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OzZET

Hiicre 6limd; testis gelisimi sirasinda “kaspaz-bagimli” ya da mitokondriden salinan Apoptoz indiikleyici factor (AIF) gibi cesitli proapopto-
tik faktorler aracihigiyla “kaspaz-bagimsiz” olmak iizere iki sekilde diizenlenmektedir. PARP-1’in asir1 aktivasyonunun hiicre Slimiinde
6nemli bir rolii oldugu bilinmekte ancak fare testis gelisiminde rolii olup olmadif: bilinmemektedir. Bu ¢aligmanin amaci, postnatal testis
gelisiminde, apoptotik yolaklara ait proteinlerin incelenmesidir. Postnatal (PN) gelisimin 0, 5, 9, 15, 20. giinlerinde ve eriskin fare testis
dokularinda; PARP-1, yariklanmis (cleaved) PARP-1 (CPARP-1), cleaved-Caspase-3 (cCsps-3) ve AlF proteinlerinin diizeyleri western blot
ve immiinohistokimya, apoptoz ise TUNEL metodu ile degerlendirilmistir. Protein yogunluklarina gére, PARP-1 ekspresyonu, segilen tim
giinlerde aynidir. cPARP-1 ve cCsps-3’lin, PNO, PN5, PN9 ve PN15 giinlerde ekspresyonlari benzerdir. PN5. giinde artan AIF protein diizey-
leri, PN9, PN15, PN20. giinlerde ve eriskinde de artmistir. cCsps-3 ekspresyonu, PNO ve PN5 giinlerde gonosit ve spermatogonya sitoplaz-
malarinda yogun, PN9, PN15 ve PN20 giinlerde sadece apototik hiicrelerde, eriskin de ise yine apoptotik hiicrelerde ve uzayan spermatidler-
de niiklear olarak izlenmistir. AIF ekspresyonu, PNO. giinde gonositlerin ve PN5 ve PN9. giinlerde spermatogonya sitoplazmalarinda, PN9.
glinden itibaren PN15. ve PN20. glinlerde spermatositlerin sitoplazmalarinda artan diizeylerde izlenmistir. PN5. giinde spermatogonyumlar
TUNEL pozitif iken, PN9. giinden itibaren esasen mayotik hiicrelerde reaksiyon izlenmistir. Bulgularimiz, postnatal gelisim siirecinde
dogumdan sonra esasen kaspaz-bagimli yolaklarin germ hiicre apoptozunda rol aldigim diisiindiirmektedir. ilging olarak, aym siireglerde
artan AIF’nin sitoplazmik ekspresyonu, normal gelisim siirecinde bu molekiiliin niikkleusa taginmamasi, kaspaz-bagimsiz apoptotik yolagin
germ hiicre apoptozunda rolli olmayabilecegini ve/veya AIF nin germ hiicre farklanmasinda baska bir role sahip olabilecegini diisiiniilmek-
tedir.

Anahtar Kelimeler: Fare testis gelisimi. Kaspaz-3. AIF. PARP.
Assessment of Caspase-Dependent and Caspase-Independent Apoptosis in the Development of Postnatal Mouse Testis

ABSTRACT

Cell death is "caspase-independent" through various proapoptotic factors such as “caspase-dependent™ or mitochondrial released Apoptosis-
inducing factor (AIF) during testis development. Over-activation of PARP-1 is known to play an important role in "caspase-dependent" cell
death, which is unknown in the development of mouse testis. The aim of this study was to examine the expression of apoptotic proteins
develeopmental process of testis. On days 0, 5, 9, 15, and 20 of postnatal (PN) development and adult mouse testis tissues, the levels of
PARP-1, cleaved-PARP-1 (cPARP-1), cleaved caspase-3 (cCsps-3) and AlF proteins were evaluated by western blotting and immunohisto-
chemistry, TUNEL method for germ cell apoptosis. PARP-1 expression continued on all selected days. cPARP-1 and cCsps-3, PNO, PN5,
PN9. and PN15. similar expressions were shown on days. Increased AlF protein levels on PN5, PN9, PN15, PN20 days and adults. cCsps-3
expression, PNO and PN5, PN9, PN15 and PN20 intensified in the cytoplasm of spermatogonia and gonocyte. PN5 spermatogonia were
TUNEL positive but in PN9, was mainly observed in the meiotic cells. Our findings suggest that caspase-dependent pathways play a role in
germ cell apoptosis in the postnatal developmental process. Interestingly, the increased cytoplasmic expression of AlF in the same processes
suggests that the caspase-independent apoptotic pathway may not play a role in germ cell apoptosis and/or AIF may have a different role in
germ cell differentiation in the normal developmental process.
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proliferasyonu mitoz ile belirlendigi gibi dokuda ol-
mas1 gereken hiicre sayisi da apoptoz ile belirlenir'?,
Yeni hiicreler iretilirken, hiicrelerin bir kismi hiicre
Olimii ile ortadan kaldirilmakta ve boylece denge
korunmaktadir.

Programlanmus hiicre 6liimii, hiicre intihari, fizyolojik
hiicre 6liimii apoptoz ile ayni anlamda kullanilan te-
rimlerdir*3*. Apoptoz genetik olarak kontrol edilen
fizyolojik mekanizmalarla dizenlenir®. Apoptozun
gercgeklesebilmesi i¢in hiicre i¢inde yiiksek ATP sevi-
yelerine ihtiyag¢ vardir ve hiicre i¢i ATP diizeyi hiicre-
nin apoptoz ile 6liip dlmeyecegine karar verir. Bu da
mitokondrinin apoptozun erken fazindaki Onemini
gostermektedir. Apoptoz, nikleer bizilme ve DNA
fragmantasyonu ile karakterizedir®’. Mitokondri nor-
mal sartlar altinda ATP olusturmak tizere sitokrom-c
icerir. Mitokondrial stres durumlarinda serbestlenen
sitokrom-c apoptotik hiicre 6lumiinde kaspaz-3 akti-
vasyonu icin dnemli rol oynar*!. PARP-1’in niikleer
lokalizasyon sinyalleri (NLS) iceren bdlgesinden,
kaspaz-3 tarafindan yariklanmasi sonucunda 24 ve 89
kDa’luk iki adet parca olusurr ve bu nedenle cPARP
apoptozun biyokimyasal bir belirteci olarak siklikla
kullanilmaktadir. Ayrica PARP-1 aktivasyonu, AIF
mitokondriden nikleusa translokasyonundan sorum-
ludur ve AIF, PARP-1 bagimli hiicre 6liimiinde gerek-
lidir'?. Bilindigi gibi, AIF tarafindan indiiklenen apop-
totik yolak kaspaz bagimsizdir. Dolayisiyla PARP-1
aktivasyonu; hem kaspaz bagimli hem de AIF-indikIu
apoptotik yolaklarda rol oynayabilir®. 2008 yilinda
Jha ve ekibi tarafindan yapilan bir c¢aligmada,
PARP’mn apoptotik formunun ejakiile insan spermin-
deki varligi ve apoptozla iliskisi agiklanmistir®®. Bu
aragtirmalarin sonucunda, PARP’in apoptotik formu
olan cPARP’1n ejakiile spermatozoada flow-sitometri
yontemiyle belirlenebilecek yeni bir apoptotik belirteg
oldugu ve kaspaz-3 aktivasyonuyla iliskili olabilecegi
ortaya konmustur™. Apoptoz, gelisen testiste etkili
spermatogenez ve fertilitenin saglanmasi i¢in gerekli
olan germ hiicre/Sertoli hiicresi oranini diizenledigin-
den dolay1 énemli bir fizyolojik siirectir™.

Spermatogenez, fotal hayatta baslayan ve erigkinde
devam eden bir siiregtir. Gonad olusumu sirasinda
primordiyal germ hiicreleri gonositlere farklanir, fark-
lanan gonositler bir ka¢ gun prolifere olduktan sonra
GO0/G1 fazinda mitotik sessizlige girer. Gonositler,
dogumdan sonra spermatogonyal kdk hiicreyi ve tip A
spermatogonyumlari olugturmak iizere yeniden mitoza
baslarlar™. Testis geligimi sirasinda olusan germ hiicre
farklilasma siirecinde hem intreksik hem de ekstrinsik
yolak Uzerinden aktive olan apoptoz, fotal donemde
(E12.5-15.5) ve postnanal donemde (PN5- PN15) artig
gostermektedir™> %,

Daha oOnce yapilan calismamizda, eriskin donemde
onemli rolleri oldugu bildirilen PARP-1 proteininin
prenatal ve postnatal fare testislerindeki varligini ve
hiicresel lokalizasyonu gostermistik®. Bu ¢alismamz-
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da, testis gelisimindeki apoptoz mekanizmasinin
PARP-1 iliskili olabileceginin, cPARP-1 varlig1 ile
desteklenmesi ve postnatal testis gelisiminde, kaspaz-
bagimli ve kaspaz-bagimsiz apoptotik proteinlerin
ekspresyonlariin degerlendirilmesi hedeflenmisir.

Gereg ve YOntem

Deney Hayvanlari

Akdeniz Universitesi deney hayvanlari {initesinden
almman yetiskin erkek fareler rastgele olarak 9 farkli
kafese yerlestirildikten sonra ¢iftlestirilmistir. Ertesi
giin vajinal plak olusumu go6zlenen disi fareler gebeli-
gin 0.gliniinde kabul edilerek, postnatal gelisim giinle-
ri takip edilerek erkek yavru fareler elde edilmistir.
Yavrularin elde edildigi giinler: PNO. giin (n=6), PN5.
gin (n=6), PN9.gin (n=6), PN15. gin (n=6),
PN20.giin (n=6) ve erigkin (n=6) olarak siniflandiril-
mustir.

Orneklerin Hazirlanmasi

Testis dokular1, % 10’luk formalin ile fikse edildikten
sonra su ile yikanma yapilmadan direk olarak %50°lik
alkol i¢ine alinmus ve alkol (etil alkol) serilerinden (%
70, 80, 90, 100) gecirilerek dehidrate edilmistir. Sef-
faflagtirma basamagi igin iki seri oalcak sekilde 2’ser
dakika ksilolden gegirilerek dokularin seffaflagtirilma-
s1 saglanmugtir. Ug seri halinde sivi parafin (54-60 °C)
degistirilerek ksilol uzaklastirilmistir ve parafinin
donmasi ile de dokularin parafin bloklar1 elde edilmis-
tir. Testis doku kesitleri mikrotom cihazi ile bes mik-
rometre olacak sekilde alinmistir.

Immiinohistokimya

Bes mikrometre kalinligindaki parafin kesitler, bir
gece 45°C’lik etiivde bekletilmistir. Deparafinizasyon
icin iki kere 10’ar dakika ksilollerden gecirildikten
sonra, her birinde beser dakika olmak kaydiyla %
100, % 90, % 70’lik alkol serilerinden gecirilerek
dehidrate edilmistir. Daha sonra, distile suda ¢alkala-
narak, tris tamponunda (TT; pH: 7.2-7.4) ii¢ kere beser
dakika yikanmistir. Antijenik maskenin giderilmesi
amactyla kesitler 200 ml glisin tamponu (pH:3.5)
icerisinde mikrodalga firinda 10 dakika muamele
edildikten sonra 20 dakika oda 1sisinda sogumaya
brrakilmistir. Cevresi hidrofobik kalemle ¢izilen kesit-
ler, distile su ve TT’ten gegirilmistir. Endojen perok-
sidaz aktivitesinin giderilmesi amactyla
ler %3’1ik hidrojen peroksit ile 5 dakika inkube edil-
mistir. Distile suda calkalanip TT’te yikanan kesitler,
oda sicakliginda ve nemli ortamda O6zgiil olmayan
immunoglobulin (Ig) baglanmalarin1 6nlemek amacty-
la bloklama serumu (Abcam, #ab80436) ile 7 dakika
muamele edilmistir. Serumun fazlasi alindiktan sonra,
tavsan poliklonal anti-AlF (Cell Signalling #9642) ile
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1:400 oraninda oda 1sisinda gece boyu, tavsan polik-
lonal anti-cleaved caspase-3 (Cell Signalling #9664L)
ile 1:500 oraninda oda 1sisinda gece boyu kesitler
inkiibe edilmislerdir. Kesitler, inkiibasyon sonunda TT
ile ii¢ defa 5’er dakika yikanmistir. Daha sonra sirasiy-
la, 1 saat oda 1sisinda biyotinli anti-tavsan sekonder
antikor (Vector) ile ve dnceden 30 dakika oda 1sisinda
bekletilen Vectastain Avidin Biotin Complex Kiti
(Vector PK-4000) ile 30 dk inkiibasyon yapilmustir.
Her iki uygulama sonrasinda da, TT ile 3 defa 5’er
dakika yikama yapilmistir. Sinyali gelistirmek igin
dokular ¢ dakika 3,3'-Diaminobenzidine (DAB)
kromojeni (SIGMAFAST Kat N0:4168) ile muamele
edildikten sonra distile suda yikanmuistir.

Mayer’in  Hematoksilen’inde  (Bio-Optika, #05-
06002E) 30 saniye zit boyama yapildiktan sonra 3’er
dk sirasiyla % 70, % 90’lik alkol, 10 dk % 100°’lik
alkol ve son olarak 5’er dk ksilollerden gecirilerek
entellan kapatma soliisyonu ile kapatilmigtir. Immu-
nohistokimyasal tekniklerle boyanan bitiin kesitler
Axioplan mikroskobunda (Zeiss) degerlendirilmistir.
Kesitlerden Spot Advance programi aracilig ile re-
simler elde edilmistir.

Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve Western Blot

Testis doku drnekleri, 0.2 g dokuya 600 pl “lysis buf-
fer” ve 10 ul proteaz inhibitér kokteyli (Boehringer)
olacak sekilde inkiibe edilerek homojenize edilmistir.
Numuneler, 15000 g’de, +4 °C’de 10 dakika santrifiij
edilerek siipernatant kisimlar1 —20 °C’de saklanmak
tizere hazirlanmistir. Numunelerin protein konsantras-
yonlarimi belirlemek icin BCA (Bicinchoninic Acid)
Assay Kit (Sigma Aldrich, Kat No B9643) kullanil-
mustir. Her numunede var olan protein miktari, stan-
dartlarla karsilagtirilarak tespit edilmistir. Jele yiikle-
nen numunelerin her birinin esit protein miktar tagi-
mas1 saglanacak sekilde hesaplanmustir. Elektroforez-
den 6nce numuneler 5 dakika 100 °C’de suda kayna-
tilmustir. Orneklerin hedef proteinlerinin molekiiler
agirliklarma uygun olarak, % 10’luk poliakrilamit
jeller hazirlanmistir. BCA testine gdre yapilmis pro-
tein konsantrasyonu hesaplamalar1 baz alinarak her bir
antikor icin ylklenecek protein konsantrasyonu belir-
lenmistir. 50 pg protein ylklenmistir. Her kuyucuga
20 mikrolitre numune, protein miktarlar1 esit olacak
sekilde yiiklenerek Mini protean sistem III (Biorad)
tankinin igine yerlestirilmistir. Mini protean sistem III
tankima “yiirtitme solusyonu” eklenerek tank gii¢ kay-
nagina baglanmistir. Proteinler giic kaynagi araciligi
ile 80 Volt, 30 Miliamperde 90-100 dakika elektrofo-
rez edilmistir. Bu sirada, PVDF membran (Biorad),
istte ve altta 3’er adet filtre kagidi olacak sekilde
sandvic¢ biciminde hazirlanmustir.

Jelde yiiriitiilen proteinler, hazirlanan sandvigte PVDF
membranin iizerine alinarak tekrar mini protean III
sistemindeki tank blot igerisine alinmigtir. Mini pro-

tean III tankia “transfer soliisyonu” eklenerek +4
%C’de gece boyu proteinlerin membrana transfer olma-
st saglanmistir. Proteinlerin PVDF membrana transfe-
rinden sonra, membran 1 saat siire ile oda 1sinda pH’s1
7.2-7.4 olan 0.14 mol/l tris tuz solisyonu (TT) ile
hazirlanan ve ek olarak % 0.1 Tween-20 (Sigma) ilave
edilen (TT-T), % 5’lik yagsiz kuru siit tozu (Biorad)
ile bloklanmigtir. Membranlar, full length PARP-1
(Abcam, #Ab6079), cCsps-3 (Cell signaling #9664L),
AIF (Cell Signalling 9642) igin sirastyla, 1:500 ora-
ninda bloklama soliisyonu ile dilue edilmis antikorlar-
la gece boyu, +4 °C’de, karistiric1 iizerinde inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda TT-T ile 1 saat
boyunca 5’er dakikada bir TT-T sollsyonu yenilene-
rek, yikama yapilmistir. Membranlar, 1:5000 oraninda
bloklama soliisyonu ile dilue edilmis, peroksidazla
isaretlenmis anti-fare IgG ve peroksidazla isaretlenmis
anti-tavsan IgG (Vector) sekonder antikorlarla oda
sicakliginda karistirict lizerinde 1 saat inkiibe edilmis-
tir. Inkiibasyon sonrasinda TT-T ile 30 dakika boyun-
ca 5’er dakikada bir TT-T solusyonu yenilenerek
yikama yapilmistir. Membranlar Super Signal Chemi-
luminisans (CL)-HRP substrat sistemi (Pierce) ile 5
dakika inkiibe edildikten sonra karanlik oda igerisinde
hiperfilme (Amersham Pharmacia Biotech) aktarilmis-
tir. Film goriintiileme amaciyla developer ve fiksatif-
ten gecirilmis ve distile su ile yikanarak kurutulmustur.
Internal kontrol olarak, fare monoklonal Beta-aktin
antikoru (Abcam, #Ab6276) kullanilmistir. Western
blot sonuc¢larmin kantitatif degerlendirmelerini yap-
mak amactyla ImageJ programi kullanilmustir.

TUNEL Metodu

Testis dokusundaki apoptoz, DNA iplikciklerindeki
kirilmalarin TUNEL yontemi ile enzimatik olarak
isaretlenmesiyle belirlenmistir. TUNEL metodu ile
isaretleme, hiicre 6liimii belirleme kiti (Roche, Mann-
heim, Germany).ile Ureticinin dnerileri dogrultusunda
yapilmistir. Pozitif yiiklii lamlara testis dokusundan
Sum kalinliginda parafin kesitler alinarak kurutulmus
ve kesitler etlivde gece boyu 45 °C’de ve takiben 60
°C’de 1 saat birakilmustir. Deparafinizasyon ve rehid-
ratasyondan sonra; lamlar PBS’te iki kere 5 dakika
yikanmugtir. Permeabilizasyon soliisyonu (0.1 % Tri-
ton X-100 in 0.1 % sodyum sitrat) ile kesitler +4°de 8
dakika inkiibe edilmis ve PBS ile iki kere 5 dakika
yikanmustir.

Enzimsiz ajan eklenen (sadece isaretleme solisyonu
ve tunel diliisyon tamponu) negatif kontrol haricinde
her Kkesit igin; 50ul enzim solisyonu ve 450 pl
TUNEL isaretleme sollisyonu ve 1000 ul TUNEL
diltisyon tamponu kullanilarak hazirlanan isaretleme
reaksiyonu ile 37 °C’de 1 saat nemli ortamda inkiibe
edilerek gergeklestirilmigtir. Bu siire sonunda lamlar
PBS ile yikandiktan sonra, doniistiiriicii ajan (Conver-
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ter-AP) ile 37 °C’de 30 dakika inkiibe edilmistir. Y1-
kamadan sonra isaretli DNA iplik¢igi kiriklari i¢eren
hiicrelerin lokalizasyonu i¢in renk geligtirme islemi,
kesitleri DAB substrat soliisyonu ile yaklasik 8-10
dakika inkiibe ederek gerceklestirilmistir. Ardindan
Mayer’s Hematoksileni ile zit boyama yapilmuistir.

Apoptotik Hiicrelerin Sayimi

Sayim islemi kesit iizerinde 40X objektif kullanilarak
her gruba ait testiste (n=5) homojen boyanmis ve 10x
biyutmede rastlantisal segilmis olan 100 seminifer
tiibtildeki kahverengi boyanmis apoptotik germ hiicre-
leri sayilar kargilagtirmali olarak degerlendirilmistir.
Her testiste tiibiil basina diisen apoptotik germ hiicresi
hesaplanarak apoptotik indeks* olusturulmustur.
*Apoptotik Indeks; Tiibiil basina diisen toplam apop-
totik germ hiicresi sayisi/ Total sayilan seminifer tiibiil
say1s1 orani olarak grafikte degerlendirilmistir.

istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz icin SigmaStat 3.5 programm kulla-
nilmustir. Verilerin analizinde tamimlayici analizlerler
kullanilmistir. Parametrik verilerin analizi i¢cinOne
Way ANOVA testi (PARP-1, cPARP, cKaspaz) ve
parametrik olmayan verilerin analizi i¢in One Way
ANOVA on Ranks testi (AIF) kullanilmistir. Coklu
karsilagtirmalarda (Post Hoc Analizler) Tukey testi
kullamlmustir. Istatistiksel anlamhilik diizeyi p<0.05
olarak kabul edilmistir.

Bulgular

Immunohistokimya

Postnatal (PNO, PNS, PN9, PN15, PN20) ve eriskin
fare testisinde AlF ekspresyonu

PNO. giinde gonositlerde sitoplazmik ekspresyonu
gosterilmistir (Sekil. 1a). PN5. giinde (Sekil. 1b) 10-
menden bazale dogru go¢ eden ve farklanmalarini
strdlren gonositlerde ve bazalde yer alan spermato-
gonyumlarda AIF ekspresyonu sitoplazmik olarak
devam etmektedir. AIF ekspresyonu, PN9. ginde
(Sekil. 1c), spermatogonyumlarda ve mayotik primer
spermatositlerde sitoplazmik olarak izlenmektedir.
Farede testikiiler gelisimde puberteye giris olarak
tanimlanan PN15. giinde (Sekil. 1d), AIF mayotik
spermatositlerin sitoplazmalarinda eksprese olmakta-
dir. PN20. giinde (Sekil. 2a) spermatositlerde sitop-
lazmik ekspresyon goriilmektedir. Erigkin fare testi-
sinde ise spermatositlerin ve yuvarlak spermatidlerin
sitoplazmalarinda AIF ekspresyonu gozlenmistir (Se-
kil. 2b).
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Sekil 1.

PNO (a), P5 (b), PN9 (c) ve PN 15. glnlere (d) ait fare
testislerinde (d) AIF ekspresyonlari. PNO. giinde go-
nositlerde (siyah oklar), PN5. giinde gonositlerin
(siyah oklar) ve spermatogonyanin (kirmizi oklar)
sitoplazmalarinda, PN9. giinde, spermatogonya (kir-
mizi oklar) sitoplazmalarinda ve mayotik spermatosit-
lerde sitoplazmik (sart oklar), PN15. giinde sperma-
tositlerin sitoplazmalarinda (mavi oklar) AIF ekspres-
yonlart gosterilmistir. [A= Interstisiyel alan, L: LU-
men.

Postnatal (PNO, PN5, PN9, PN15, PN20) ve eriskin
fare testisinde cCsps-3 ekspresyonu

PNO. giinde gonositlerde sitoplazmik cCsps-3 eksp-
resyonu izlenmistir (Sekil 3a). PNS. giinde (Sekil 3b)
bazalde yer alan spermatogonyumlarda cCsps-3 eksp-
resyonu sitoplazmik olarak devam etmektedir. cCsps-
3 ekspresyonu, PNO9. (Sekil 3c), PN15. (Sekil 3d) ve
PN20. (Sekil 4a) giinlerde niikleer olarak apoptotik
hiicrelerde gosterilmistir. Erigkin fare testisinde sper-
matositlerde ekspre olan cCsps-3, ayn1 zamanda bazi
uzayan spermatidlerin baglarinda da izlenmistir (Sekil
4b).

Sekil 2.

PN20. giinde ve erigkin fare testislerinde AIF ekspres-
yonlari. PN20. giinde spermatositlerde (mavi oklar),
eriskin testiste, spermatositlerde (mavi oklar) ve yu-

varlak spermatidlerde (mor oklar) AIF ekspresyonlar:

gosterilmistir. [A= Interstisiyel alan, L: Limen.
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Sekil 3.
PNO (a), P5 (b), PN9 (c) ve PN15. ginlere (d) ait fare
testistlerinde cCsps-3 ekspresyonlarr. PNO. giinde
gonosit sitoplazmalarinda (siyah oklar), PN5. giinde
spermatogonya sitoplazmalarinda (kirmizi oklar) ve
apoptotik hiicrelerde (siyah oklar), PN 9. ve PN15.
gunlerde apoptotik hiicrelerde (siyah oklar) niikleer
ekspresyon gosterilmistir. [A= Interstisiyel alan, L:

Limen.

Sekil 4.

PN20. giinde ve eriskin fare testislerinde cCsps-3
ekspresyonlari. PN20. giinde apoptotik hiicrelerde
niikleer ekspresyon, eriskin de ise apoptotik hiicreler
(siyah oklar) ve uzayan spermatid baslarinda (sart
oklar) niikleer ekspresyonu gosterilmistir. IA= Inters-
tisiyel alan, L: Limen

TUNEL

PNO. giinde, TUNEL pozitif hiicre sayis1 az olarak
tespit edilmistir (Sekil 5a). PN5. giin de bazi sperma-
togonyumlar TUNEL-pozitif reaksiyon gostermisler-
dir (Sekil 5b). PN9. giinden (Sekil 5¢) itibaren, PN15.
(Sekil 5d) ve PN20. (Sekil 6a) giinlerde cCsps-3 ile
paralel olarak mayotik hiicrelerde TUNEL reaksiyonu
izlenmistir. Erigkin testiste ise seminifer tibdllerin
bazalinde yer alan bazi spermatogonyumlarda ve bazi
mayotik germ hiicrelerinde TUNEL pozitifligi goste-
rilmigtir (Sekil 6b). Tim segilen giinlere ait testislerin
apoptotik hiicre sayis1 karsilastirildiginda, anlaml
olarak PN5., PN15 ve PN20. giinde artmig apoptozu
isaret eden hiicre yiizdesi elde edilmistir (Sekil 6¢).

Sekil 5.

PNO (a), P5 (b), PN9 (c) ve PN 15. glnlere (d) ait fare
testistlerinde TUNEL boyamalari. TUNEL-pozitif
hiicreler kisa siyah oklar ile gosterilmistir. [A= Inters-
tisiyel alan, L: Lumen.

ulll

*
PNS PNG  PNIS  PN20  Erigkin

Sekil 6.

PN20. giin (a), eriskin (b) fare testistlerinde TUNEL
boyamalari, (c) PNO, PN5, PN9, PN15, PN20 ve erig-
kin fare testislerinde TUNEL pozitif hiicre sayimu ile
elde edilen apoptotik indeks grafigi. p<0.05 for*.
TUNEL-porzitif hiicreler kisa siyah oklar ile gosteril-
mistir [A= Interstisiyel alan, L: Limen

Western Blot

Western Blot bulgularimiza gore; “Full length”
PARP-1 testis gelisimi siiresince genel olarak benzer
seviyelerde degismeden ekspre olurken, PN15. giinde
ekspresyonunda anlamh bir azalma izlenmektedir
(p<0.05). PARP-1 PN20. ginde tekrar artmakta ve
erigkinde benzer seviyede ekspresyonunu stirdiirmek-
tedir. cPARP-1 ise; PN9. giinde anlaml bir artig gos-
terir (p<0.05) ve ardindan PN15. giinde anlaml olarak
ekspresyonu diiser (p<0.05). PN20. giinde tekrar aza-
lan cPARP-1 ekspresyonu, erigkin testiste tekrar artan
bir ekspresyon gosterir. cCsps-3 PN9. giinde, PN5.
giine gore anlamli olarak azalir (p<0.05) ve PNI15.
ginde belirgin olarak ekspresyonu artar. PN20. glinde
cCsps-3 ekspresyonu anlamli olarak azalir (p<0.05) ve
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erigkin testiste bu seyide ekspre olmaya devam eder.
Son olarak; AIF ekspresyonu PN5. ve PN9. glnlerde
anlamli olarak artar ve PN20. giinde en yiiksek eksp-
resyon seyiyesini gosterir (p<0.05). Erisikinde de
PN20. giine kiyasla daha diisiik ancak yine de belli bir
diizeyde eksprese olur (Sekil 7).

PND  PNS  PN9 PNIS PN20 Erighin

AIF (6EkDa) T — ——
Cl-Caspase-3(17 kDa) r— — - 3 _—I

Beta-aktin [45 kDa) [M—— >

s (0 D 8

crparpa 2oxds) (W BB R & -~ -

a b Aeta-aktin{ds kDa) S —

Sekil 7.

PNO, PN5, PN9, PN 15, PN20. giinlerde ve eriskin
fare testistlerinde, AIF, cCsps-3, PARP-1, cPARP-1
protein duzeyleri. Beta-aktin (B-aktin) internal stan-

dart olarak kullanimistir. p<0.05 for*.

Tartisma

Apoptoz programli ve kontrollii hiicre 6limiidiir ve
hasarli hiicrelerin ayiklanmasinda rol oynar®. Bazi
gen ve mediyatorlerle kontrol edilen apoptoz meka-
nizmast heniiz tam anlagilamisg olmakla beraber, bazi
fizyolojik olaylar ya da patolojik durumlarin etkisi ile
artar veya azalir. Normal spermatogenezde ve testiki-
ler gelisim siirecinde hemen hemen her basamakta
apoptoz sik gériiliirzz. Normal testis gelisimi; sadece
fertil bir gonadin olusumu i¢in degil ayn1 zamanda
gelisim siirecinden sapmamig bir gonad farklilagmasi
icin de On kosuldur. Germ hiicre timorlerinin ortaya
cikis mekanizmasinin, fetal ve neonatal hayatta gono-
sit proliferasyonundaki ve farklilasmasindaki bozuk-
luklardan kaynaklandig: diisiiniilmektedir®. Bu neden-
le, testis gelisimi sirasinda somatik ve germ hiicrelerin
proliferasyon ve farklilagmalarinin dogru sekilde ger-
ceklesmesi, normal testis gelisimi agisindan 6nemlidir.
Bulgularimiz, postnatal gelisim siirecinde dogumdan
sonra esasen kaspaz-bagimli yolaklarin germ hiicre
apoptozunda rol aldigin1 dUsiindiirmektedir. Ciinkd,
aymi siireclerde AIF’nin artarak devam eden sitoplaz-
mik ekspresyonu, normal gelisim siirecinde bu mole-
kiiliin niikleusa taginmamasi, kaspaz-bagimsiz apopto-
tik yolagin germ hiicre apoptozunda rolii olmayabile-
cegini ve/veya AIF’nin germ hiicre farklanmasinda
bagka bir role sahip olabilecegini akla getirmektedir.
AIF’nin mitokondriyonukleer translokasyonu, DNA-
hasarma duyarli ajanlara cevap olarak gergeklesir®?.
DNA hasar1 hiicrede yiiksek seviyeye ulasti§inda
PARP-1’in aktive oldugu bilinmektedir’®?®. Ardindan,
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PARP-1 tarafindan PAR’in asir1 sentezi gergekles-
mekte ve PAR polimerlerinin Gretimi de hiicrede mi-
tokondriyal NAD" ve ATP’nin asir1 tiiketilmesine yol
agmaktadir®*. Boylece, hiicredeki enerji derecesine
bagli olarak apoptotik 6liim yolaklar:1 aktive olmakta-
dir®'. PARP-1 apoptozda iki sekilde rol alir;' Kaspaz-
bagimh yolak? Kaspaz-bagimsiz yolak. Kaspaz-
bagimli yolakta; PARP-1 agir1 aktive olmakta ve mi-
tokondriden sitokrom c¢ salinarak kaspaz-3’U aktive
etmektedir. Aktive olan kaspaz-3 PARP-1’i otomodi-
fikasyon domeyninden keserek, yariklanmis (cleaved)
PARP-1 formunu olusturmaktadir. Ve sonug¢ olarak
apoptotik hiicre 6lumil gerceklesmektedir. PARP-1’in
apoptotik yolakla ilgisi apoptoz indikleyici faktdr
(AIF) ile kaspaz-bagimsiz olarak da gergeklesmektedir.
Bu durumda ise, asirt PARP aktivasyonu AIF’yi mito-
kondriden niikleusa tagimaktadir ve apoptozla iligkili
genlerin ekspresyonunu indiklemektedir. Yine ortaya
¢ikan 6liim sekli, apoptozdur. Bu ¢aligmada; postnatal
testis gelisim siirecinde eriskin testis olusuncaya kadar
PARP-1’in “full length” formu genel olarak degisme-
den sabit bir ekspresyon gostermektedir. Ancak;
PARP-1 testis gelisim siirecinde eksprese olurken,
mayoz bolinmelerin basladig: ve ilerledigi PN15. ve
PN20. gunlerde 6nce azalma ardindan artis seklinde
bir dalgalanma gosterir. Buna paralel olarak; yikselen
PARP-1 seviyesi cCsps-3’Un (yani full length PARP-
1’i yariklayan aktif kaspaz 3) PN15. giinde anlamli
olarak artmasi sonucunda azalarak, yine azalmig dU-
zeyde cleaved-PARP-1 ekspreyonuna neden oluyor
olabilir. cCsps-3 PN20. ginden itibaren daha diisiik
ekspresyon seviyesini korurken, aym sekilde PN20.
ginde azalan c-PARP-1 ekspresyonu eriskin testiste
tekrar bir artig gosterir. Bu sekilde dalgalanmalar
gosteren PARP-1 ve cCsps-3 ekspresyonlart; testis
geligim siirecinde hiicreler ¢ogalirken ve farklanirken
olusan DNA kiriklarina kars1 aktive olan PARP-1’in
asirt aktivasyonunu engelleyerek, dengeli bir diizeyde
eksprese olmasmna neden oluyor ve kontrol ediyor
olabilir. Testis gelisim siirecinde esasen PN5. giinde
artan ve daha sonraki gelisim giinlerinde benzer oran-
da kalan apoptotik germ hiicresi sayist da bu bulgula-
rnmizi destekler niteliktedir. Tim bunlara karsilik,
giderek artan seviyelerde eksprese olan AlF en belir-
gin artisint PN20. glinde gostermektedir. AIF’nin
apotoz slreglerinde yer almasi i¢in niikkleusa tagmmast
gerekirken, tim testis gelisimi siirecinde sitoplazmik
ekspresyonu dikkat cekicidir. Bu bulgumuz, AIF’nin
testis gelisim siirecinde kaspaz-bagimsiz apotozdan
ziyade farkli bir rolii olabilecegini diisiindiirmektedir.

Kontol altinda tutulan PARP-1 aktivasyonu sebebiyle
AIF’nin niikleusa taginmasini engelliyor olabilir. Lite-
ratlirde, AIF’nin sitoplazmik ekspresyonunun mito-
kondriyal solunum ile iligkili dnemli rolleri oldugunu
bildiren ¢alismalar mevcuttur®®. Calismanuz, testis
gelisim siirecinde apoptoz ile iliskili proteinlerin kap-
samli olarak degerlendirildigi literatiirdeki ilk galis-
madir. Ex vivo gonad kilturlerinde bu yollarin inhibe
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edilerek fonksiyonlarmin belirlenmesiyle ilgili calis-
malar planlanmasi bu bulgularimizdan sonra dnemli
arastirma konular1 olarak kargimiza ¢ikmaktadir.
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