1 ¢evreler, gelisimleri
ve farklilagmalari i¢in uygun ortami saglarlar. Sertoli hiicreleri sdlomik epitelden
koken alirlar ve 14.5. gilinde fare gonadlarinda yiiksek diizeyde proliferasyon
gosterirler.  Eriskinlerde ~ Sertoli  hiicreleri ~ spermatogenezin  parakrin
diizenleyicisidirler ve sayilar1 spermatogenezi sinirlayan bir faktordiir (19, 20).

Farelerde, Sex Determining Region Y (Sry) geni genital kabartida 10.5 ve 12.5.
giinler arasinda testis farklilagmasindan once pre-Sertoli hiicrelerinde ekspre
olmaktadir (2). Sry ekspresyonu, testis farklanmasini baslatir, fakat gelisen testiste
gen aktivitesinin siirekliligi i¢in gerekli degildir. Genotipi XX olan farelere Sry geni
transfeksiyonu yapildiginda, testis gelisimi indiiklenir ve gonad belirgin sekilde
erkek cinsiyet farklilagmasina yonelir (21). Sertoli hiicreleri ve spermatogenik
hiicreler arasindaki diizen, normal testikiiler fonksiyon i¢in Onemlidir. Seminifer
kordonlarin fetal donemdeki dizilimi ileride seminifer tiibiil olusumu igin gerekli
olacaktir. Fareclerde seminifer kordonlarin bazal lamina ile ¢evrilmesi 24 saatten az
bir siirede gergeklesir. Bu sirada mezensimal hiicreler ile Sertoli hiicreleri arasindaki
etkilesim sayesinde seminifer epitel olusmaya devam eder.

2.2.3. Steroidogenik Hiicre Soyu

Steroidogenik hiicreler, bireyin ikincil cinsiyet karakterlerinin gelisimini
saglayan cinsiyet hormonlarini iiretir. Erkeklerde bu hiicreler Leydig hiicreleridir ve
disilerde ise teka interna ve graniiloza hicreleridir. Androjen sekresyonu yapan
Leydig hiicreleri, ayn1 zamanda Sertoli ve peritiibiiler hiicreleri sperm hiicre
farklilasmasi i¢in gerekli destekleyici gevreyi saglamak {izere stimule ederler. Bu
hiicrelerin kokeni tam olarak bilinmemektedir fakat, E11.5. giinde genotipi XY olan
farklilasmamis gonadlarin izolasyonu ve elektron mikroskopi ¢alismalart ile birlikte
yapilan bazi deneyler, mezonefrozdan elde edilen hiicrelerin Leydig hiicre
prekiirsorleri igerdigini gostermistir (22).

Memelilerde, Leydig hiicrelerinin tam olarak fonksiyonel olmalari igin
hiicrelerin en az iki nesil aktive olmalar1 gerekir. Fetal tip nesil, intersitisiyal alanda
testikiiler kordon olusumundan sonra goriiniir hale gelir ve gonad digindaki erkek
genital organlarinin gelisimini siirdirmek i¢in androjen lretiminden sorumludur.
Insanlarda, fetal Leydig hiicre onciileri, gebeligin 8. haftasinda tanmabilir hale
gelirler ve erkek genital sistemin diizenlenmesi ise 13. haftada tamamlanur.

Kemirgenlere zit olarak, insanlar, dogumdan yaklasik iki ay sonra
testosteronunun en yiiksek seviyeye ¢ikmasina neden olan ikinci bir Leydig hiicre
aktivasyonuna sahiptir. Fetal Leydig hiicre neslini pubertal maskiilenizasyondan
sorumlu olan erigkin-tip populasyon takip eder. Fetal Leydig hiicrelerinin ilk
farklilagsmalarin1 tetikleyen sinyal heniiz bilinmemektedir, ancak Sertoli hiicre-
bagimli parakrin bir faktoriin varligi kabul edilmektedir (23).



2.2.4. Baglayicl Hiicre Soyu

Baglayici hiicreler, erkeklerde, peritiibiiler miyoid hiicreleri olustururken
disilerde ise stromal hiicreleri olustururlar. Mezonefrozdan, organ diizenlenmesine
katkida bulunacagi, gelisen gonada dogru gog ettikleri diisiiniilse de, son yillarda
yapilan c¢alismalar bu hiicrelerin mezonefrozdan gog¢ etmedigini ve biiylik olasilikla
gonad mezensiminden gelistigini one siirmektedir (24-26).

Peritubiiler miyoid hiicreler, hem kasilma hem de salgilama 6zelliklerine
sahiptirler. Kasilmalar1 1s1 degisimlerine ve hormonlarla uyarima son derece
duyarhdir. Salgi tiriinleri ise, P-Mod-S (peritiibiiler modifies Sertoli), fibronektin ve
kollajen tip I'dir.

P-Mod-S, FSH tarafindan uyarilir ve Sertoli hiicrelerinin gelismesi ve
fonksiyonlarinda 6nemlidir. Ayrica testosteron sentezi, Sertoli hiicrelerinin
mezensim ile etkilesimi ve Sertoli hiicrelerinin sekresyonlarina etkili uyarilarin
iletilmesi gibi 6nemli fonksiyonlariin da oldugu bilinmektedir. Diger ¢alismalarda
da, peritubiiler hiicrelerin spermatogenezde ¢ok Onemli rolleri bulundugu
vurgulanmaktadir (27).

2.2.5. Germ Hiicreleri

Baslangigta, gonad primordiyumu, germ hiicrelerini icermez. Primordiyal
germ hiicreleri allantoyis invaginasyonun yaninda vitelliis kesesinin endoderminde
yer alirlar. Farklilasmamis gonadlara gogleri insanda gebeligin 6. haftasinda
tamamlanir. PGH gelisimi, olgun sperm ya da oositi meydana getirecek sekilde
gelisimsel siireclerine devam eder (28). Farelerde, yaklasik, 50 adet PGH
popiilasyonu E7-7.5. giinde ekstraembriyonik mezodermin posteriyorundan primitif
cizgiye kadar goriilmektedir (29). Transforme edici biiyiime faktorii B (TGFp)’nin,
PGH proliferasyonunu inhibe etmesi ve germ hiicre kiiltiiriinde kemotropik etki
olusturmasi dolayisiyla, PGH gogiinde gerekli oldugu diistintilmektedir (30). Germ
hiicrelerinin, her bir gonadda toplam 20,000 adet germ hiicresi ile sonuglanan
mitotik proliferasyonu, gonadlara giris yaptiktan sonra 2-3 giin daha devam eder
(31).



2.3. Erkek Cinsiyet Farklilasmasi

Gonadlar, gelisen embriyoda farklilasmamis dokudan kdken alan 6zel organ
yapilaridir. Embriyonun genetik cinsiyeti, fertilizasyon sirasinda babadan gelen X ya
da Y kromozomunun kalitimi ile belirlenir. Y kromozomu testis-belirleyici gen Sry
araciligiyla farklilasmamis gonadlarin, testis yoniinde farklilasmasini saglar (32, 33).
Bir kere gonadlar farklilasmaya basladiginda, salgi faktorleri embriyonun ilerdeki
cinsiyet gelisiminin tamamini belirler. Bu gelisimsel organizasyonun sonucu olarak,
farklilasmamis gonadlar1 testis gelisimine yonlendiren baslangi¢ anahtarindaki bir
bozuklukla birlikte goriilen anormallikler, 46, XY bireylerde tamamlanmamis
cinsiyet gelisimine neden olacaktir. Testis farklilasmasi, testis kordonlarinin
diizenlenmesi ve Anti-Miillerian Hormon (AMH) sekresyonunun neden oldugu
Miiller kanallarmin gerilemesi ile belirgin hale gelir. Gonad disindaki cinsiyet
karakterlerin gelisimi iSe testisten {iretilen testosterona baglidir (Sekil 2. 3).
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Sekil 2. 3. Dorsal mezenterde dorsal aort ve noral tiip tarafinda bulunan farklilagmamig gonad (18).

Gonadin 6nemli bir 6zelligi, bobrek, akciger ya da kalp gibi diger organlardan
farkli olarak bireyin canliligi i¢in temel olusturmamasidir. Bu nedenle, gonad
gelisimiyle iligkili gen merkezlerinde mutasyon tasiyan bireyler hayatta kalir ancak;
cinsiyet degisimi, genital malformasyonlar ya da infertilite gibi bazi semptomlar
ortaya ¢ikar. Bu nedenle, cinsiyet farklilagmasi i¢in gerekli olan bazi genler
insanlarla yapilan ¢aligmalar aracilifiyla tanimlanabilir. Ek olarak, fare gibi model
organizmalarda caligilarak, cinsiyet belirlenmesi ve testis farklilasmasinda gerekli
molekiiler elemanlar ve hiicresel yolaklar hakkinda bilgi kazanilmistir.

Normal testisin diizenlenmesi i¢in ardisik ii¢ gelisimsel evrenin tamamlanmasi
gerekmektedir. Sekil 2.3’de de sematize edildigi iizere; (i) Farklilasmamus,
bipotansiyel gonad belirlenir. (ii) Cok kisa bir siire i¢in cinsiyet belirlenmesinin
kritik basamagi ortaya ¢ikar. (iii) Son olarak, farklilagsmayi takiben farkli testikiiler
hiicre soylar1 normal testis yap1 ve fonksiyonunun gelisimini saglar.



2.3.1. Testis Farklilasmasi

Insan gebeliginin 7.haftasinda, erkek gonadlarda ¢izgilenme seklinde goriilen
testis kordonlarinin diizenlenmesi ile baglayan testis gelisimi, farelerde E11.5 ve
E12.5. glinler arasindaki 24 saatlik siirece karsilik gelmektedir. Testikiiler kordonlar,
ilerdeki seminifer tiibiillerdir ve Sertoli hiicreleri ve peritiibiiler miyoid hiicreler
tarafindan cevrelenen germ hiicrelerinden olusur. Seminifer kordonlar1 ayiran
mezenkim, steroid-salgilayan Leydig hiicrelerine doniisecek olan intersitisiyal
hiicreleri olusturur. Bu siire¢ insanlarda yaklagik 8-9 hafta siirmektedir. Sonug olarak,
germ hiicreleri, fetal testiste ya da ovaryumda bulunmalarina bagh olarak
farklilagirlar (18).

2.3.1.1. Germ Hiicre Gelisimi

Testikiiler gonositler, farklilasmamis spermatogonyal kok hiicrelerin (SKH)
fetal/neonatal onciileridir. Gonosit terimi, gelismekte olan gonada yerlestikten sonra
fetal germ hiicresini tanimlamak igin, 1957 yilinda Clermont ve Perey tarafindan
Onerilmistir. Gonosit terimi pek ¢ok makalede bulunmasina ragmen, bazi
calismalarda testikiiler gonositler ayrica prespermatogonya ya da primitif germ
hiicreleri olarak da tanimlanir (34).

Germ hiicre gelisimi sirasiyla SKH’lere ve spermatozoaya rehberlik eden iki
temel evreden olusmaktadir. Birinci evre SKH’lerin diizenlenmesine onciiliik eden
fetal ve neonatal donemden baglar. Bu gelisimsel donem germ hiicrelerinin 2 temel
tipini igerir. Bunlar, embriyodaki germ hiicre soyunun ilk hiicreleri olan primordiyal
germ hiicreleri ve PGH’lerinden SKH olarak bilinen tip A spermatogonyalara
farklanan gonositlerdir. Biitin PGH’ler ve gonositler bir ya da iki niiklouslu ve
yuvarlak niikleuslu belirgin bir ¢ekirdek morfolojisi gosterirler (35). Seminifer
kordonlarda olugmakta olan liimenin merkezinde, komsu pre-Sertoli hiicreleri
arasinda bulunurlar. Fetal donemde testis, somatik hiicrelerin proliferasyonuna bagli
olarak gelisir ve ayn1 zamanda prolifere olan germ hiicreleri (gonositler) farede
gebeligin yaklagik E17.5’uncu giiniinde, proliferasyonlarini durdurarak “mitotik
durgunluga” girerler ve tekrar mitoz boliinmlere baslamak igin doguma kadar
beklerler.

Dogumdan sonra (DS), yaklasik olarak 1. giinde tekrar prolifere olan
gonositler, postnatal 2-4. giinler sirasinda seminifer kordonlarin bazal bdliimiine,
pre-Sertoli hiicrelerinin aralarina go¢ ederek farklilasmaya baslarlar (36). Germ
hiicre gelisimindeki ikinci evre, ¢ok 1yi diizenlenmis mitoz ve mayoz evreleri i¢eren
hiicre boliinmelerini ve spermiyogenez gibi spermatogonyumdan baslayan ve olgun
spermatozoa olusana kadar gecen kompleks farklilagsmalarin gerceklestigi siireci
kapsayan spermatogenik hiicre siklusudur (37) .SKH lerin pluripotensi 6zelligine
sahip olanlarinin, sitoplazmik kopriilerle birbiriyle baglanti  kurmayan tip
spermatogonyalar oldugu onerilirken, diger tip spermatogonial kok hiicrelerin
farklilasmaya dogru yoneldigi sylenmektedir (38).



2.4. Sertoli Hiicreleri ve Onemi

Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiillerin duvarinda, bazal membran iizerine
oturmus, liimene kadar uzanan biiylik hiicrelerdir (Sekil 2.4.). Diizensiz sekilli bir
niikleusu, belirgin bir niikleolusu bulunur. Komsu germ hiicreleri ile 6zel baglanti
kompleksleri olusturur. Iki Sertoli hiicresi yanlara dogru yaptiklar1 sitoplazmik
uzantilartyla birbirlerine tutunurlar. Bu uzantilarin arasinda ise spermatogenetik
seriye ait germ hiicrelerinin etrafim1  kusatarak hapsederler. Bdylece germ
hiicrelerinin diger ¢evre ortamiyla iliskisi Kesilir. Germ hiicrelerinin beslenme,
hormonal etkilesim gibi fonksiyonlar1 Sertoli hiicreleri araciligiyla gerceklesir.
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Sekil 2.4. Farede seminifer epitelyum boyunca gériilen germ hiicre dagilimi gosteren tek bir Sertoli
hiicresinin sematize resmi (27).

Sertoli hiicrelerinin aktivitesinde iki hormon 6nemlidir: Folikiil Stimiile Edici
Hormon (FSH) ve testosteron. Bunlara ek olarak; progesteron, hidrokortizon, insiilin,
vitamin A ve vitamin E, epidermal biiyiime faktori (EGF) ve transferrinin de Sertoli
hiicrelerinin fonksiyonlar1 lizerine etkileri oldugu gosterilmistir. Ayrica yukarida
tanimlanan ve peritiibiiler miyoid hiicrelerden salgilanan P-Mod-S, komsu germ
hiicreleri ve 0Ostrojenin de Sertoli hiicre fonksiyonlar1 iizerinde degisik etkileri
bulunabilir (27).

Spermatogonyumlar bazal membran {izerine oturmus halde bulunduklari i¢in
sadece list kutuplarindan Sertoli hiicrelerinin yaptiklar1 baglantilarla kusatilirlar.
Ancak daha ileri evrelerde bulunan spermatositler ve spermatidler tiim g¢evreleri
boyunca Sertoli hiicreleri tarafindan kusatilarak tamamen dis ortamdan izole
edilirler. Sertoli hiicrelerinin birbirleri ile siki baglantilar araciligiyla olusturduklari
bu bariyere "kan-testis bariyeri" adi verilir. Kan-testis bariyeri, seminifer tiibiillerin
germ hiicreleri ile doseli duvarini ikiye ayirmis olur: Bazal kompartman ve adluminal
kompartman. Bazal kompartman i¢inde spermatogonyumlar ve geng spermatositler
(leptoten, zigoten), adluminal kompartmanda ise olgun spermatositler (pakiten),
spermatidler ve spermatozoa bulunur.
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2.5. Farelerde Spermatogenezin Evreleri

Spermatogenez, testiste seminifer tiibiillerde spermatogonyal hiicrelerin belirli
araliklarda spermatozoaya donilisimii olarak bilinmektedir. Seminifer epitelin,
somatik hiicrelerin etrafin1 ¢evreledigi pek ¢ok germ hiicre katmanindan olustugu
1865’te Enrico Sertoli tarafindan ilk kez tamimlanmistir. Bu epitelin kompleks
yapisinin nedeni, Leblond ve Clermont tarafindan her bir tiibiil kesitinde hiicrelerin
dagilimina gore epitelin evrelere ayrilmasi ile ortaya konmustur (Sekil.2.5.). Bu
evrelendirme tiirler arasinda farklilik gostermekle birlikte kok hiicre isimlendirmesi
de ayn1 sekilde farklilik gostermektedir (39).

SEMINIFER
EPITEL
EVRELERI

/

[
UL
olol®/®/0®
90 © 00

p

7 wm \&/?@&m &

= ot el LV

Spermiogenesis

Mitosis  Meiosis

Sekil 2.5. Farede seminifer epitelyum evrelendirmesi (39).

2.5.1. Mitoz Evresi

Spermatogonyumlar diploid germ hiicreleridir (2n), mitozla boliiniirler ve bazal
membran tizerinde bulunurlar. Genel olarak, spermatogonyal kok hiicreleri rutin
mikroskop yontemlerle tanimlamak mimkiin degildir, fakat farkli tip
spermatogonyumlar tip-A, intermediate ve tip-B olarak taninmaktadir. Fareler
tizerine yapilan laboratuar calismalarinda, spermatogonyumlarin 4 farkli sinifi
oldugu belirtilmistir: Farklilasmamis tip-A spermatogonya [A single (As), A paired
(Ap), A aligned (Aal)]; farklilasmis tip-A spermatogonya (Al, A2, A3, A4);
intermediate spermatogonya (In); ve tip-B spermatogonya (37, 40).
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2.5.2. Mayoz Evresi

Tip-B spermatogonya mayotik profazin bagladigini gosteren iki adet
preloptoten spermatosite mitoz boliinmeyle farklanir. Bu hiicreler bazal membrana
yakin dururlar, fakat leptoten ve zigoten spermatositler kan-testis-bariyerinden
hareket ederek liimene dogru tasmirlar (41, 42). Preleptoten, leptoten, zigoten
spermatositler seminifer tiibiiliin 6zgiin evrelerinde yer alirlar ve rutin mikroskopla
tanimlanabilirler. Mayoz boliinme, spermatogenezin uzun bir dénemidir ve farelerde
olgun spermatozoa olusana kadar yaklasik 14 giin gecer. Seminifer tiibiildeki germ
hiicre boliinmeleri, 12.evrede meydana gelen 3 boliimde incelenir: (a) mayoz I, 4n
hiicrelerin  boliinmesi; (b) birincil spermatositelerden daha biiylik olan ikincil
spermatositlerin diizenlenmesi (2n); (c) mayoz Il, 2n ikincil spermatositlerin haploid
(n) yuvarlak spermatidlere boliinmesi.

2.5.3. Spermiyogenez

Seminifer tiibiil limenine atilmak iizere haploid spermatidlerin uzamis ve
sikica kondanse olgun spermatozoaya doniisiimiine ‘“‘spermiyogenez” denir.
Spermatidlerin farklilasmasi 4 evreyi icermektedir. Bunlar; golgi evresi, kep evresi,
akrozomal evre ve olgunlasma evresi olarak bilinmektedir (39).

2.5.3.1. Golgi Evresi

Golgi aygiti, spermiyogenezin erken basamaklarinda, gelisen sperm
niikleusunu saran akrozomal sistemin enzimatik bilesenlerini igeren vezikil ve
graniil iiretimini saglamaktadir ve akrozomun diizenlenmesi i¢in ¢ok onemlidir (43).
Yuvarlak spermatid diizenlenmesinin ilk ti¢ evresinin farklilasmasi, Periyodik Asit
Schiff (PAS) boyamasi ile tanimlanan belirgin bir Golgi aygitina ihtiyag duyar.
Birinci basamakta spermatidler, akrozomal vezikiil ya da graniilsiiz kiigiik ve
periniikleer Golgi bolgesine sahiptir. ikinci ve 3. basamaklarda, tek ve biiyiik bir
akrozomal graniiliin diizenlemesi ile birlikte icerisinde proakrozomal vezikiil ve
graniil bulunan Golgi aygit1 goriilmektedir.

2.5.3.2. Kep Evresi

Kep islemi, 4. ve 5. basamaktaki yuvarlak spermatidlerde, akrozomal graniiliin
temas ettigi niikleer membranin ve vezikiiliin kiigiik bir sapka halini almaya basladigi
niikleer yiizeyde meydana gelir. Altinc1 ve 7. basamakta akrozomal vezikiil ¢ok
incelir ve graniil diizlesir. Basamak 8’de son yuvarlak spermatid ve akrozom niikleus
yiizeyinin yaklasik 1/3’1 kadar diizlesir ve hiicre niikleuslar1 sekillerini degistirmeye
baslarlar.
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2.5.3.3. Akrozomal Evre

Akrozamal basamaklar 9-14, akrozomal sistemin uzayan spermatid
niikleusunun ventral ylizeyden gogiinii igermektedir. Akrozomun bu gociinii, farkl
acilarda ya da yonelmede oldugu icin histolojik kesitlerde tanimlamak oldukc¢a
zordur. Bu nedenle spermatogenezin o6zgiin evrelerinin tanimlanmasi, uzayan
spermatidler yerine yuvarlak spermatidlerde goézlenen akrozomal sisteme bagh
olarak gerceklestirilir. Bu spermatid basamaklari, ayni zamanda kromatinin
kondenzasyonunu da igermektedir. Fazin sonunda, akrozom, ¢ekirdegin iist 1/3’lik
kismin1 rter ve sarmaya devam eder ve bu sirada manset gelisir (40).

2.5.3.4. Olgunlasma Evresi

Olgunlasma basamaklarindan 15-16, seminifer tiibiliin HI-VIII evreleri
boyunca devam eder, niikleus seklinde ve akrozomal gocte kiiclik degisiklikler
gosterir. Niikleus kondense olmaya devam eder ve akrozom ince ve PAS pozitif
yapisina dogru olgunlagir. Spermatozoanin fazla sitoplazmasi, VII-VIII. evrelerde
atilir. Sertoli tarafindan fagosite edilen bu sitoplazmik loblar, mitokondri, ribozom,
lipidler, vezikiiller ve diger sitoplazmik elemanlar1 igermektedir. Evre sonunda
manget dagilir, c¢ekirdekteki kromatin yogunlasir, kromatini paketleyen somatik
histonlar arjinin- ve lizin-zengin ve sperme 6zgiin olan protaminlerle yer degistirirler
(40).

2.6. Poli ADP Ribozilasyon Mekanizmasi

Poli ADP ribozilasyon, proteinlerin tekrar eden AdenozinDi Fosfat (ADP)
riboz tinitelerinin homopolimerik zincirleri ile Poli ADP-riboz Polimeraz (PARP)
enzimleri tarafindan yonetilen hizli ve siireksiz post-translasyonel modifikasyonudur.
Bu modifikasyon Poli ADP-Riboz Glikohidrolaz (PARG) tarafindan yikilan ADP
riboz polimerlerinin kisa yar1 dmiirlerinin gosterdigi lizere, dinamik bir siirectir (44) .

Poli ADP ribozilasyonun biyolojik fonksiyonlarindan bazilart séyledir: (a)
DNA tamiri ve genomik stabilitenin korunmasi; (b) transkripsiyonun diizenlenmesi;
apoptozdaki rolii, hiicre ici asirt NAD" tiiketimi sonucunda nekrotik hiicre 6liimii ve
patolojik durumlardaki rolii; (C) Sentromer fonksiyonlarinin diizenlenmesi; (d)
telomer uzunlugunun diizenlenmesi; (e) protein degredasyonunun diizenlenmesi; (f)
sentrozomal fonksiyon; (g) endozomal vezikiil aligveriginin diizenlenmesi seklindedir
(45).
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PARP enzimleri PARP imza motifi olan ve korunmus katalitik domeyn
paylasan 18 iiyelik PARP siiper ailesini olusturur (44, 46, 47). Bu liyeler arasinda
PARP-1 (113kDa), kesfedilen ilk PARP ailesi iiyesidir. PARP-2 (62 kDa) ikinci
olarak tanimlanan PARP’ dir. PARP-1°den daha az aktiftir. DNA hasarina cevapta
total PARP aktivitesinin %5-10 una katilir (Sekil 2.6.).
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Sekil.2.6. DNA zincir kiriklari ile aktive olan Poli ADP ribozilasyon (48).

Biyokimyasal ve genetik ¢aligmalar, PARP-1 ve PARP-2 enzimlerinin DNA
hasarma kars1 hiicresel cevapta paylastiklari anahtar rolleri hakkinda giiclii destek
saglamaktadir. Her iki protein de heterodimer yapidadir, bazi ortak niikleer baglayici
proteinleri paylasirlar ve DNA tek zincir kiriklarinin tamiri/baz eksizyon tamiri
(SSBR-BER) siireglerinde yardimci olduklart agiklanmistir (48, 49). PARP-1 ve
PARP-2 genleri silinmis olan fareler canli degildirler; gastrulasyonun baslangicinda
oliirler, bu durum poli ADP-ribozilasyon mekanizmasmin embriyonik gelisimde
oldukga kritik bir rolii oldugunu goéstermektedir. Ancak, PARP-1 ve PARP-2’nin
DNA’da ve proteinlerde tanimlanmaya baslanan spesifik rolleri olabilecegini de
diistindiirmektedir.

2.7. PARP Ailesi

Poli ADP riboz polimeraz aktivitesi tasiyan 18 farkli PARP  homologu
bulunmustur (46). PARP ailesi, “PARP imzas1” olarak isimlendirilen ve 50 aminoasit
rezidiisinden olusan korunmus Katalitik domeyne sahip 18 adet homolog
icermektedir(46). Bu bdlge, eklenen PAR zincirlerinin basladigi, uzadigi ve
dallandig1 bolgedir (50). PARP ailesi tiyeleri ayrica; DNA baglayict domeyn, makro
domeynler, Breast Cancer-1 C-Terminal (BRCA-1 C-T) domeyni ve ankyrin tekrar
eden domeynlere sahip olabilirler. Bu domeyn tiplerinin 6zelligine goére, her bir aile
tiyesinin 6zel fonksiyonlari ortaya ¢ikmaktadir (44, 46, 51).
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PARP ailesinin tiim iiyelerinin yap1 ve fonksiyonlarini anlamak igin yapilan
calismalar olsa da, arastirmalar esasen PARP-1 enzimi iizerine yogunlagmaktadir.
PARP-2, PARP-3, PARP-4 (VPARP), PARP-5a (tankiraz-1) ve PARP-5b (tankiraz-
2) gibi diger PARP enzimleriyle ilgili ¢alismalara kiyasla en ¢ok calisilan protein
olan PARP-1 enziminin birgok dokudaki varligi kanitlanarak, poli ADP-ribozilasyon
mekanizmasinin %90’ m1 yiiriittigii bilinmektedir (45).

2.7.1. PARP-1

PARP-1, evrimsel olarak yiiksek oranda korunmus niikleer bir proteindir.
Yapisinda A’dan F’ye modiil olarak ayrilabilen karakteristik 3 domeyn tasimaktadir
(Sekil 2.7.1.). Bu bolgeler; N terminal ucunda yer alan 42 kDa’luk “DNA baglayict
domeyni”, merkezde bulunan 16 kDa’luk “Otomodifikasyon domeyni” ve C teminal
ucunda yer alan 55 kDa’luk “Katalitik domeyni”dir (45).
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DNA binding domain Automodification domain Catalytic domain
(1-373 amino acids) (374-533 amino acids) (534-1014 amino acids)
B Site of Cleavage
P (214 / 215) s |
I 4|
) k Full length PARP (113 kDa)
| & | |4 |
IN [ |
Short fragment Long fragment
(24 kDa) (89 kDa)

Cleaved PARP Fragments
Sekil 2.7.1. PARP-1 proteinin yapisi
A) PARP’ n yapisal domeynleri, B) Caspase-3 yariklanma bolgesi . C) Yariklanan kisa
ve uzun PARP fragmanlari (45).

PARP-1"in DNA baglayic1 domeyni, yapisinda bulunan 2 ¢inko parmak yapisi
sayesinde tekli ya da ¢iftli DNA zincir kiriklarima yiiksek afinite gostererek
baglanmaktadir (52). Ilk ¢inko parmak yapisi, PARP-1’in DNA zincir kiriklart
tarafindan aktivasyonu igin gereklidir, ancak ikincisi PARP-1"in tekli DNA zincir
kiriklar tarafindan aktivasyonu igin gerekli iken, DNA c¢ift zincir kiriklarinda gerekli
degildir. DNA kiriklarinin olmadigi durumlarda PARP-1, bazal diizeyde, diisiik
enzim aktivitesi gostermektedir.

PARP-1’in otomodifikasyon domeyni “glutamik asit rezidiileri’nce zengindir.
Bu rezidiiler poli ADP-ribozilasyonun gerceklestigi esas yerlerdir. Ayrica bu
domeyn, DNA hasar tamiri ve hiicre siklusu kontrol noktasi proteinlerinin bir
cogunda bulunan BRCA1 motifini de icermektedir.
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55 kDa’luk C-terminal Katalitik domeyn, NAD" baglanma, ADP-ribozil
transferi ve dallanma reaksiyonlari i¢in gerekli rezidiileri igermektedir. C-terminal
katalitik fragmentinin kristal yapisi, mono ADP-ribozil transferazlar olarak gorev
yapan bakteriyal toksinlerle sasirtict bir homoloji géstermektedir (45).

PARP-1 ekspre oldugunda; iyonize radyasyon, alkile ajanlar ve oksidanlar
tarafindan indiiklenen DNA hasarina kars1 en uygun ve etkili hiicresel yanit olan poli
ADP ribozilasyonu ger¢eklestirmektedir. PARP-1’in etkilesimde bulundugu bazi
ortaklar1 arasinda, PARP-2 ve PARP-3 gibi PARP ailesinin diger iiyeleri de
bulunabilmektedir (46).

2.7.2. PARP-2

PARP-2, PARP-1 geni silinmis fare embriyonik fibroblastlarda DNA
kiriklariyla ortaya g¢ikan PARP aktivitesinin varligi sonucu kesfedilmistir (46).
PARP-2 geni insanda 14911.2 pozisyonunda lokalize olurken farede 14 Cl’de
lokalizedir (53, 54). PARP-2, N-terminal domeyninde, olduk¢a bazik bir DNA-
baglayict domeyni ve niikleer lokalizasyon sinyali (NoLS) igerir. Ayrica PARP-2°de
PARP-1 gibi NAD+ baglayic1 katalitik bir domeyne C terminalinde bulundurur
(Sekil.2.6.2.)
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Sekil.2.7.2. Fare PARP-1 ve fare PARP-2’nin yapisi (53).
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2.7.2.1. Genom Biitiinliigii Korunmas1 PARP-1 ve PARP-2

PARP-2’nin DNA baglanma domeyni, PARP-1’dekinden farklidir. Bu
farkliliklar tyiik olasilikla DNA yapisimi tanidig farkli enzimlerle yansitiyorlardir
(55, 56). Bu nedenle, PARP-1’e zit olarak PARP-2 tek zincir kiriklarina baglanirken,
araliklar1 ve flep yapilarin1 daha hizli tanimaktadir (57). PARP-2’nin Caspase-3
yariklanma bolgesi DNRD sekansinda bulunur ve DNA baglanma bdélgesi ile
Domain E arasindaki sinir1 belirler. PARP-1’in E domeynine homologtur (52).
PARP-2 domeyn E aracihigi ile pek c¢ok protein ile etkilesim kurar ve
otomodifikasyon domeyni gibi is goriir.

PARP-1 ve PARP-2 katalitik domeynleri %69 benzerlik gosterir (55). Ancak,
PARP-2 katalitik domeyninde PARP-1’den farkli olarak bulunan 3 adet aminoasit
eklentisi vardir (58). Bu eklenti, PARP-2 duyarli inhibitorlerin tasarlanmasi igin
miimkiin iskelet saglamaktadir (59).

PARP-2 geni silinmig fareler, PARP-1 geni silinmis farelerle benzerdir.
Iyonize radyasyon ve alkali ajanlara duyarlilik gosterirler. Bu duyarlilik farkl
Olglilerde olmasina ragmen, hiicre canlihigi ve genomik biitiinligi ile ilgili olasi
spesifik fonksiyonlarin1 yansitmaktadir. Dolayisiyla, PARP-1 ve PARP-2 nin
koruyucu roliinii destekler. Genom biitiinliigiinii korumak, her bir hiicrenin temel ve
devam eden miicadelesini gerektirir. Genomik dayaniksizlik, bir cok kanserin ayrici
ozelligidir ve DNA hasarina karst DNA replikasyonunda bir defekt ya da kromozom
ayriminda ve telomerlerin kayboldugu durumlarda defektli cevabi kapsar (60).

PARP-1 ve PARP-2, DNA kiriklarimin  molekiiler sensorii olarak
degerlendirilirler. Ciinkii esasen tekli DNA zincir kirtk tamiri (SSBR) ya da Baz
eksizyon tamiri (BER) yolaklar1 tarafindan tamir edilen, sirasiyla; seker-fosfat
omurgast ya da dayanak noktasi hasarmnin direkt yariklanmasindan kaynaklanan
DNA kiriklarinin varligi ile stimiile olurlar (44).
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Aynm1 PARP-1 gibi PARP-2, SSBR/BER faktorlerinin ¢ogunu stimiile eden,
karsilikl etkilesime giren, 6nemli iskele proteini olan XRCC1’e (X-ray repair cross-
complementing 1) domain E araciligi ile baglanir. Biitin PARP’lar, diger
SSBR/BER faktorleri olan DNA polimeraz beta, DNA Ligase III ile etkilesime
girerler. Ek olarak PARP-1 ve PARP-2, in vitro olarak birbirlerini homo- ve
heterodimerize ve Poli(ADP-riboz)ile ederler (48). Ancak PARP-1 ve PARP-2 lazer
indiiklii DNA hasar bolgelerinde farkli siirelerde ve hizda birikme gosterirler. PARP-
1 hizlhi ve siireksiz toplanirken, PARP-2 gecikmeli ve siirekli olarak toplanir (61).
PARP-2 birikimi, PARP-1’in aktivitesine dayanmaktadir. XRCC1’in hasar
bolgesinde bulunmasinin PARP-1 aktivitesine bagimli oldugu fakat PARP-2’ye
bagimli olmadigin1 gostermektedir (62-64) (Sekil 2.6.2.1.).
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Sekil 2.7.2.1. DNA hasar/tamir mekanizmasinda PARP etkilesimi (62).
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2.7.2.2. PARP-2 ve Erkek Germ Hiicre Farklhilasmasi

PARP-1 ve PARP-2’nin seminifer epitelde doku dagiliminin karsilastirilmali
analizi her iki genin farkli ekspresyon modellerini gostermektedir (48). Eriskin testis
dokusunda, PARP-1 ekspresyonu prolifere olan spermatogonyalari igeren periferal
hiicre tabakasinda siirlanirken PARP-2 ekspresyonu homojen olarak tiim seminifer
tiibiil boyunca dagilmistir. Spermatogenezin farkli basamaklarinda meydana gelen
anormal hiicre bolinmelerine, spermiyogenezin normalden ge¢ baslamasina ve
hipofertiliteye neden olan PARP-2 eksikliginin, PARP-2’nin hem mayoz I hem de
haploid gen farklilagmasinda rolii olabilecegi in vivo olarak ispatlanmigtir (16).
PARP-1 geni silinmis farclerde erkek fertilitesinde bozulma tespit edilmemistir.
Buna karsilik, PARP-2 geni silinmis fareler;

1- X- ve Y- bagh genlerin upregiilasyonu ve anormal histon modifikasyonu ile
iligkili hatali mayotik cinsiyet kromozom inaktivasyonu,
2- Geciken niikleer uzama ile karakterize bozuk spermiyogenez gosterirler (16).

2.7.3.1. Poli ADP-Riboz Glikohidrolaz (PARG) ve PARP Etkilesimi

PARG, PAR metabolizmasinda gerekli olan bir enzimdir. PARP’lar tarafindan
tiretilen PARG, PAR birimlerini eklendigi proteinlerden uzaklastirir ve bu nedenle
hiicresel fonksiyonda PARP ile esit derecede Onemlidir. PARP’ 1 niikleusta
bulunmasina karsilik PARG, sitoplazmada bulunur, aynt zamanda niikleus ve
sitoplazma arasinda, PAR’ 1 yikmak i¢in ge¢is yapabilmektedir (65). PARG geni
silinmig fareler, Poli (ADP-riboz)ilasyonun hiicrelerinde birikmesi nedeni ile 6liir
¢linkii bu sirada enerji tilkenmektedir (66).

Spesifik olarak, PARG, PAR’ un kaldirilmasi ile kromatin yapisim1 korur ve
PARP’ 1n tersi gibi davranarak kromatini orijinal durumuna dondiiriir. Poli ADP
ribozilasyonun kromatin yeniden modellenmesi basamaklarinda rolii oldugu, sigan
spermiyogenezinde yapilan bir ¢alismayla gosterilmistir (13). Bu ¢aligmaya gore,
farklilasan spermatidlerin kromatinlerinin yeniden modellenmesi esnasinda yiiksek
siklikta DNA zincir kiriklar1  olustugu ve bu kiriklarin  spermiyogenez
basamaklarinda, o©zellikle histon-protamin degisiminin gerceklestigi uzayan
spermatid agamasinda oldugu belirlenmistir (67).

Bu ¢alismada, spermatogenez sirasinda yiiksek siklikta DNA zincir kiriklar
olustugu ve buna karsilik yiiksek oranda PAR polimeri iiretildigi gosterilmistir. Bu
sonuglar, poli-ADP-ribozilasyonun mayoz bdliinme esnasinda kromatin yeniden
modellenmesine ek olarak; spermatidin niikleer kondenzasyonunu da kapsadigini
gostermistir. Bu siireclerde, infertilitede onemli rolii oldugu one siiriilen sperm
kromatin biitiinliigiiniin  saglanmasinda PARP proteinlerinin 6nemi ortaya
konmustur. PARG bunu, PARP gruplarini histonlardan ¢ikartarak ve bir kere daha
histonlar1 kromatinin nukleozom yapisini diizenlemesine izin vererek yapar (68).
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Poli ADP-riboz glikohidrolaz, hiicre 6liimii ile sonuglanabilen PAR birikimi
nedeniyle olusan DNA hasarina cevapta PAR sentezinin miktarin1 diizenleyerek
DNA tamirine katilir (69). PARG ve PARP, kromatin yapisini modifiye etmek i¢in
birbirlerine zit ¢calisirlar. PARP, kromatinin aktif bolgelerini transkripsiyonel olarak
olustururken, PARG, kromatini orijinal durumuna yeniden getirmektedir (70, 71).

2.8. PARP Aktivasyonu

DNA hasarina karsi, PARP-1’in aktive oldugu net olarak belirlenmesine
ragmen, diger PARP’larin aktivasyonu i¢in gerekli mekanizma hala bilinmemektedir.
PARG’nin hiicresel glikohidrolaz aktivitesinden dolayi, PARP aktivasyonunun ve
ardindan olusan poli ADP ribozilasyonun ¢ok kisa bir zaman araliginda gerceklestigi
diistiniilmektedir. DNA hasar1 ile uyarilan poli ADP-ribozilasyon mekanizmasi ve
ardindan gerceklesen PARG yariklanmasi yaklasik 10 dakika stirmektedir.

PARG tek bir gen tarafindan sentezlenmektedir ancak, ¢oklu gen iriinlerinin
olup olmadig1 veya farkli PARP’lara ortaklik eden PARG izoformlarinin olup
olmadigi bilinmemektedir. PARG, farkli PARP’lar tarafindan poli ADP ribozil
proteinleri eklenen proteinlerin hidrolizini katalizleyebilmektedir (45, 46, 72).

2.8.1. DNA Tamiri ve Genomik Stabilitenin Korunmasi

Prolifere olan hiicrelerde; alkilasyon, oksidasyon ve iyonize radyasyon
tarafindan meydana gelen DNA hasar1 ile indiiklenen poli ADP ribozilasyon,
hiicreleri sitotoksik etkiden kurtararak yasamalarini saglar. PARP-1 ve onunla iliskili
proteinlerden PARP-2, DNA hasarina yanit veren PARP ailesi {iyelerindendir ve
DNA tamiri ve genomik biitiinliigiin korunmasinda 6nemli rol oynayarak canliliginin
korunmasini saglamaktadir. PARP-1 ve PARP-2’nin 6zellikle BER yolaginda 6nemli
rolii oldugu gosterilmistir. Son yillarda, bircok grup tarafindan mekanizmanin nasil
isledigi konusunda ilgi ¢ekici senaryolar gelistirilmistir. Bunlar;

a) DNA hasar bolgesindeki kromatinin lokalize olarak gevsemesi, histonlarin
hem dogrudan modifikasyonu hem de non-kovalent etkilesimini
yonlendirmektedir,

b) Hasari sinyalle ileten fonksiyonu bulunmaktadir,

c) Hasarli bolgeye, poli ADP-riboz ile non-kovalent etkilesim sonucunda 6zgiin
DNA tamir mekanizmalarinin toplanmasidir (73).

Yapilan son c¢alismalar bazi yeni ve ilgi ¢ekici goriisler de ortaya ¢ikarmistir.
PARP-1, DNA tamiri ve genomik stabilitenin korunmasi ve prematiir yaglanmadan
sorumlu protein olan Werner Sendromu proteininin etkilesim ortagi olarak
bilinmektedir. Son zamanlarda, PARP-1’in Werner Sendromu proteininin hem
ekzoniikleaz hem de helikaz aktivitesini diizenledigi gosterilmis ve PARP-1
etkisindeki olast mekanizma ortaya konmustur (74).
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Ekzojen kaynakli herhangi bir DNA hasarinin olmadigi durumda, poli ADP
ribozilasyonun farkli bir rolii oldugu ortaya c¢ikmustir. Testiste, spermiyogenez
sirasinda spermatid farklilagsmasi, kromatin yogunlugu ve bilesimindeki carpici
degisikliklerde ki Parlasyonun rolii buna Ornektir. Spermatid niikleusunun
kondenzasyonu, 6nemli niikleer proteinlerden olan histon-gegis proteini-protamin
degisimi ile karakterizedir. Sperm hiicresinin matiirasyon basamaklarindaki kromatin
yeniden modellenmesi sirasinda ortaya c¢ikan endojen DNA zincir kiriklarinin
tamirini ADP riboz polimerleri kolaylagtirmaktadir (45, 75).

2.8.2. Sentromer Fonksiyonu

Temel ve gecis sentromer proteinlerinin her ikisi de PARP-1 ve PARP-2 ile
etkilesmekte ve poli ADP ribozilasyonu devam ettirmektedir (52). Dolayisiyla, poli
ADP-ribozilasyonun temel kinetokor proteinler i¢in diizenleyici olarak gorev yaptigi
diisiiniilmektedir. PARP-2 lokalizasyonu sentromerde goze ¢arparken, PARP-1 genis
sentromerik ve perisentromerik dagilim gostermektedir (76). Yapilan calismalarda,
radyasyon indiiklii DNA hasar1 sirasinda memeli sentromerinin yapisini ve kontrol
noktas1 proteinlerinin fonksiyonlarin1 diizenleyen molekiiller olarak PARP-1 ve
PARP-2’nin ayr1 ayr rolleri ortaya konmustur. Ayrica, mikrotiibiiller ve mikrotiibiil
iligkili proteinleri iceren dnemli ig bilesenlerine ek olarak, igin yeni bir bileseni
olarak poli ADP riboz tanimlanmstir (52). PAR’1n varligi, bipolar ig olusumu ve
fonksiyonu i¢in gereklidir (45).

2.8.3. PARP-2 ve Telomer Uzunlugu

PARP-2 ‘nin telomer biitiinligiindeki gerekliligi; PARP-2’nin telomerik tekrar
baglayici1 faktor 2 (TRF2) ile fiziksel ve fonksiyonel etkilesiminin tanimlamasi ile
kanitlanmistir. PARP-2 hem TRF2’nin heteromodifikasyonunu hem de poli ADP-
ribozun TRF2’nin DNA baglayict bolgesine baglanmasiyla TRF2 nin DNA baglayici
aktivitesini diizenler. Bu nedenle PARP-2 geni silinmis fare embriyonik fibroblastlar
normal telomer uzunlugu ve telomer kaplamasi gosterirken, ilmek sikliginda spontan
artig vardir (77). PARP-2, telomer biitiinliigiiniin ek merkezi elemanidir. Oysa diger
iki PARP aile iiyesi tankyrease 1 ve 2’nin, telomer homeastazinda gerekli olan diger
bir telomerik faktorii (TRF1) hedefledigi gosterilmistir (78). PARP-1, telomer
metabolizmasinda major spontan rol gostermesine ragmen, TRF2’nin, DNA hasarina
cevapta DNA baglanma aktivitesini kontrol eder (79).
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2.8.4. Sentrozomal Fonksiyon

Mitotik boliinmeler sirasinda sentrozom fonksiyonunun dogru bir sekilde
gerceklesmesi, kardes hiicrelere kromozomlarin tam ve dogru sekilde aktarilmasinda
olduk¢a 6nemlidir. Hem PARP-1 hem de PARP-3’iin sentrozomlarda stabil bir yapi
olusturduklart belirlenmistir (80). Sentrozomlarda lokalize olan ve sentrozom
duplikasyonunu kontrol ettigi bilinen p53°iin PARP proteinleri tarafindan poli ADP
ribozillendigi gosterilmistir (81). Boylece hem PARP-1 hem de PARP-3’iin, poli
ADP ribozilasyon mekanizmasi ile p53 aktivitesini regiile ederek sentrozom
duplikasyonunda 6nemli rolleri oldugu gosterilmistir (82).

2.8.4. PARP ve Apoptoz

PARP-1’in niikleer lokalizasyon sinyalleri (NLS) iceren domeyninden,
Caspase-3 ve Caspase-7 tarafindan yariklanmasi sonucunda, 24 ve 89 kDa’luk iki
adet fragment olusturmaktadir ve bu nedenle yariklanmis PARP (cPARP) apoptozun
biyokimyasal bir belirteci olarak siklikla kullanilmaktadir. DNA zincir kiriklari
varliginda Caspase iliskili PARP-1 yariklanmasinin, PARP-1’in katalitik
aktivitesinin kaybina neden oldugu diisiiniilmektedir. Apoptozun erken evrelerinde
gozlenen asirt PAR olusumu, PARP ailesi proteinlerinin bu siiregte gorevli oldugunu
gostermektedir. Ayrica PARP-1 aktivasyonu, apoptoz indiikleyici faktoriin (AIF)
mitokondriden niikleusa translokasyonundan sorumludur ve AIF, PARP-1 bagimli
hiicre 6liimiinde gereklidir. Bilindigi gibi, AIF tarafindan indiiklenen apoptotik yolak
Caspase bagimsizdir. Dolayisiyla PARP-1 aktivasyonu; hem Caspase bagimli hem
de AlF-indiiklii Caspase bagimsiz apoptotik yolaklarda rol oynayabilir (83).

2.9. Erkek Gametlerde PARP aktivasyonun rolii

Spermatogenezi farkli evrelerde etkileyebilen gesitli ¢evresel, davranigsal ve
genetik faktorlerden erkek fertilitesi etkilenmektedir (84-86). Erkek germ hiicreleri
endojen ve ekzojen gonotoksik ajanlarin genis cestiligine maruz kalmaktadir.
Endojen ajanlar, metabolik aktiviteler sirasinda olusan reaktif oksijen ve nitrojen
tirlerini igerir (87, 88). Ekzojen ajanlar, genomik DNA’y1 hasara ugratan cesitli
cevresel faktorlerdir. Bu gonotoksik ajanlar, DNA tek zinciri ve c¢ift zinciri
diizenindeki DNA lezyonlar1 olan, abazik bolgeleri, baz hasarini, inter- ve intra-
zincir capraz zincirleri ve DNA-protein ¢apraz baglarini tamr (89, 90). Insan
spermatozoasinda, abortif apoptoz, anormal kromatin paketlenmesi, reaktif oksijen
tiirlerinin olusumu ve Sertoli hiicrelerinden olgunlagsmadan ayrilma nedeni ile DNA
hasar1 olusur (91-95).

Spermatogenez sirasinda, niikleustaki germ hiicre DNA’s1, sperm bas
bolgesinde paketlendigi zaman olusan torsiyonel stresin engellenmesi ig¢in
topoizomerazlar tarafindan yakalanmaktadir. DNA zincir kiriklarmin farklh
spermatogenez evreleri sirasinda ki siirekliligi, olgun spermatozoda DNA hasarinin
gozlenmesine neden olur (96, 97).
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Spermatogenezde, birinci mayoz bdéliinmenin profaz asamasinda DNA ¢ift
zincir kiriklart meydana gelmektedir. Olusan bu kiriklar, genetik farkliligi ve
kromozom ayrismasini dogru gerceklestirmek tizere tamir edilmektedir. Diger bir
yandan, farklilasan spermatidlerde kromatinin siki paketlenmesi sirasinda DNA
kiriklar1 ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla, PARP-1’in ve PAR polimerinin; kalic1 ve
devamli ekspresyonu ve erkek germ hiicrelerindeki lokalizasyonu, insan germ hiicre
farklilasmasinda poli-ADP-ribozilasyon i¢in anahtar rolii oynamaktadir. PARP-1 ve
PARP-2 enzimleri post-mayotik hiicrelerde ekspresyonlarini kaybeder ve PARP-1
geni spermde kapanir (11, 12, 98).

2.9.2. PARP’ in Germ Hiicre Oliimiindeki Rolii

Apoptoz, spermatogenezin tamamlayici bir pargasidir. Anormal spermatozoayi
elimine etmek ve olgun spermatozoa {iretmek amaciyla igin apoptoz
spermatogenezin tiim evrelerinde spontan olarak diizenlenmektedir. Hatta
spermatogenez sirasinda pek ¢ok spermatozoa Oliir ve elimine edilir. Bu durumun
Sertoli hiicrelerinin koruyacagi germ hiicre sayisini sinirlandirdigindan  dolay:
olabilecegi ve sayica artan germ hiicrelerin bu kapasite dolayisiyla elendigi ile iligkili
oldugu diisiiniilmektedir. Apoptoz bu hiicreleri yok etmek i¢in ve hiicresel kontrol
noktalarindan ge¢mesi engellemek i¢in gerceklesiyor olabilir (99). Daha da 6nemlisi,
yavruya gecebilecek genetik anormallikleri engellemek icin apoptoza gerek
duyuluyor olabilir (100). Codelia ve arkadaslari, pubertal sigan spermatogenezinde
hangi apoptoz yolagmin gerekli oldugunu incelemislerdir. Caspase-8 inhibitorii
kullanarak, PARP’in yariklanmasinin anahtar rol oldugunu ve germ hiicre
apoptozunun Fas-antijen(Fas)-Fas ligand araciligi ile gergeklestigini destekleyen az
miktarda cleaved PARP gozlenirken, apoptotik germ hiicrelerinde de azalma tespit
etmislerdir (101).

Apoptoz sirasinda, pek ¢ok DNA zincir kirigt PARP aktivasyonuna neden
olmaktadir. PARP’ i bu aktivasyonlarinin, niikleaz aktivasyonu nedeniyle olusan
DNA hasarin1 tamir etmek isteyen 6lmekte olan hiicreler tarafindan tetiklendigi
diistiniilmektedir (102-104). Ancak, bu tetiklemenin DNA hasar1 tamiri igin oldugu
diislincesi yararsizdir ¢iinkii PARP, caspase-3 tarafindan 89 kDa’nun katalitik
pargasina ve 24 kDa ‘nun DNA baglayici bolgesine yariklanir (75, 105). Bu nedenle,
PARP’ 1n bu yariklanmis sekli caspase-bagimli apoptozun biyokimyasal isartleyicisi
olabilir (106, 107) (Sekil 2.9.2.).
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Sekil 2.9.2. PARP’1in ROS, gonotoksin ya da PARP hedefleri nedeni ile olusan
DNA hasar1 sonucu gergeklesen hiicre 6liimiindeki olasi rolleri:
Eger yiiksek hasar meydana gelirse, PARP over-aktive olur, ATP/NAD azalmas1 ve
nekroz goriiliir. Caspase-3 aktivasyonu ve PARP yariklanmast ile apoptoz goriiliir. Eger
diisiik hasar meydana gelirse PARP diger tamir enzimlerini toplar ve DNA tamiri
gerceklesir.Her bir ok bir ya da daha fazla reaksiyonu temsil ediyor (109).

2.9.1. PARP ve Spermatogenez

Insanda testis belirleyici faktoriin (TDF), diger memelilerde ise testis
belirleyici Y lokusunun (Tdy) en 6nemli anahtar diizenleyicisi olan SRY/Sry (Sex-
determining region Y), embriyolojik gelisim siirecinde testis olusumu ve
farklilagmasindan sorumludur (108). SRY/Sry, ayni zamanda diger -cinsiyet
belirleyici proteinlerle ya da kofaktorlerle etkilesimde bulunan transkripsiyonel
diizenleyici komplekslerini olusturmaktadir. Ayrica, biyolojik fonksiyonlar1 da
diizenleyen bu kompleksler otozomal ve/veya X kromozomu iizerindeki genler
tarafindan kodlanirlar (109, 110). Giiniimiizde SRY/Sry’nin TDF’yi hangi molekiiler
mekanizmalarla diizenledigi bilinmemektedir. Son yillarda yapilan ¢aligmalar, bir¢ok
transkripsiyonel fonksiyonu diizenleme yetisi bulunan SRY/Sry’nin regiile ettigi
proteinleri kesfetmek yoniindedir.

PARP-1, erigkin farelerde seminifer tiibiillerinin bazalindeki hiicrelerde yiiksek
seviyelerde ekspresyon gosterir fakat PARP-1’in mayozun haploid evresinde
susmasindan dolayr seminifer tiibiillerin luminal bolgesinde ekspresyonu yoktur (49).
Bu durum, PARP-1’in spermatogenezin erken evrelerinde ekspre oldugunu
aciklamaktadir. Farklilagan germ hiicrelerinde PARP-1 seviyelerinde ve aktivitesinde
ki bu diisiislin, spermatogenezle ilgili kromatin yapisindaki degisiklikler nedeni ile
olabilecegi diisiiniilmektedir. Spermatogenezin kromatin yeniden modellenmesi;
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histonlarin protaminlerle yer degistirmesini ve DNA’ nin sarmal olusumuna
gegmesini (sikica paketlenmesini) igerir (111, 112).

Insan testis ornekleri kullanilarak yapilan son caligmalarda, PARP-1’in
spermatogonyumlarda belirgin ekspresyonu gosterilmistir. Poli ADP-riboz’un varlig
spermatogenezin evrelerinde PARP-1’e gore biraz farklidir. Poli (ADP-riboz) ilasyon
insan yuvarlak ve uzayan spermatidlerinde primer spermatositlerin alt
populasyonunda ki gibi giicliidiir. Buna karsilik, olgun spermatidlerde PARP
ekspresyonu ya da PAR yoktur (113). Si¢an germ hiicreleri ile yapilan bir ¢alisma ile
uyumlu olan bu sonuglar, PAR ve NAD seviyelerinin primer spermatositlerden
sekonder spermatositlere ve spermatidlere dogru ilerledik¢e diistiigiinii ortaya
koymustur (12).

Son zamanlarda, testiste PARP ailesi proteinleri iizerine yapilan calismalarin
sayist oldukca artmaktadir. Ozellikle PARP-1 ve PARP-2’nin insan ve si¢an
testisindeki varligi, hangi hiicre tiplerinde ekspre oldugu ve patolojik durumlardaki
ekspresyon siddeti en ¢ok tartisilan konular arasindadir (114).

PARP-1 mRNA’sinin biitiin dokularda farkli seviyelerde bulundugu ancak,
testis, dalak ve timusta yiiksek seviyede var oldugu belirlenmistir. Testis dokusunda
PARP ekspresyonu ile ilgili calismalar ilk olarak sicanlarda yapilmistir. Bu
calismalardan elde edilen sonuglara gore, PARP’1n erigkin testisinde spermatogonya
ve pakiten spermatosit niikleusunda yogun olarak lokalize oldugu gosterilmistir.
Insan testis &rnekleriyle yapilan ¢alismalarda ise, PARP-1 ve PAR aktivitesi esasen
testikiiler germ hiicrelerinde lokalize iken, somatik testikiiler hiicrelerde PARP
aktivitesi mevcut degildir (11).

Poli ADP ribozilasyonun genel olarak, kromatin yeniden modellenmesinde ve
herhangi bir nedenle olusan DNA hasarina karsi gerekli yamiti vererek DNA
biitiinliiglinlin saglanmasinda énemli rolii oldugu bilinmektedir. Boylesine dnemli bir
durumdan sorumlu proteinler olan PARP’larin germinal hiicrelerdeki varlig1 oldukca
dikkat c¢ekicidir. Germinal hiicrelerin mayoz bdliinmelerdeki olaylar tarafindan
sekillendigi bilinmektedir:

(A) DNA replikasyonu spermatogonyada ve mayozdan Once primer
spermatositlerde meydana gelir, (B) spermatogonya, spermatositler ve erken
spoermatidlerin  DNA transkripsiyonu aktiftir, ancak ge¢ spermatidler ve
spermatozoanin tamami inaktiftir, (C) DNA kiriklarinin olusmasi ve tamiri
(rekombinasyonal tamir) arasinda gecen siirenin  diizenlenmesi  primer
spermtositlerde meydana gelir, (D) ge¢ spermatidler niikleer kondenzasyonunun son
asamasindan once kendi DNA hasarlarin1 tamir edebilirler. Bu agamalarda meydana
gelen hasarlarin fark edilmesi ve tamirinde PARP’larin, 6zellikle PARP-1 ve PARP-
2’nin, 6nemli rolleri oldugu ortaya c¢ikmistir. PARP-1 ve PARP-2’nin sigan primer
spermatositlerinde yliksek oranda ekspre oldugu bilinmektedir (12). Ayrica
spermatogenezin 0zgiin evrelerinde PARP’larin rolii olduguna dair kanitlar vardir.
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Spermatogenezde, birinci mayoz boliinmenin profaz asamasinda DNA ¢ift
zincir kiriklart meydana gelmektedir. Olusan bu kiriklar, genetik farkliligi ve
kromozom ayrismasim1 dogru gerceklestirmek iizere tamir edilmektedir. Diger bir
yandan, farklilagsan spermatidlerde kromatinin siki paketlenmesi sirasinda
(kondenzasyon) DNA kiriklar1 ortaya ¢ikmaktadir. Dolayisiyla, PARP-1’in ve PAR
polimerinin; kalic1 ve devamli ekspresyonu ve erkek germ hiicrelerindeki subselliiler
lokalizasyonu, insan germ hiicre farklilasmasinda poli-ADP-ribozilasyon i¢in anahtar
rolii oynamaktadir. PARP-1 ve PARP-2 enzimleri post-mayotik hiicrelerde
ekspresyonlarin1 kaybeder (11, 12), dolayisiyla PARP-1 geni spermde kapalidir (98).

Bu bulgular, genomik biitlinliiglin gardiyani olarak gérev yapan bu proteinleri
germinal hiicre farklilagmasinin mayotik bdliinme gibi 6nemli basamaklarina
yerlestirdigini gostermektedir. Mayoz boliinme siirecinde, DNA tamir enzimlerinin
memeli spermatogenezinde belirgin bir 6nemi vardir (115), ayrica, epigenetik histon
modifikasyonlar1 da mayotik ve post-mayotik evrelerde 6nemli rol oynamaktadir
(116). Poli ADP ribozilasyonun, hem DNA tamir mekanizmalarinda hem de
epigenetik bilgiye katki sagladigi dikkat ¢cekmektedir (45). Ancak PARP-1 ve PARP-
2 gibi; PARP ailesi tiyeleri mayotik hiicre fonksiyonlarinin diizenlenmesinde farkli
roller listlenebilmektedir.
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GEREC VE YONTEM

3.1.Deney Hayvanlari

Calismada, Akdeniz Universitesi “Deney Hayvanlar1 Unitesi”’nden elde edilen
18 adet Mus Musculus BALB/C 1rki erkek fareler ile 48 adet Mus Musculus BALB/C
irk1 disi fareler kullnilmistir. Calismamiz 05.01.2009 tarih ve 01-03 numarali karar
ile Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir. Tiim fareler standart
laboratuvar kosullarinda, standart diyet ve musluk suyu ile beslenmistir. Yedi
haftalik ve agirliklar1 60-80 gr olan yetiskin erkek fareler rastgele olarak 9 farkl
kafese yerlestirildikten sonra ¢iftlestirme, bir kafeste 2 digiye 1 erkek olacak sekilde
gerceklestirilmistir. Ertesi giin vajinal plak olusumu goézlenen disi fareler gebeligin
0.glinlinde kabul edilerek, dogum 6ncesi ve dogum sonrasi takip edilerek elde edilen
erkek yavru fare sayis1 saptanmustir. Elde edilen yavrular, 1.Grup erkek fareler
(Embriyonik 15.5.glin, n=6), 2.Grup erkek fareler (Embriyonik 17.5.glin, n=6),
3.Grup erkek fareler (postnatal 0.5.glin, n=6), 4.Grup erkek fareler (postnatal 3.giin,
n=6), 5.Grup erkek fareler (postnatal 5.giin, n=6), 6.Grup erkek fareler (postnatal
9.glin, n=6), 7.Grup erkek fareler (postnatal 15.giin, n=6), 8.Grup erkek fareler
(postnatal 20.giin, n=6), 9.Grup erkek fareler (yetiskin, n=6) olarak siniflandirilarak
diseksiyon tarihleri belirlenmistir.

Secilen bu giinlerin 6nemi: Embriyonik 15.5’uncu giinde seminifer
kordonlarda bulunan Sertoli hiicreleri ve gonositler proliferasyonlarmma devam
etmektedir. Embriyonik 17.5’uncu giinde Sertoli hiicreleri proliferasyonlarina devam
etmekte fakat gonositler dogum sonrasi 1.giine kadar mitotik duraklamaya
girmektedir. Dogum sonras1 0. giinde seminifer kordonlarin merkezinde bulunan
gonositlerin bazale dogru gocii baslar. Dogum sonrasi 3.giinde bazale inen gonositler
artik prolifere olmaktadir ve Sertoli destegi ile gelisimlerine devam ederler. Dogum
sonras1 S.giinde bazale go¢ eden gonositler spermatogonyumlara farklilagirlar.
Dogum sonras1 9.glinde farklilagmalarini tamamlarlar ve mitoz boliinmelere devam
ederek bir yandan tip A spermatogonyum havuzunu Kkorur bir yandan da
spermatogeneze devam edecek olan tip B spermatogonyumlara farklanirlar. DS9.
ginde Sertoli hiicreleri post-mitotiktirler ~ancak farklanmalarin1  heniiz
tamamlamamiglardir. Spermatogenezin ilk dalgasinin basladigi DS15.giinde; bazalde
ve Sertoli hiicreleri arasinda tip A spermatogonyum ve tip B spermatogonyumlarin
yani sira mayoz boliinmelere baslamis olan spermatositler de goriilmektedir. Farede
pubertenin baslangici olarak bilinen DS20. giinde tip A ve tip B spermatogonyumlara
ek olarak, spermatogenik seri hiicrelerinden spermatositler ve yuvarlak spermatidler
goriilmektedir. Asagidaki sekilde postnatal testis gelisiminin sematize ¢izimi
verilmistir (Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. Dogum sonras1 0.glinden yetiskine kadar olan siirecte testiste seminifer tiibiillerde goriilen
hiicre tipleri (Sahin,Z.)

3.2.Dokularin Elde Edilmesi ve Hazirlanmasi

Steriomikroskop Itinda diseke edilen erkek fetiislerden ve ya dogan erkek
yavrulardan belirtilen giinlerde alinan doku ornekleri (Sekil 3.2.) Bouin fiksatifinde
gece boyu +4°C derecede bekletildikten sonra su ile yikama yapilmadan %70’lik
alkole alinmistir. Ardindan %80 ve %90’lik alkollerde gece boyu, %100°’liik alkolde
2 saat bekletildikten sonra, seffaflastirma igin ksilol serilerinden 1’er dakika
gecirilmistir ve s1vi parafin igerisinde 1.5 saat inkiibe edilmistir. Tiim gruplardaki
farelerin  testis dokular1 bloklanarak 1s1ik  mikroskobik incelemeleri ve
immiinohistokimyasal aragtirmalar i¢in hazirlanmistir.

Sekil 3.2. Fare embriyolarinin steriomikroskoptaki goriintiileri:
(a); Embriyonik 15.5. giinliik embriyo makroskopik goriinti. (b) Steriomikroskop altinda
embryonun biitiin gériintiisii. (¢); embryo acildiktan sonra karaciger olusumlarinin altinda
yer alan gonad siyah oklarla gosterilmektedir. K:Karaciger
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3.3. Immiinohistokimyasal Protokol

Bes um kalinhigindaki parafin kesitler, bir gece 45 °C’lik etiivde
bekletilmistir. Deparafinizasyon i¢in iki kere 10’ar dakika ksilollerden gegirildikten
sonra, her birinde beser dakika olmak kaydiyla %100, %90, %70’lik alkol
serilerinden gecirilerek rehidrate edilmistir. Daha sonra, distile suda ¢alkalanarak,
tris tamponunda (TBS; pH: 7.2-7.4) ii¢ kere beser dakika yikanmistir. Antijenik
maskenin giderilmesi amaciyla kesitler 200 ml glisin tamponu (pH:3.5) igerisinde
mikrodalga firinda 10 dakika muamele edildikten sonra 20 dakika oda 1sisinda
sogumaya birakilmistir. Cevresi hidrofobik kalemle ¢izilen kesitler, distile su ve
TBS’ten gegirilmistir. Endojen peroksidaz aktivitesinin giderilmesi amaciyla kesitler
%3’liikk hidrojen peroksit ile 5 dakika inkiibe edilmistir. Distile suda calkalanip
TBS’te yikanan kesitler, oda sicakliginda ve nemli ortamda 06zgiil olmayan
Immunoglobulin (Ig) baglanmalarin1 6nlemek amaciyla bloklama serumu (Lab
Vision) ile 7 dakika muamele edilmistir Serumun fazlasi alindiktan sonra, fare
monoklonal anti-PAR [Alexis, Kat No ALX-804-220] ile 1:100 dilusyon oraninda,
oda 1s1sinda gece boyu, tavsan poliklonal anti-PARP-1 [Abcam, Kat No Ab6079] ile
1:500 dilisyon oraninda, oda 1sisinda gece boyu, tavsan poliklonal anti-PARP-2
[Alexis, Kat No: ALX-210-899-R100] ile 1:100 oraninda oda 1sisinda gece boyu,
tavsan poliklonal anti-VASA/MVH [Abcam Kat No: ab13840] ile 1:500 oraninda
oda 1sisinda gece boyu, kegi poliklonal anti-AMH/MIS [Santa Cruz Kat No: sc-
6886] ile oda 1sisinda gece boyu, fare monoklonal anti-PCNA [sc-56] ile 1:500
diliisyon oraninda kesitler inkiibe edilmislerdir. Kesitler, inkiibasyon sonunda TBS
ile lic defa beser dakika yikanmistir. Daha sonra sirasiyla, 1 saat oda isisinda
biyotinli fare, tavsan ve ke¢i sekonder antikor (Vector) ile ve dnceden 30 dakika oda
1is1sinda bekletilen Vectastain Avidin Biotin Complex kiti [Vector PK 4000] ile 30 dk
inkiibasyon yapilmistir. Her iki uygulama sonrasinda da, TBS ile 3 defa beser dakika
yikama yapilmustir. Sinyali gelistirmek i¢in dokular {i¢ dakika 3,3'-Diaminobenzidine
(DAB) kromojeni [SIGMAFAST Kat N0:4168] ile muamele edildikten sonra distile
suda yikanmigtir. Mayer’in Hematoksilen’inde (Dako) 30 saniye zit boyama
yapildiktan sonra 3’er dk sirasiyla %70, %90’lik alkol, 10 dk %100’liik alkol ve son
olarak 5’er dk ksilollerden gegirilerek entellan kapatma soliisyonu ile kapatilmistir.

Immiinohistokimyasal tekniklerle boyanan biitiin kesitler ~Axioplan

mikroskobunda (Zeiss) degerlendirilmistir. Kesitlerden Spot Advance programi
araciligi ile resimler elde edilmistir.
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BULGULAR

PARP-1 ve PARP-2’nin ekspresyonlarmin hangi hiicrelerde yer aldigim
gosterebilmek icin; testis gelisimi siiresince pre-Sertoli hiicrelerinden salgilanan ve
bu hiicrelerin bir belirteci olan AMH ekspresyonu, erigkin testise kadar se¢ilen tiim
giinlerde heniiz farklanmamis olan pre-Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda
gosterilmistir.

Embriyonik donemden itibaren tiim germ hiicrelerinin sitoplazmalarinda
gosterilen VASA ekspresyonu germ hiicre belirteci olarak kullanigmistir. Belirli
giinlerde cogalan ya da mitotik olarak duraksamaya giden hiicrelerin ayirt edilmesi
icin prolifere olan hiicrelerin niikleuslarinda PCNA ekspresyonu gosterilmistir.

4.1. Embriyonik donem fare testis dokularinda immiinohistokimyasal bulgular

4.1.1. Embriyonik 15.5. giinde (E15.5) PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlari

E15.5. giinde; prolifere olan gonositler, seminifer kordonlarin igerisinde
diizensiz sekilde goriilmektedir. Gonositleri g¢evreleyen pre-Sertoli hiicrelerinin
niikleuslar1 oval sekillidir ve bazal membrana oturmus halde gézlenmektedir.

AMH ve VASA cekspresyonlart ile germ hiicre ve pre-Sertoli hiicreleri
tanimlanmasinin ardindan devam eden seri kesitlerde izlenen PARP-1 ekspresyonu
E15.5. giinde gonositlerde niikleer olarak gosterilmistir. PARP-2 ekspresyonu;
E15.5. giinde gonositlerde niikleer, pre-Sertoli hiicrelerinde ise sitoplazmik olarak
gosterilmigtir.  PAR  ekspresyonu, EI15.5.glinde proliferatif olan pre-Sertoli
hiicrelerinde niikleer olarak gozlenmistir (Sekil 4.1.1a).

Ayrica, E15.5. giinde testis dokusunun genel goriintiisiinii géstermek ve PARP-
1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlarini; AMH, VASA ve PCNA ekspresyonlar ile
iliskilendirmek amaciyla kiiciik biiyiitmedeki fotograflar da gosterilmektedir
(Sekil4.1.1b).
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Sekil 4.1.1a.

Embriyonik 15.5. giline ait fare testisinde PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlart.

a) Seminifer kordonlarmn limeninde daginik olarak gozlenen gonositlerin
niikleuslarinda PARP-1 ekspresyonu (siyah oklar). b) Seminifer kordonlarin
limeninde yer alan gonositlerin ve pre-Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarin da,
intersitisyel alanda bulunan hiicrelerde PARP-2 ekspresyonu (mavi oklar). c) Pre-
Sertoli hiicrelerinin niiklesularinda ve intersitisyel alanda bulunan hiicrelerde PAR
ekspresyonu gosterilmistir (kirmizi oklar).
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Sekil 4.1.1b.

Farede embriyonik donem 15.5. giinde seri kesitlerde PARP-1, PARP-2 ve PAR
ekspresyonlarinin immiinohistokimyasal olarak gosterilmesi.

(a-c) Seminifer kordonlarin bazalinde bulunan pre-Sertoli hiicre sitoplazmalarinda
AMH ekspresyonu. (d-f) Seminifer kordonlarm limeninde goézlenen gonositlerde
PARP-1 ekspresyonu. (g-1) Gonosit belirteci olan ve gonositlerin sitoplazmalarinda
gozlenen VASA ekspresyonu. (i-k) Gonositlerde, pre-Sertoli hiicrelerinde ve
intersitisiyel alan hiicrelerinde sitoplazmik PARP-2 ekspresyonu (mavi oklar). (I-n)
Pre-Sertoli hiicrelerinde ve intersitisyel hiicrelerdeki niikleer PAR ekspresyonu
(kirmizi  oklar). (o-r) Cogalan hiicrelerin niikleuslarinda PCNA ekspresyonu
gosterilmektedir (sar1 oklar).
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4.1.2. Embriyonik 17.5. giinde (E17.5) PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlari

Prenatal giinlerden bir digeri olan E17.5. giinde seminifer kordonlar daha
belirgin hale gelmistir ve sayilart artmistir. Gonositler seminifer kordonlarin
bazalinde bulunan pre-Sertoli hiicreleri tarafindan g¢evrelenmektedir. Gonositlerin
mitotik olarak sessiz oldugu E17.5. giinde, PCNA ekspresyonu bu hiicrelerde
gozlenmemistir.

PARP-1 ekspresyonu; E17.5. giinde limende goriilen tiim gonositlerde niikleer
olarak gosterilmistir. PARP-2 ekspresyonu; heniiz seminifer kordon olusumu devam
eden E17.5. giinde limende daginik olarak gbzlenen gonositlerin ve intersisiyal
alanda bulunan hiicre gruplarinin sitoplazmalarinda gosterilmistir. Ayn1 zamanda
PARP-2 proteini, AMH ekspresyonuna paralel sekilde pre-Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmalarinda da ekspre olmaktadir. PAR ekspresyonu, E17.5. giinde proliferatif
olan pre-Sertoli hiicrelerinde ve intersitisyel hiicrelerde niikleer olarak gozlenmistir
(Sekil 4.1.2a).

Ayrica, E17.5. giinde testis dokusunun genel goriintiisiinii gostermek ve PARP-
1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlarini; AMH, VASA ve PCNA ekspresyonlar ile
iliskilendirmek amaciyla kiiciik biiyiitmedeki fotograflar da gosterilmektedir (Sekil
4.1.2Db).

4.2. Neonatal ve Postnatal donem fare testis dokularinda
immiinohistokimyasal bulgular

4.2.2. Dogum sonrasi 0. Giinde (PP0O) PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlari

Dogumda heniiz spermatogonyumlara farklanmamis halde goriilen gonositler
proliferasyonlarina yeniden devam etmektelerdir. Pre-Sertoli hiicreleri de mitotik
olup PCNA ekspresyonu gostermektedir.

PARP-1 ekspresyonu gonositlerde niikleer olarak gosterilmistir. PARP-2
ekspresyonu; DS0. giinde gonositlerde niikleer ve sitoplazmik olarak gdzlenmistir.
Ayrica intersisiyal alandaki hiicrelerde ve pre-Sertoli hiicrelerinde PARP-2
ekspresyonu sitoplazmada izlenmektedir. PAR ekspresyonu, DSO0. giinde proliferatif
olan pre-Sertoli hiicrelerinde niikleer olarak gosterilmistir (Sekil 4.2.2a.).

Ayrica, DS0. giinde testis dokusunun genel goriintiislinii gostermek ve PARP-
1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlarini; AMH, VASA ve PCNA ekspresyonlar ile
iligkilendirmek amaciyla kiigiik biiylitmedeki fotograflar da gosterilmektedir (Sekil
4.2.2b).
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Sekil 4.1.2a.

Embriyonik 17.5. giine ait fare testisinde PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlart.

a) Seminifer kordonlarmn limeninde daginik olarak gozlenen gonositlerin
niikleuslarinda PARP-1 ekspresyonu (siyah oklar). b) Seminifer kordonlarin
limeninde yer alan gonositlerin ve pre-Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda,
intersitisyel alanda bulunan hiicrelerde PARP-2 ekspresyonu (sar1 oklar). c) Pre-
Sertoli hiicrelerinin niiklesularinda intersitisyel alanda bulunan hiicrelerde PAR
ekspresyonu gosterilmistir (kirmizi oklar).
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Sekil 4.1.2b. Farede embriyonik dénem 17.5. giinde seri kesitlerde PARP-1, PARP-2 ve PAR
ekspresyonlarmin immiinohistokimyasal olarak gosterilmesi.

(a-c) Seminifer kordonlarin bazalinde bulunan pre-Sertoli hiicre sitoplazmalarinda
AMH ekspresyonu. (d-f) Seminifer kordonlarin limeninde gozlenen gonositlerde
PARP-1 ekspresyonu (siyah oklar). (g-1) Gonosit belirteci olan ve gonositlerin
sitoplazmalarinda gézlenen VASA ekspresyonu. (i-k) Pre-Sertoli hiicrelerinde ve
gonositlerde sitoplazmik olarak gosterilen PARP-2 ekspresyonu (beyaz oklar). (I-n)
Pre-Sertoli hiicrelerinde niikleer olarak gosterilen PAR ekspresyonu (kirmizi oklar).
(0-r) Cogalan hiicrelerin niikleuslarinda PCNA ekspresyonu gosterilmektedir fakat
mitotik sessizlik evresinde olan gonositlerde ekspresyon gozlenmemektedir (sart
oklar).
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Sekil 4.2.2a.

Dogum sonrasi 0. giine ait fare testisinde PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlart.

a) Seminifer kordonlarin limeninde bulunan gonositlerin niikleuslarinda PARP-1
ekspresyonu (siyah oklar). b) Seminifer kordonlarin liimeninde yer alan gonositlerin
ve pre-Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda, intersitisyel alanda bulunan hiicrelerde
PARP-2 ekspresyonu (mavi oklar). ¢) Pre-Sertoli hiicrelerinin niikleslarinda PAR
ekspresyonu gosterilmistir (kirmizi oklar).
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Sekil 4.2.2b.  Farede dogum sonrasi 0. giinde seri kesitlerde PARP-1, PARP-2 ve PAR

ekspresyonlarinin immiinohistokimyasal olarak gosterilmesi.

(a-c) Seminifer kordonlarin bazalinde bulunan pre-Sertoli hiicre sitoplazmalarinda
AMH ekspresyonu. (d-f) Liimende ve yer yer bazale yakin halde gozlenen
gonositlerde PARP-1 ekspresyonu (siyah oklar). (g-1) Gonosit belirteci olan ve
gonositlerin  sitoplazmalarinda gozlenen VASA ekspresyonu. (i-k) Pre-Sertoli
hiicrelerinde ve intersitisyel alanda ve gonositlerde sitoplazmik olarak izlenen PARP-
2 ekspresyonu (beyaz oklar). (I-n) Sertoli hiicrelerinde niikleer olarak gosterilen PAR
ekspresyonu (kirnizi oklar). (o-r) Cogalan hiicrelerin niikleuslarinda PCNA
ekspresyonu gosterilmektedir (mavi oklar).
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4.2.3. Dogum sonrasi 3. Giinde (DS3) PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlari

DS3. giinde bazale go¢ eden gonositler proliferasyonlarina devam etmektedir
ve pre-Sertoli hiicre destegi ile gelisimlerine devam ederler. Gonositlerin bazilari
heniiz liimende bulunmaktadirlar.

PARP-1 ekspresyonu go¢ eden gonositlerde niikleer olarak gosterilmistir.
PARP-2 ekspresyonu gonositlerin ve pre-Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve
intertisyel alanda bulunan hiicre gruplarinda sitoplazmik olarak izlenmektedir. PAR
ekspresyonu, pre-Sertoli hiicrelerinde ve intersitisyel alandaki bazi hiicrelerde
niikleer olarak siddetini degistirmeden devam etmektedir (Sekil 4.2.3a.).

Ayrica, DS3. giinde testis dokusunun genel goriintiisiinii gostermek ve PARP-
1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlarini; AMH, VASA ve PCNA ekspresyonlart ile
iligkilendirmek amaciyla kiigiik biiyiitmedeki fotograflar da gosterilmektedir (Sekil
4.2.3b).

4.2.4. Dogum sonrasi 5. giinde (DS5) PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlari

Dogum sonrasi 5. giinde spermatogonyumlara farklanmak {izere bazi gonositler
bazale dogru go¢ etmektedir. Bazale go¢ eden spermatogonyumlara farklanan
gonositlerin  proliferasyonlarina devam ettigi, niikleuslarinda gozlenen PCNA
ekspresyonu ile gosterilmistir.

Dogum sonrast 5. giinde limenden bazale dogru go¢ eden ve
spermatogonyumlara farklanan gonositlerde PARP-1 ekspresyonu niikleer olarak
devam etmektedir. PARP-2 ekspresyonu; DSS5. giinde spermatogonyumlarda
gozlenmezken intersitisyel alandaki hiicrelerde ve pre-Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmalarinda gosterilmistir. PAR ekspresyonu, DS5. giinde mitotik evrelerine
devam eden pre-Sertoli hiicrelerinde niikleer olarak devam etmektedir. (Sekil 4.2.4a.)

Ayrica, DS5. giinde testis dokusunun genel goriintiisiinii gostermek ve PARP-
1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlarini; AMH, VASA ve PCNA ekspresyonlar ile
iliskilendirmek amaciyla kiiciik biiylitmedeki fotograflar da gosterilmektedir (Sekil
4.2.4b).
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Sekil 4.2.3a.

Dogum sonrasi 3. giine ait fare testisinde PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlart.

a) Seminifer kordonlarin liimeninden bazale dogru gb¢ eden gonositlerin
niikleuslarinda PARP-1 ekspresyonu (siyah oklar). b) Seminifer kordonlarin
limeninden tiibiillerin bazaline gb¢ eden gonositlerin, pre-Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmalarinda ve intersitisyel alanda bulunan hiicre gruplarinda sitoplazmik
PARP-2 ekspresyonu (sart oklar). c¢) Pre-Sertoli hiicrelerinin niikleuslarinda ve
intersitisyel alanda goriilen hiicrelerde niikleer PAR ekspresyonu gosterilmistir
(kirmizi oklar).
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Sekil 4.2.3b.  Farede dogum sonrasi 3. giinde seri kesitlerde PARP-1, PARP-2 ve PAR

ekspresyonlariin immiinohistokimyasal olarak gosterilmesi.

(a-c) Seminifer kordonlarin bazalinde bulunan pre-Sertoli hiicre sitoplazmalarinda
AMH ekspresyonu. (d-f) Seminifer kordonlarin bazaline dogru go¢ etmekte olan
gonositlerde PARP-1 ekspresyonu (siyah oklar). (g-1) Germ hiicre belirteci olan ve
germ hiicrelerinin sitoplazmalarinda gézlenen VASA ekspresyonu. (i-K) Intersisiyal
alan hiicre gruplarinda, pre-Sertoli hiicrelerinde ve gonositlerde sitoplazmik olarak
gosterilen PARP-2 ekspresyonu (beyaz oklar).  (I-n) Sertoli hiicrelerinde ve
intersitisyel alandaki baz1 hiicrelerde niikleer olarak gosterilen PAR ekspresyonu. (o-r)
Cogalan hiicrelerin niikleuslarinda PCNA ekspresyonu gosterilmektedir (mavi oklar).
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Sekil 4.2.4a.

Dogum sonrasi 5. giine ait fare testisinde PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlart.

a) Seminifer kordonlarin bazaline gb¢ ederek farklanan spermatogonyumlarin
niikleuslarinda PARP-1 ekspresyonu (siyah oklar). B) Pre-Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmalarinda ve intersitisyel alanda bulunan hiicre gruplarinda PARP-2
ekspresyonu (sar1 oklar). ¢) Pre-Sertoli hiicrelerinin niiklesularinda ve intersitisyel
alandaki bazi hiicrelerde PAR ekspresyonu gosterilmistir (kirmiz1 oklar).
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Sekil 4.2.4b.

Farede dogum sonras1 5. giinde seri kesitlerde PARP-1, PARP-2 ve PAR
ekspresyonlarinin immiinohistokimyasal olarak gosterilmesi.

(a-c) Seminifer kordonlarin bazalinde bulunan Sertoli hiicre sitoplazmalarinda AMH
ekspresyonu. (d-f) Seminifer tiibiil bazaline go¢ ederek spermatogonyumlara
farklanan hiicrelerde niikleer PARP-1 ekspresyonu (siyah oklar). (g-1) Germ hiicre
belirteci olan ve germ hiicrelerinin sitoplazmalarinda gézlenen VASA ekspresyonu. (i-
k) Pre-Sertoli hiicrelerinde ve intersitisyel alan hiicrelerde sitoplazmik olarak gozlenen
PARP-2 ekspresyonu (mavi oklar). (l-n) Pre-Sertoli hiicrelerinde niikleer olarak
gosterilen PAR ekspresyonu (kirmizi oklar). (o-r) Bazale go¢ eden ve
spermatogonyuma farklanan hiicrelerde PCNA ekspresyonu gdosterilmektedir (mor
oklar).
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4.2.5. Dogum sonrasi 9. Giinde (DS9) PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlari

Dogum sonrast 9. giinde seminifer kordonlar artik seminifer tiibiil olarak
adlandirilmaktadir. Ciinkii spermatogonyumlar liimenden bazale go¢ etmis ve
seminifer tiibiiller de limen ortaya c¢ikmistir. Bu tiiblillerde gdzlenen
spermatogonyumlar tip A spermatogonyumlardir. Bu hiicreler mitoz boliinmelerine
devam ederek bir yandan kendi tip A spermatogonyum havuzlarin1 korumakta, diger
yandan ise tip B spermatogonyumlara farklanmaktadirlar. Proliferasyonlari, bu
hiicrelerdeki niikleer PCNA ekspresyonu ile gosterilmistir. Pre-Sertoli hiicreleri artik
mitotik boliinmlerini tamamlamislardir. Fakat bu asamada heniiz olgun Sertoli
hiicresi degillerdir.

PARP-1 ekspresyonu, DS9. giinde spermatogonyumlarda niikleer olarak ayni
ekspresyon siddetinde devam etmektedir. PARP-2 ekspresyonu, pre-Sertoli
hiicrelerinde ve intersitisyel alandaki hiicre gruplarinda sitoplazmik olarak
izlenmekteyken, tip B spermatogonyumlarda niikleer olarak izlenmektedir. Pre-
Sertoli hiicre sitoplazmasinda azalan PARP-2 ekspresyonu dikkat c¢ekicidir. PAR,
DS9. giinde higbir hiicrede ekspre olmamaktadir (Sekil 4.2.5a.).

Ayrica, DS9. giinde testis dokusunun genel goriintiistinii gostermek ve PARP-
1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlarini; AMH, VASA ve PCNA ekspresyonlar ile
iliskilendirmek amaciyla kiigiik biiyiitmedeki fotograflar da gosterilmektedir (Sekil
4.2.5D).

4.2.6. Dogum sonrasi 15. giinde PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlari

Dogum sonrasi 15.glinde, seminifer tiibiillerde olgunlagsmasina devam eden
Sertoli hiicrelerinin yani sira, tip A ve tip B spermatogonyumlar gozlenmektedir. Bu
giinde ilk spermatogenik dalga baslar ve mayoz boélinme asamasinda olan
spermatositler de izlenir.

DS15. giinde bazale oturmus halde gozlenen spermatogonyumlarda PARP-1
ekspresyonu niikleer olarak devam etmektedir. PARP-2 ekspresyonu, DS15. giinde
Sertoli hiicrelerinin ve intersitisyel alandaki hiicrelerin sitoplazmalarinda devam
etmektedir. Mayoz boliinme asamasinda olan spermatositlerin sitoplazmalarinda da
PARP-2 ekspresyonu gosterilmigtir. PAR ekspresyonu, DS15. giinde Sertoli
hiicrelerinin niikleuslarinda izlenmektedir (Sekil 4.2.6a.).

Ayrica, DS15. giinde testis dokusunun genel goriintiisiinii gostermek ve PARP-
1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlarini; AMH, VASA ve PCNA ekspresyonlar ile
iliskilendirmek amaciyla kiiciik biiyiitmedeki fotograflar da gosterilmektedir (Sekil
4.2.6b).
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Sekil 4.2.5a. Dogum sonrasi 9. giine ait fare testisinde PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlari.
a)Seminifer tiibiillerin bazalinde bulunan spermatogonyumlarin niikleuslarinda PARP-1
ekspresyonu (siyah oklar). b) Germ hiicrelerinin ve Sertoli hiicrelerinin
sitoplazmalarinda, intersitisyel alanda bulunan hiicre gruplarmma PARP-2 ekspresyonu
(mavi oklar). c¢) Sertoli hiicrelerinin niikleuslarinda PAR ekspresyonu gosterilmistir.
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Sekil 4.2.5b.  Farede dogum sonrasi 9. giinde seri kesitlerde PARP-1, PARP-2 ve PAR

ekspresyonlariin immiinohistokimyasal olarak gosterilmesi.

(a,b) Seminifer tiibiillerin bazalinde bulunan pre-Sertoli hiicre sitoplazmalarinda AMH
ekspresyonu. (c,d) Seminifer tiibiillerin bazalinde gosterilen sprematogonyumlarda
PARP-1 ekspresyonu (siyah oklar). (e,f) Germ hiicre belirteci olan ve germ
hiicrelerinin sitoplazmalarinda gozlenen VASA ekspresyonu. (g,h) Germ hiicrelerinde,
pre-Sertoli hiicrelerinde ve intersitisyel alan hiicrelerinde sitoplazmik olarak gosterilen
PARP-2 ekspresyonu (mavi oklar). (1,i) PAR ekspresyonu. (j,k) Spermatogonyumlarin
niikleuslarinda PCNA ekspresyonu gosterilmektedir (kirmizi oklar).
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Sekil 4.2.6a.

Dogum sonrasi 15. giine ait fare testisinde PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlari.
a) Spermatogonyumlarin niikleuslarinda PARP-1 ekspresyonu (siyah oklar). bPakiten
evredeki spermatositlerin, Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda ve intersitisyel alanda
bulunan hiicrelerin sitoplazmalarinda PARP-2 ekspresyonu (mavi oklar). c) Sertoli
hiicrelerinin niikleuslarinda PAR ekspresyonu gosterilmistir (kirmizi oklar).
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Sekil 4.2.6b.

Farede dogum sonrasi1 15. giinde seri kesitlerde PARP-1, PARP-2 ve PAR
ekspresyonlarinin immiinohistokimyasal olarak gdsterilmesi.

(a,b) Seminifer tiibiillerde Sertoli hiicrelerinin sitoplazmalarinda AMH ekspresyonu.
(c,d) Seminifer tibiillerde bazalde gorillen spermatogonyumlarda PARP-1
ekspresyonu (siyah oklar). (e,f) Germ hiicre belirteci olan ve germ hiicrelerinin
sitoplazmalarinda  gozlenen VASA ekspresyonu. (g,h) Sertoli hiicrelerinin,
intersitisyel alan hiicrelerinin ve liimene yakin olarak go6zlenen pakiten
spermatositlerin sitoplazmalarinda PARP-2 ekspresyonu (mavi oklar). (1,i) Sertoli
hiicrelerinde niikleer olarak gosterilen PAR ekspresyonu. (j,k) Mitoz bolinmelerle
cogalan hiicrelerin niikleuslarinda PCNA ekspresyonu gosterilmektedir (mor oklar).
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4.2.7. Dogum sonrasi 20. giinde (DS20) PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlari

Pubertenin baslangic1 olan DS20.giinde; Sertoli hiicreleri hala AMH ekspre
etmektedirler. Cevreledigi hiicreler arasinda tip A ve tip B spermatogonyumlar ile
spermatositler ve yuvarlak spermatidler gériilmektedir.

PARP-1 ekspresyonu, DS20. giinde spermatogonyumlarin niikleuslarinda
devam etmektedir. PARP-2 ekspresyonu; DS20. giinde intersitisyel alan hiicrelerinin,
Sertoli hiicrelerinin ve spermatositlerin sitoplazmalarinda gosterilmistir. PAR
ekspresyonu, DS20. giinde mayoz boliinmeler gegiren hiicrelerin ve intersitisyel
alandaki hiicrelerin niikleuslarinda gozlenmektedir (Sekil 4.2.7a.).

Ayrica, DS20. giinde testis dokusunun genel goriintiisiinii gostermek ve PARP-
1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlarini; AMH, VASA ve PCNA ekspresyonlart ile
iliskilendirmek amaciyla kii¢iik biliyiitmedeki fotograflar da gosterilmektedir (Sekil
4.2.7b).

4.3. Eriskin fare testisinde immiinohistokimyasal bulgular
(75, 93, 102, 117)

4.3.1. Eriskin donemde PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlari

Erigkin fare testisinde seminifer tiibiillerdeki Sertoli hiicrelerinde AMH
ekspresyonu sonlanmistir. Ciinkii buradaki Sertoli hiicreleri artik olgun Sertoli
hiicreleridirler. Erigkin testis dokusundaki ekspresyonlarin degerlendirmeleri
seminifer tiiblil evrelendirmesi dikkate alinarak yapilmistir. Niikleer PARP-1
ekspresyonu tiim tilibiillerde evre simiflandirmasindan bagimsiz  olarak
spermatogonyumlarda gosterilmistir. Ayrica intersitisyel alandaki hiicrelerde de
niikleer PARP-1 ekspresyonu izlenmektedir. PARP-2 ekspresyonu, tiim evrelerdeki
tibiillerin  Sertoli hiicre sitoplazmalarinda ve intersitisyel alan hiicrelerinin
sitoplazmalarinda gozlenmistir. Seminifer tiibiil evre V ve evre VI’da, PARP-2
uzayan spermatidlerde, hem niikleer hem de sitoplazmik olarak goriinmektedir. Evre
VII-VII’de ise, PARP-2 ekspresyonu yuvarlak spermatidlerde ve uzayan
spermatidlerde niikleer olarak izlenmektedir. PAR ekspresyonu, tiim evrelerdeki
spermatogonyumlarda ve intersitisyel alandaki bazi hiicrelerde niikleer olarak
gbzlenmistir (Sekil 4.3.1a.).

Ayrica, erigkin testis dokusunun genel goriintiisiinii gostermek ve PARP-1,
PARP-2 ve PAR ekspresyonlarin; AMH, VASA ve PCNA ekspresyonlar: ile
iliskilendirmek amaciyla kiiciik biiylitmedeki fotograflar da gosterilmektedir (Sekil
4.3.1b.).
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Sekil 4.2.7a.

Dogum sonrasi1 20. giine ait fare testisinde PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlart.
a) Spermatogonyumlarin ve intersitisyel alandaki hiicrelerin niikleuslarinda PARP-1
ekspresyonu (siyah oklar). b) Spermatositlerin, Sertoli hiicrelerinin ve intersitisyel
alanda bulunan hiicrelerin sitoplazmalarinda PARP-2 ekspresyonu (sart oklar). ¢)
Intersisiyal alan hiicrelerin ve Sertoli hiicrelerinin nuklesularinda PAR ekspresyonu
gosterilmistir (kirmizi oklar).
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Sekil 4.2.7b.

Farede dogum sonrasi1 20. giinde seri kesitlerde PARP-1, PARP-2 ve PAR
ekspresyonlarinin immiinohistokimyasal olarak gosterilmesi.

(a,b) Sertoli hiicre sitoplazmalarinda AMH ekspresyonu. (¢,d) Seminifer tiibiillerinde
bazalinde yerlesmis olarak goézlenen spermatogonyumalarda PARP-1 ekspresyonu
(siyah oklar). (e,f) Germ hiicre belirteci olan ve germ hiicrelerinin sitoplazmalarinda
gozlenen VASA ekspresyonu. (g,h) Sertoli hiicrelerinde, intersitisyell alandaki
hiicrelerde ve spermatositlerde PARP-2 ekspresyonu (sari oklar).  (1,i) Sertoli
hiicrelerinin ve intersitisyel alandaki hiicrelerin niikleusunda PAR ekspresyonu
(kirmiz1 oklar). (j,k) Mitotik boliinmeler gésteren hiicrelerin niikleuslarinda PCNA
ekspresyonu gosterilmektedir.
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Sekil 4.3.1a.

Eriskin fare testisinde seri kesitlerde PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlari.

a) Spermatogonyumlarin niikleuslarinda PARP-1 ekspresyonu (siyah oklar). b) Sertoli
hiicrelerinin  sitoplazmalarinda,  intersitisyel  alanda  bulunan  hiicrelerin
sitoplazmalarinda ve evre Ozgii olarak bazi tiibiillerde uzayan spermatidlerin
sitoplazma ve niikleuslarinda PARP-2 ekspresyonu (mavi oklar). c) Intersitisiyel
alandaki bazi hiicrelerin ve Sertoli hiicrelerinin niikleuslarinda PAR ekspresyonu
gosterilmistir (kirmizi oklar).
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Sekil 4.3.1b. Eriskin fare testisinde seri kesitlerde PARP-1, PARP-2 ve PAR ekspresyonlarimin

imminohistokimyasal olarak gosterilmesi.

(a,b) Sertoli hiicre sitoplazmalarinda AMH ekspresyonu gézlenmemektedir. (c,d)
Seminifer tiibiillerin bazalinde yer alan spermatogonyumlarin ve intersitisyel alandaki
bazi hiicrelerin niikleuslarinda PARP-1 ekspresyonu (siyah oklar). (e,f) Germ hiicre
belirteci olan ve germ hiicrelerinin sitoplazmalarinda gozlenen VASA ekspresyonu.
(g,h) Sertoli hiicrelerinin  sitoplazmalarinda, uzayan spermatidlerin hem
sitoplazmalarinda hem de niikleuslarinda ve intersitisyel alandaki hiicrelerin
sitoplazmalarinda PARP-2 ekspresyonu (mavi oklar). (1,i) Spermatogonyumlarda ve
intersitisyel alandaki hiicrelerin niikleuslarinda PAR ekspresyonu. (j,k) Mitoz
boliinmelerle cogalan hiicrelerin niikleuslarinda PCNA ekspresyonu gosterilmektedir.
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TARTISMA VE SONUCLAR

Normal testis gelisimi; sadece fertil bir gonadin olusumu igin degil ayni
zamanda gelisim siirecinden sapmamis bir gonad farklilasmasi i¢in de 6n kosuldur.
Germ hiicre tiimorlerinin ortaya ¢ikis mekanizmasinin, fetal ve neonatal hayatta
gonosit proliferasyonunda ki ve farklilasmasindaki bozukluklardan kaynaklandigi
distintilmektedir (9). Ayrica, testis gelisimi sirasinda sayilarini arttirarak ¢ogalan
Sertoli destek hiicrelerinin yeterli sayida olmasi erigkin testiste germ hiicre sayisinin
da belirlenmesinde O6nemlidir. Dolayisiyla, prenatal donemde testiste olusan ve
olgunlasan Sertoli hiicreleri belli sayida germ hiicrelerini destekleyerek erkek
gonadin fonksiyonuna katilirlar (118). Bu nedenlerle, testis gelisimi sirasinda
somatik ve germ hiicrelerin proliferasyon ve farklilasmalarinin dogru sekilde
gerceklesmesi, normal testis gelisimi agisindan 6nemlidir. Bu siirecin anlasilabilmesi
icin fetal ve neonatal donemde normal testis gelisiminde rol oynayan
mekanizmalarin aydinlatilmasi gerekmektedir. PARP ailesi tiyeleri olan PARP-1 ve
PARP-2, hiicre proliferasyonu ve farklilasmasinda rol oynayan proteinlerdir (46).
Son yillarda, eriskin testiste PARP-1 ve PARP-2’nin varlig1 ve lokalizasyonu ile
PARP aktivitesi sonucunda olusan PAR polimerlerinin lokalizasyonunu irdeleyen
caligmalar1 gormek miimkiindiir (75, 93, 102, 117).

PARP-1 geni silinmis erkek fareler fertil iken, PARP-2 geni silinen erkek
fareler ise hipofertildirler. PARP-1 ve PARP-2 genleri homozigot silinen fareler ise
yasamamaktadirlar (16). PARP-1 geninin tek basma silinmesiyle olusan canli ve
fertil farelerin, PARP-2 genlerinin de silinmesiyle embriyonik gelisimlerini devam
ettirememeleri, PARP-2’nin PARlasyon mekanizmasindaki onemli roliinii ortaya
koymaktadir. PARlasyon 6nemli bir post-translasyonel modifikasyondur ve %90°1
PARP-1 tarafindan gerceklestirilir (57). Buna karsilik; PARP-1 ve PARP-2 ¢ift
mutant farelerin embriyonik oliimleri bu iki enzimin birbirlerinden farkli rolleri
olabilecegini ortaya koymaktadir.

Bununla birlikte, eriskin testiste varliklart bilinen ve son yillarda erkek
fertilitesinde rolleri oldugu diisiiniilen bu proteinlerin testis gelisimi siirecindeki
varliklar1 ve lokalizasyonlar1 bilinmemektedir. Bu ¢alismada; PARP-1 ve PARP-2
enzimlerinin ve bu enzimlerin aktivasyon iiriinii olan PAR polimerlerinin somatik ve
germ hiicrelerindeki ekspresyonlart ve lokalizasyonlar1 fare testikiiler gelisim
stirecinde zamana bagl olarak degerlendirilmistir.

Immiinohistokimyasal bulgularimiza gére; PARP-1, E15.5. giinde gonositlerde
niikleer olarak izlenmistir. Gonositlerde gézlenen bu ekspresyon, testikiiler gelisim
icin 6nemli olan ve farkli agamalarda farkli hiicre tipleri igeren E17.5, DSO, DS3.
giinlerde de devam etmektedir. Dogum sonrasi 5. giinde gonositler seminifer
tiibiillerin bazaline go¢ ederek spermatogonyumlara farklandiginda, PARP-1
ekspresyonu bu hiicrelerin niikleuslarinda gézlenmektedir. Dogum sonrasi 9, DS15
ve DS20. giinlerde PARP-1 spermatogonyumlarda ekspre olmaktadir. Son olarak,
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eriskinde de, PARP-1 ekspresyonu spermatogonyumlarda izlenmektedir. Embriyonik
15.5. giinde prolifere olan gonositlerde izlenen PARP-1 ekspresyonunun E17.5.
giinde mitotik sessizlie girmis gonositlerde de devam etmesi, PARP-1’in
gonositlerde sadece proliferasyonla ilgili bir rolii olmadigini diistindiirmektedir.
Genel olarak; PARP-1 embriyonik, postnatal, puberte ve eriskin donemlerde kok
hiicreler olan spermatogonyumlarda ekspre oldugundan, bu molekiiliin esasen bu
hiicrelerin farklanma ve gelisimlerinde rol oynadigini diistindiirmektedir.

PARP enzimlerinin aktivasyon iriinii olan PAR polimerleri, esasen bu
enzimlerin ekspre oldugu hiicrelerin niikleuslarinda iiretilir ve fonksiyon goriirler
(12, 75, 113). Dolayistyla, iiretilen PAR polimerleri niikleustaki hedef proteinlere
baglanarak onlarin aktivitelerini diizenlerler. PARP-1’in kendisine de PAR
polimerleri eklenerek otomodifikasyonu gergeklesir ve aktivitesi genellikle bu
sekilde sonlandirilir (57). Bizim bulgularimiza gére; PAR polimerlerinin, PARP-1
ekspre eden gonositlerde ya da puberte Oncesindeki Spermatogonyumlarda
gozlenmemesi, PARP-1’in gelisim asamalarinda gonosit ve spermatogonyumlarda
PAR fretiminden farkli bir fizyolojik rolii olabilecegini disiindiirmektedir.
Literatiirde PARP-1’in PAR iiretiminden bagimsiz olarak, hiicredeki bazi proteinlerle
direkt iliskiye girip onlarin fonksiyonlarina katildigi bilinmektedir (15, 104). Hiicre
boliinmeleri sirasinda meydana gelen DNA kiriklarinin tamirinde PARP-1’in 6nemli
rol oynadigi bilindiginden, bulgularimiz gonosit ve spermatogonyomlarda da bu
mekanizmalarda rol alabilecegini diisiindiirmektedir. Bunu kanitlayan caligsmalar,
gonad kiiltiirlerinde PARP-1 inhibisyonu sonrasinda DNA tamir proteinlerinin
diizeylerinin arastirilmasiyla gerceklestirilebilir. Eriskin donemde ise, PARP-1 ve
PAR polimerlerinin spermatogonyum niikleuslarinda birlikte gézlenmesi, eriskin
testiste  PARP-1 aktivasyonunun esasen PARlasyon mekanizmasi ile iliskili
olabilecegini ortaya koymaktadir. Daha Once sigcanlarda ve insanlarda yapilan
caligmalarin sonuglari da bu yondedir (119).

PAR ekspresyonunun; testikiiler gelisimin E15.5. giiniinden itibaren pre-Sertoli
hiicre niikleusunda bagladigi ve DS0, DS3, DS5, DS9, DS15 ve DS20. giinlerinde
devam ettigi bulgularimizda gdosterilmistir. Erigkin doneme kadar olan testikiiler
gelisim asamalarinda Sertoli hiicre niikleusunda ekspre olan PAR’1n bu hiicrelerdeki
tiretimi, bagka bir PARP ailesi iiyesinin aktivasyonu sonucunda ortaya ¢ikmis
olabilir. Bu nedenle, diger PARP ailesi iiyelerinin testis gelisimi siire¢lerinde
aragtirtlmasi gerekmektedir. Niikleer PAR polimerleri tiretimi erigkin testiste Sertoli
hiicrelerinde degil, PARP-1 ile birlikte spermatogonyumlarda izlenmektedir ve
burada PARlasyon mekanizmasinin varligini ortaya koymaktadir. Bulgularimiz,
PARIasyonun puberte dncesinde Sertoli hiicre proliferasyonuna ve olgunlagsmasina
bir etkisi olabilecegine dikkat ¢ekmektedir. Ciinkii, erigkin testiste olgun Sertoli
hiicresinde AMH ile paralellik gostererek, PAR ekspresyonu da ortadan kalkmustir.
Ayrica, testisin diger somatik hiicreleri olan intersitisyel alan hiicrelerinin bazilarinda
da PAR ekspresyonu gelisim siiresince niikleer olarak izlenmektedir.

Testikiiler gelisim siirecinde PARP-2, PARP-1’den farkli olarak, esasen
sitoplazmik olarak ekspre olmaktadir. Niikleer PARP-2 ekspresyonu, erigkin testiste
sadece bazi yuvarlak spermatidlerde ve uzayan spermatidlerin baglarinda seminifer
tiibiil evresine 0zgli olarak gozlenmistir. PARP-2’nin sitoplazmik ve niikleer
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ekspresyonu fare akciger gelisim donemlerinde de farkli hiicrelerde bildirilmistir
(120). Bulgularimiza gore; PARP-2 ekspresyonu, tiim gelisim evrelerinde ve eriskin
testiste, germ hiicrelerinde, Sertoli hiicrelerinde ve intersitisyel alanda yer alan hiicre
gruplarinda gozlenmistir. Embriyonik 15.5. giinde gonositlerin sitoplazmasinda yer
alan PARP-2 ekspresyonu, E17.5, DSO ve DS3. giinlerde aynmi hiicrelerde devam
etmektedir. Gonositlerin  spermatogonyuma farklandigit DSS5.glinde PARP-2
ekspresyonu bu hiicrelerde izlenmemistir. Bu farklanma asamasinda PARP-2’nin
roli  olmadigmi  disiindiirmektedir. Dogum sonrast 9. giinde tip A
spermatogonyumlara farklanan hiicreler mitoz boliinmelerine devam etmektedirler.
Burada havuza katilan tip B spermatogonyumlarla birlikte PARP-2 ekspresyonu
yeniden spermatogonyumlarin sitoplazmasinda izlenmistir. Spermatogenezin ilk
dalgasinin basladigi DS15. glinde mayoz boliinmeler devam etmektedir ve PARP-2
ekspresyonu mayoz boliinmelere baslayan spermatositlerde izlenmistir. DS20. giinde
mayoz bollinmelerine devam eden spermatositlerde PARP-2’nin varligit devam
etmektedir. Erigkin testiste ise; spermatogenik seriye katilan yuvarlak spermatidlerde
ve uzayan spermatidlerde evreye 6zgii olarak hem niikleer hem de sitoplazmik
PARP-2 ekspresyonu gozlenmistir. PARP-2 ekspresyonunun, PARP-1’den farkli
olarak, sadece spermatogonyumlarda degil, mayoz bdliinmeler ve spermiyogenezin
gerceklestigi hiicrelerde de rolii olabilecegini diistindiirmektedir.

PARP-2’nin PARP-1’den farkli olarak, testikiiler gelisim siirecinde, somatik
hiicrelerde de varlig1 gosterilmistir. Sertoli hiicrelerindeki ve intersitisyel alandaki
hiicrelerde E15.5. giinde baglayan sitoplazmik PARP-2 ekspresyonu, gelisimin diger
giinleri olan E17.5, DSO, DS3, DS5, DS9, DS15 ve DS20.giinlerde de varligin
korumustur ve erigkin donemde de bu hiicrelerde sitoplazmik olarak izlenmistir.
PARP-2’nin testikiiler gelisimde farkli hiicrelerdeki lokalizasyonlari, bu proteinin
hem somatik hem de germ hiicrelerinin gelisimlerinde fizyolojik bir rolil
olabilecegini diistindiirmektedir. Dolayisiyla, PARP-1 ve PARP-2’nin proliferasyon
ve farklilasma siireglerini kapsayan testis gelisimi siiresince farkli hiicre tiplerinde,
farkli rollere sahip olabilecegi sonucu ortaya ¢ikmaktadir.

Sonug olarak; PARP ailesinin 6nemli iki tiyesi olan PARP-1 ve PARP-2’nin ve
onlarin iriinii olan PAR’1n testis gelisimindeki ekspresyon ve lokalizasyonlarin
degerlendiren bu calismada, literatiirde erigkin testiste varlii bilinen PARP
proteinlerinin, testiste gelisimsel donemde hangi hiicrelerde ekspre olduklari ilk defa
gosterilmistir. PARP-1 ve PARP-2’nin gelisim doneminde hangi sinyal yolaklariyla
etkilestigi yoniindeki ¢aligmalarin planlanmasi ile bu proteinlerin rollerinin
aydinlatilmas1 6nemlidir. Ayn1 zamanda, sonu¢larimiz, eriskinde erkek fertilitesi i¢cin
onemli oldugu bildirilen bu proteinlerin, embriyonik ve pre-pubertal testis
gelisiminde de rolleri olabilecegini ortaya koymaktadir.
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