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OZET

Amac: Kanser hiicrelerinin, CHD1L aracili MMP’lerin aktivasyonu ile invazyon
sagladig1 gosterilmistir. Erkek iireme sisteminde ise; CHDI1L’nin spermatogonyal kok
hiicrelerin hayatta kalmasini sagladigi bildirilmistir. Amacimiz, bozulmus kan testis

bariyerinde CHD1L ekspresyonunun arastirilmasidir.

Yontem: Calismada 48 adet BALB/c 1rki yetigkin (5 haftalik) erkek fare kullanildi. Kan
testis bariyerinin (KTB) bozulmasi igin farelere oral gavaj yolu ile MEHP (Mono-(2-
Etilheksil Fitalat) 30mg/ml uygulandi. Tasiyict (musir yagi) ve MEHP uygulanan
gruplardan; 6., 12. ve 24. saatlerde testis dokular1 elde edildi. Testis dokularina
histopatolojik degerlendirme i¢in PAS-H boyanmasi ve Johnsen skor degerlendirmesi
yapildi. Bi-integrin protein ekspresyonu KTB bozuldugunu gostermek amaciyla western
blot analiziyle degerlendirildi. Immiinohistokimya teknigi ile CHD1L, MMP-2, MMP-9
ve TIMP-2 protein ekspresyonu degerlendirildi. CHD1L protein ekspresyonu western
blot analizi ile de degerlendirildi. 15P-1 fare Sertoli hiicre hattinda CHD1L ekspresyonu
western blot analizi ile degerlendirildi. Verilerin dagilimina goére parametrik ya da

parametrik olmayan testlerle uygun istatistiksel analizler yapildi.

Bulgular: MEHP uygulanan grupta histopatolojik degerlendirmeler ve Bi-integrin protein
ekspresyonu azalmasiyla KTB’nin bozuldugu gosterildi. KTB’nin bozuldugu modelde fare
testisinde 6. ve 24. saatte CHD1L ekspresyonunun gruplar arasinda benzer oldugu,

12. saatte MEHP grubunda ekspresyonunun anlamli olarak arttigi gosterildi (p<0.05).
KTB’nin bozuldugu testis dokusunda, 6., 12., ve 24. saatlerde MMP-2 ve MMP-9
ekspresyonlarinin arttigi ve TIMP-2’nin ise azaldig1 gosterildi. CHD1L ekspresyonunun
sigan ve insan testisinde; Sertoli ve germ hiicrelerinde de oldugu ortaya kondu. Sadece
Sertoli hiicrelerindeki CHD1L ekspresyonu kiiltiire edilen Sertoli hiicrelerinde ayrica

gosterildi.

Sonu¢: Calismamiz; KTB’nin  bozuldugu modelde CHDIL ekspresyonunu
degerlendirmistir ve bu durumda olusan germ hiicre kayb1 ve neticesinde olusan erkek

infertilitesinin molekiiler sebeplerini anlamak i¢in temel bir ¢alisma niteligindedir.

Anahtar Kelimeler: fare, testis, CHD1L, Sertoli hiicresi, kan testis bariyeri



ABSTRACT

Objective: Cancer cells have been shown to invade tissues by activation of MMPs after
activation of the CHD1L-mediated signaling pathway. In the male reproductive system;
CHDLL has been reported to promote the survival of spermatogonial stem cells. Our aim

was to investigate the expression of CHD1L in the impaired blood testis barrier in mice.

Method: 48 BALB/c adult male (5-week-old) mice were used in the study. 30mg/ml
MEHP (Mono-(2-Ethylhexyl phthalate) was administered via oral gavage to induce
blood testis barrier (BTB) distruption. Two groups were performed, vehicle and MEHP,
to evaluate testis tissues at 6h, 12h, and 24h. PAS-H staining and Johnsen score were
done for histopathological evaluations. Bi-integrin protein expression was evaluated by
western blot technique to confirm BTB distruption. CHD1L, MMP-2, MMP-9, and
TIMP-2 protein expression was evaluated by immunohistochemistry. CHD1L protein
expression was evaluated by western blot analysis in all groups. Expression of CHD1L
in Sertoli cell line was also evaluated. Statistical analyses for parametric and non-
parametric data were performed where appropriate.

Results: Histopathological evaluations showed that BTB was impaired in MEHP group.
CHDLL expression increased significantly in 12h group after BTB distruption (p<0.05).
Expression of MMP-2 and MMP-9 increased whereas TIMP-2 expression decreased
after BTB distruption. CHD1L protein expression was also confirmed in Sertoli and
germ cells of rat and human testes. Expression of CHD1L was confirmed in cultured

Sertoli cells only.

Conclusion: In this study, expression of CHD1L was evaluated with in distrupted BTB
model in mice. Possible roles of CHD1L in BTB regualtion/dysregulation which may
lead to germ cell loss and male infertility needs further investigation.

Keywords: mouse, testis, CHD1L, Sertoli cell, blood testis barrier
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1. GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amag
Spermatogenez, seminifer tiibiillerde meydana gelen ve spermatogonyumun

spermatozoaya farklilagmasini igeren karmasik bir siirectir. Siire¢ spermatogonyanin
proliferasyonu ile baslayip spermatositlerin olugmasi icin spermatogonyal farklilagsma,
spermatidlerin olusmasi i¢in spermatositlerin mayotik boliinmesinin ardindan yuvarlak
spermatitlerin olgunlagsmasi ve testis liimenine olgun spermatozoa’nin salinmasiyla son

bulur (Wein, 2016) (Sekil 1.1).
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Sekil 1. 1. Fare testisinde spermatogenez (Wein, 2016)

Seminifer tiibiil bazal membranindan limene kadar uzanan seminifer epitelde gelismekte
olan germ hiicrelerinin yanisira somatik Sertoli hiicreleri de bulunmaktadir. Iki Sertoli

hiicresi kendi aralarinda bazale yakin bir konumda yer alan kan testis bariyerini igerir.



Kan testis bariyerini olusturan g¢esitli baglanti kompleksleri vardir. Bu baglanti
komplekslerinin yapilarinin biitiinliigii saglikli spermatozoa tiretiminde ve sonrasinda
fertilizasyon yetenegi i¢in oldukg¢a 6nemlidir. CHD1L nin Sertoli hiicrelerinde eksprese
oldugu gosterilmistir. Ancak literatiirde CHD1L nin Sertoli hiicrelerindeki varligir ve
olast roli ile ilgili bir bilgi bulunmamaktadir. MMP aktivasyonunun kan-testis
bariyerinin yikiminda rol oynadigi bilinmektedir. Kanser hiicrelerinin, CHD1L aracili
MTOR sinyal yolagini aktivasyonu sonrasinda MMP’lerin aktivasyonu ile invazyon
sagladigi  gosterilmistir.  Ancak kan-testis bariyerinde MMP-2 ve MMP-9
aktivasyonlarini saglayan mekanizmalar heniiz tam olarak aydinlatilamamistir. Bununla
birlikte CHD1L’nin Sertoli hiicrelerinde eksprese oldugu ve MMP’lerin Sertoli
hiicrelerinin olusturdugu kan testis bariyerini diizenledigi de bilinmektedir. Tiim bu
bilgiler 1s181inda, CHD1L 'nin kan testis bariyerinin agilip kapanma mekanizmasinda rolii
olabilecegi diigiiniilmektedir. Bu tezin hipotezi; ‘CHD1L, MMP aktivasyonu aracilig1 ile
kan-testis bariyerinin ag¢ilip kapanma mekanizmasini diizenlemektedir.” olup amaci ise
MEHP araciligi ile kan-testis bariyerinin yapisinin bozulmasi saglanarak CHD1L nin bu

modeldeki ekspresyon paterninin arastirilmasidir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Spermatogenez

Spermatogenez’in amaci spermatogonyal kok hiicre popililasyonundan baslayip bir
yandan kok hiicre popiilasyonunu korumak bir yandan da sperm olusturmak ig¢in

spermatogenezde yer alan progenitor hiicrelerin devamliligini saglamaktir.

Spermatogenez’in basarili ve siirekli olabilmesi i¢in bazi sartlar gereklidir. Bunlardan
birincisi canlinin iireme Omrii boyunca gelisen bir kdk hiicre popiilasyonu, ikincisi
fertilizayonu saglamak ve yeterli sperm olusumu i¢in spermatogenezde yer alan hiicre
poplilasyonunun artmasi, tgclinclisii ise son asamada spermin morfolojik olarak
dontigiimii ve hareketliginin kazanilmasidir (Yao ve ark., 2015). Tim bu islemlerin

basarili olabilmesi i¢in yiiksek diizeyde organizasyon ve kontrol gereklidir.

Bu yiiksek diizeyde organizasyon ve kontrol iglevinde spermatogenezin diizenlenmesi ve

saglikl1 bir sekilde tamamlanmasi i¢in Sertoli hiicreleri olduk¢a 6nemlidir.

2.1.1. Sertoli Hiicresi ve Kan Testis Bariyeri
Sertoli hiicreleri hem fetal donemde hem de dogum sonrasi testis gelisiminde gelisen
germ hiicrelerine yapisal destek, beslenme ve artik cisimlerin fagositozu gibi énemli

islevleri vardir (Cheng ve ark., 2010).

Sertoli hiicreleri seminifer tiibiiliin bazal laminasina oturan ve seminifer tiibiil liimenine
kadar uzanan somatik hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin germ hiicrelerini gelistirmek icin
sagladig1 yapisal destegin yani sira onemli yapisal bir 6zellik ise iki Sertoli hiicresi

arasinda yer alan kan testis bariyeridir (Cheng ve ark., 2012).

Kan testis bariyeri, seminifer epiteli, bazal ve adliiminal olmak iizere iki kompartmana
ayirir. Tim interstisyel hiicre tipleri (Leydig, peritiibiilar myoid, makrofaj, dendritik),
kan damarlar1 ve gelisimlerinin erken evrelerinde olan germ hiicreleri (spermatogonya,

preleptoten spermatositler) bazal bélmede bulunurken, daha sonraki mayotik (leptoten,



zigoten ve pakiten spermatositler) ve post-mayotik (yuvarlak ve uzayan spermatidler)

germ hiicreleri adliiminal bélme i¢inde bulunur (Stanton, 2016).

Erken gelisim evresindeki germ hiicreleri spermatogenezin siirekliligini sagladigindan
bazal kompartmanda korunmalar1 saglanmaktadir. Farklanma siirecine girmis olan
hiicreler (preleptoten  spermatositler) kan-testis bariyerini gegerek adliiminal
kompartmana gegmektedir (Stanton, 2016). Bu siiregte Sertoli hiicreleri arasindaki siki
baglantilar hizli bir sekilde yikilmakta ve ardindan yeniden kurulmaktadir.Sertoli
hiicrelerinin arasinda olusan siki baglantilar kan-testis bariyerini olusturmaktadir.
Spermatogenezin saglikli bir sekilde gerceklesebilmesi icin bu agilip kapanma
mekanizmasi dengeli bir sekilde ger¢eklesmelidir. Bu mekanizmanin bozulmasi immatiir
germ hiicrelerinin limene erken salinimina neden olmakta, bunun sonucunda da

spermatogenik defektler goriilmektedir.

TUBUL LUMENi
=
wms g TN o0
SPERMATID |/ o .l
z I'n an =
S ie e\ APIKAL EO
z : LY
= UZAYAN ) .
= “
< SPERMATID ~—_ o G0 A
s >
2 | &
Q e
= YUVARLAK %
3‘ SPERMATID
E PAKITEN —1
SPERMATOSIT )
o 1y
W o f
5 ¥
"= T ; A
e SERTOLI HUCRESI >
zE 4 77
z 5 1 o 2
28 - ‘B
- SERTOLI HUCRE o e
é [ CEKIRDEG 7/ SERTOLI HUCRESI
A )
~__ PRELEPTOTEN
: BAZAL
§ % &) « SPERMATOSIT & e
)l SPERMATOGO! — TiP1
KOLLAJEN
; = — TABAKASI
=
£ v e St s S
2 ..' !/ PERITUBULER MivOiD | / :...
Es ) HUCRESI ) 3 r)
22 X LEYDIG _C ) \ *0 /
g = - 5 18
EQ KILCALDAMAR HUCRES!
=o
® sixiBaGLANTI ® oesmozom | BAZALED K ) ARA
£ G g o = FiLAMENTLER
@ APEALED @ OLUKW BAGLANT ® B} 4 ReviKuLUM =1
" ADHERENTBAGLANTI
@ AKTIN FILAMENT AKTIN _ p-FAK-Tyr397 Ak
@  OEMETLER MIKROFILAMENTLERI m P-FAK-Tyrd07 ®  mIOR

Sekil 2. 1. Kan-testis bariyerini diizenleyen baglant1 kompleksleri ve proteinler (Wen ve ark., 2017)



Sertoli hiicresinin speermatogenezde ve kan testis bariyerinde bu kadar aktif rol alabilmesini
saglayan Sertoli hiicre iskeletinin rolii ¢ok fazladir. Bu hiicre iskeletini olusturan aktin
filamanlar, ara filamanlar ve mikrotiibiiller mevcuttur (Wong ve ark., 2008). Sertoli
hiicresinde yer alan bu yapilar Sertoli hiicresinin dinamik ve aktif bir sekilde olmasini saglar.
Seminifer epitelde spermatogenik hiicrelerin dagilmasi, yerlesmesi ve hareket etmeleri bu

yapilarin g¢esitli sekil ve yapida olmasindan kaynaklanir.

Sertoli hiicresinde yer alan ara filamanlar, Sertoli hiicresinin intersitisyal alan ve bazal

lamina ile hemidesmozom benzeri baglantilar kurmasimi saglamaktadr (Franca ve ark.,

2011; Pelletier, 2011).

Mikrotiibiiller ise Sertoli hiicresinde fazla miktarda olup Sertoli hiicrelerinin bazal
laminadan seminifer epitel liimenine kadar uzanmis olan kolon benzeri yapisini
korumada yardimci olmaktadir. Sertoli hiicresinde 6nemli 6lgiide yer alan bu yapilar
spermatogenik serinin hareketini diizenledigi yani gelisen germ hiicrelerinin bazal
kompartmandan adliiminal kompartmana taginmasinda ve spermiasyon sirasinda da rol
almaktadir ve Sertoli hiicresinin bu bdlgelerinde yogun bir seklide bulunmaktadirlar

(Xiao ve ark., 2014).

Sertoli hiicresinin baglantilar1 ve kan testis bariyerininde de bir kismini olusturan ¢esitli
baglant1 proteinleri tanimlanmistir. Bu proteinler okludin, klaudin, zonula okludens (ZO)
ve baglantisal adezyon molekiilleri (JAM) dir (Cheng ve ark., 2004a; Mok ve ark.,
2014). Okludin, klaudin-11 ve JAM-1 transmembran proteinlerdir ve bunlarin
ekstraseliiler boliimleri siki bir bag kuracak sekilde komsu Sertoli hiicrelerinin arasinda
baglanti kurmaktadir. Hiicrelerin sitoplazmasinda okludin, klaudin ve JAM
molekiillerinin intraseliiler kisimlari, ZO-1 ve ZO-2 molekiilleri ile birlesmistir ve bunlar

da aktin zincirlerine baglanmislardir (Wen ve ark., 2017) (Sekil 2.1) .

Sertoli hiicresindeki aktin filamanlar ektoplazmik yapilarda yogun bir sekilde bulunurlar.
Ektoplazmik yapilar aktin baglantili imtraseliiler baglantilardir. Sertoli hiicresinin
iskeletinde bulunan diger yapilar gibi aktin filamanlar da spermatogenezde ve 6zellikle

spermiasyonda dnemli rol oynarlar.



Ektoplazmik 6zellesmeler testise 0zgli bir aktin bazli adherent baglantidir. Testislerde
bazal EO ve apikal EO olmak iizere iki tip EO bulunur. Bazal EOQ, BTB'deki komsu
Sertoli hiicreleriyle sinirlidir; apikal EO ise Sertoli hiicreleri ve uzayan spermatidlerle

siirlidir (Wong ve ark., 2008).

Apikal EO adherent baglanti (Adherent junction), fokal adezyon kinaz (FAK), siki
baglant1 (Tight Junction) ve aralikli baglant1 (Gap Junction) 6zelliklerine sahip bir hibrit
baglanti tipidir (Cheng ve ark., 2002; Dolores D Mruk ve ark., 2004b).

Apikal EO'de TJ (émegin, CAR, JAM-C), FAK (6rnegin integrinler , lamininler),
aralikli baglantt (6rnegin, connexin 43) ve AJ (6rnegin nektinler, afadinler)
proteinlerinin - varliginin  6nemli oldugu bilinmektedir (Yan ve ark., 2007).
Spermatogenezde germ hiicre hareketi sirasindaki baglantilarin yeniden yapilandirma
olaylarmi kolaylastirir ve bu nedenle, apikal EO, gelismekte olan spermatid-Sertoli
hiicre arayliziindeki tek baglant: tipi olmasina ragmen, yapisma (6rnegin, Al), iletisim
(6rnegin, GJ), hiicre hareketi (6rnegin, FAK) ve hiicre polaritesi (TJ) gibi 6zelliklerin

hepsini bir arada bulundurmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Wong ve ark., 2008).

Bazal EO’nin yapisi ise temel olarak apikal EO ile aymdir, ancak aktin filament
demetleri ve endoplazmik retikulum sisternalar1 iki bitisik Sertoli hiicresinin her iki
yaninda bulunur. Ek olarak, BTB'de dezmozom benzeri baglantilar, aralikli baglantilar
(GJ) ve sik1 baglantilar (TJ) ile birlikte bulunurlar (Pelletier, 2001) (Byers, 1993).



Sekil 2. 2. Seminifer epitelde bulunan ektoplazmik 6zellesmenin molekiiler mimarisi (Siu ve ark., 2004)

Fizyolojik siiregte kan testis bariyerinin es zamanli olarak meydana gelen agilip
kapanma mekanizmasinin bilinmemesi iizerine yapilan ¢alismada laminin zincirlerinin
seminifer epitelde in vivo olarak olusturuldugu mekanizma bilinmemektedir. Fakat son
yillarda bu alanda yapilan g¢alisamalarda laminin 3 zincirinin MMP-2 igin substrat

oldugunu goéstermistir (Siu ve ark., 2004) (Sekil 2.2.).

Ayrica MMP-2’yi aktive ettigi bilinen membran tip 1 MMP (MT1)-MMP VE TIMP-2
apikal ES’de lokalizedir ve 1 integrin/laminin y3 kompleksi ile iliskilidir. Spermiasyon
sirasinda MMP-2'nin MT1-MMP/TIMP-2 kompleksi tarafindan aktivasyonunun apikal
EO’de spesifik laminin zincirlerinin proteolitik pargalanmasina yol agtig1 ve biyolojik
olarak aktif laminin fragmanlari tiretir. Bu fragmanlar da kan testis bariyerindeki okludin
seviyelerini 6nemli dlgiide azaltir ve bazal membranda bulunan hemidezmozomlardaki
integrin seviyesini diisiiriir ve bunun sonucunda da kan testis bariyeri kararsizlasir (Yao
ve ark., 2010a) ( Sekil 2.3.).
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Sekil 2. 3. Kemirgenlerde kan testis bariyerinin agilip kapanma mekanizmasi (Yao ve ark., 2010a)

2.1.2. Kan-Testis Bariyerinin Yikilip, Yeniden Olusma Mekanizmasinin

Diizenlenmesi
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Sekil 2. 4. MEHP kaynakli Sertoli hiicre hasarinin sonucunda meydana gelen germ hiicre apaoptoz
mekanizmasi (Yao ve ark., 2009b)



Yao. ve arkadaglarinin 2009 yilinda yaptig1 calismada MEHP ’nin maruziyetinin TIMP-2
nin Sertoli hiicresinde ekspresyonunu azalttigit ve MMP-2’nin aktivasyonunu sagladigi
gosterilmistir. Artan MMP ekspresyonu TNFA’nin ve NFKB seviyelerinde artisa bu
artista FASL seviyesinin artisina neden olmaktadir. Artan FASL protein seviyesi klasik
oliim reseptdr yolunu aktive eder ve FAS pozitif germ hiicrelerinin apoptozunu tetikler.
Bu bilgiler birlikte ele alindiginda, testiste TIMP:MMP oranindaki degisimin,
peripubertal testis gelisiminin kritik doneminde Sertoli hiicresinin destekleyici
kapasitesinin azalmasina yanit olarak germ hiicrelerinin apoptoz’a ugramalarinin kritik

bir mekanizma oldugunu gostermektedir (Yao ve ark., 2009a) (Sekil 2. 4.).

Kan-testis  bariyerinin acilip kapanma mekanizmasinda Tissue Inhibitors of
Metalloproteinase-2 (TIMP-2) ve Matriks Metalloproteinaselardan, MMP-2 ve MMP-9
onemli rol oynamaktadir (Yao ve ark., 2009b, 2010b). Testiste; MMP ve TIMP
ekpresyonlar1 arasindaki denge, ozellikle patolojik durumlarda Sertoli hiicrelerinin germ
hiicrelerini desteklemelerinin kontroliinde anahtar role sahiptir (Liu ve ark., 2016). TIMP-2;
Sertoli hiicrelerinden salinmaktadir ve MMP-2 aktivasyonunu baskilayarak kan-testis
bariyerinin sik1 baglantilarla kapali sekilde kalmasini saglamaktadir (Yao ve ark., 2010b)
(Sekil 2.5). MMP-2’nin aktivasyonu Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarin
bozulmasina ve germ hiicrelerinin ektoplazmik 6zellesmelerinin de bozularak tiibiil

limenine erken salinimina sebep olmaktadir (Yao ve ark., 2010b) (Sekil 2.5).
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Sekil 2. 5. Sertoli Hiicrelerinde TIMP-2 ve MMP-2nin Kan-Testis Bariyeri ile Iliskisi
(Yao ve ark., 2010b).

Bununla birlikte bagka bir matriks metalloproteinaz olan MMP-9’unda kan testis bariyeri
yikimi ve yeniden kurulmasinda rolii oldugu bilinmektedir. MMP-9 aktivasyonunun
artist  kan-testis  bariyerinin  yikimin1  saglamaktadir. Hiicre biiyiimesi ve
metabolizmasinda 6nemli rolleri olan mTOR sinyal yolaginin da kan-testis bariyerinin
yikilip yeniden kurulmasinda 6nemli bir role sahip oldugu gosterilmistir. mTOR sinyal
yolagi aktivasyon belirteci olan p-p70S6K proteininin kan-testis bariyerinin yapisinda
sik1 baglant1 molekiilleri ile birlikte lokalize oldugu bilinmektedir (Mok ve ark., 2014).
Mok ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir calismada, IGF/Insiilin aktivasyonunun Akt
fosforilasyonu araciligi ile MMP-9 aktivasyonunu baskiladigi gosterilmistir (Mok ve
ark., 2014). Bu ¢alismada, p-p70S6K aktivasyonu sonucunda AKT fosforilasyonunun
baskilandigi ve MMP-9’un aktive oldugunu gosterilmistir (Mok ve ark., 2014). MMP-
9’un aktivasyonu Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilarin bozulmasini ve kan-testis
bariyerinin yikilmasini saglamaktadir. Bu sonuglar mTOR sinyal yolagi aktivasyonunun
kan-testis bariyeri dinamiginin saglanmasinda rol oynadigini gostermektedir (Sekil 2. 6)

(Mok ve ark., 2014).
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Sekil 2. 6. Kan-testis bariyerinin yikilip yeniden olusumunda mTOR sinyal yolaginin roli (Mok ve ark.,
2014

2019 yilinda yapilan ve fare Sertoli hiicrelerinde MEHP’nin etkilerinin transkriptom
profillemesi ve yolak analizlerinin arastirildigi bir ¢alismada, yapilan KEGG analizi
sonucunda ilk 3 yolak olarak fokal adezyon, aktin hiicre iskeletinin diizenlenmesi ve
ECM reseptor etkilesimi sonucu ¢ikmistir (Wang ve ark., 2019). Bu calisma Sertoli
hiicrelerinde diisik doz MEHP’nin diisiik dozunun etkilerinin aracilik ettigi fokal
adezyon, aktin iskeletinin diizenlenmesi ve ECM reseptor etkilesimi ile iligkili genlerini
rollerini destekleyen sonuglar sunmaktadir. Ektoplazmik ozellesmeler hiicre seklini ve
Sertoli hiicreleri arasindaki baglantilar1 koruyan 6zel ve dnemli yapilardir. Daha 6nce
Yao ve arkadaslarinin yapmis oldugu ¢alismalarda (Yao ve ark., 2009a) (Yao ve ark.,
2010b) MEHP’nin Sertoli hiicreleri ile sprematogenik hiicreleri arasindaki ektoplazmik
ozellesmeleri yok edebildigi ve olgunlasmamis germ hiicrelerinin seminifer tiibiile
salinmasina neden oldugu da bu g¢alismada bahsedilmistir. Bu bilgiler de MEHP nin
ECM-reseptor etkilesimini, fokal adezyonlari, hiicreler arasi baglantilar1 ve Sertoli
hiicreleri ile spermatogenik hiicreler arasi baglantilar1 bozarak seminifer epitelden

spermatogenik hiicre kaybina neden olabilecegini gostermektedir (Wang ve ark., 2019).

Bu c¢aligmada ayrica MEHP’nin farkli dozlarda etkileri de arastirilmistir. Hormesis

kavrami diisiik dozda bir stimiilasyon ve yiiksek dozda ise bir inhibisyon oldugu bir doz-
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yanit iligkisini tanimlar (Calabrese ve ark., 2001). Bu kavramdan da yola ¢ikarak elde
edilen sonuglar Sertoli hiicrelerinde MEHP’nin hormetik benzeri bifazik doz-yanit
iliskisini gostermektedir. MEHP'nin toksisitesinin mekanizmalarinin, ¢ok sayida farkli
gen, hiicresel siire¢ ve sinyal yollarini igeren lireme, gelisme ve metabolizma {lizerindeki

etkileri de dahil olmak {izere karmasik oldugunu gostermistir (Wang ve ark., 2019).

2.2. CHDLL ve Rolleri

ALC1 (amplified in liver cancer 1) olarak da bilinen 2008 yilinda insan hepatoseliiler
karsinomda tanimlanan CHD1L (Kromodomain helikaz/ATPaz DNA baglanma protein 1
benzeri) geninin genomik lokusu 53,152 baz ¢ifti uzunlugunda olan Kromozom 1’in uzun
kolu ftizerinde bulunur ve 23 ekzon igerir (Ma ve ark., 2008). Snf2 (Sucrose Non-
Fermentable-2) ailesinin SNF2 benzeri alt ailesine aittir. CHD1L geninin upstreaminde
FMOS5 (flavin containing monooxygenase 5) geni ve downstreaminde ise LOC100130018
(prostaglandin reductase pseudogene) ve LINC00624 (long intergenic noncoding RNA

624) genleri vardir. CHD1L'nin tam uzunlukta mRNA'si, 897aa proteini kodladigi
varsayilan 2.980 baz ciftinden (son veritabaninda 3.036 bp) olusur (Ma ve ark., 2008).
Protein dizilimi analizinde ise CHDIL bir helikaz siiper aile domaini ve korunmus bir
SNF2 N domaini igeren SNF-2-benzeri ailesine ait olan makro domain igerir (Ma ve ark.,
2008). CHDI1L, alt1 transkript varyanti ile kopyalanabilen 23 ekzon (yesil ¢izgiler) icerir. Bu
alt1 transkript varyanti hiicresel icerige bagl olarak hem kodlayic1 hem de kodlayici olmayan
molekiiller olarak iglev gorebilecek bir kodlayict RNA ornegidir (Derrien ve ark., 2012).
CHD1L proteini iki sarmal alandan (sar1 renk), bir C-terminal makro alandan (mavi renk) ve
niikleer lokalizasyon dizisinden (NLS, kahverengi) olusur. Proteinin C-terminalinde iki adet
fosforilasyon bolgesi vardir (Sekil 2. 7.) (Cheng ve ark., 2013).
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Sekil 2. 7. CHD1L geninin genomik yapis1 (Cheng ve ark., 2013)

CHDIL, hepatoseliiler karsinomda (HCC) siklikla 1g21'de yer alan yeni tanimlanmis bir
onkogendir (Ma ve ark., 2008). CHD1L, CHDI protein yapisina benzer bir molekiiler
yapiya sahip oldugundan CHDI1 protein ailesinin kromo alanlarinin ve SNF2 ile ilgili
helikaz/ATPaz alanlarmmin varligindan dolayt CHDIL transkripsiyonel regiilasyon,
kromozom biitiinliigiiniin korunmast ve DNA onariminda 6nemli roller oynadigi
varsayllmaktadir. CHD1L, CHD1 den farkli olarak ADP-riboz / PAR baglayic1 bilesen
iceren bir makro alan icerir . Bu 6zelliginden dolayrt CHD1L, PAR-bagimli bir kromatin
yeniden sekillendirme aktivitesine sahiptir ve kromatin baglaminda DNA onarim

reaksiyonlarini kolaylastirir (Ahel ve ark., 2009).

2008 yilinda yapilan ¢alismada CHD1L'nin insan tiimorijenezindeki fonksiyonel rolii ilk

olarak bu ¢aligmada tanimland1 ve CHDI1L ile transfekte edilmis hiicrelerin soft agarda
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daha fazla koloni olusturabildigini ve nude farelerde tiimdr olusumuna neden oldugunu
gosterdildi; CHD1L'nin transformasyon kabiliyeti, CHD1L'ye kars1 siRNA ile etkili bir
sekilde inhibe edildi; CHD1L nin, G1 / S geg¢isini destekledigi ve hiicresel strese cevap
olarak apoptozu inhibe edebildigi sonuglari elde edilmistir (Ma ve ark., 2008).

Chen ve arkadaglar1 CHD1L'nin anti-apoptotik kabiliyetinin, pS3 bagimsiz bir apoptotik
yolun kritik bir iiyesi olan Nur77 ile olan etkilesimi ile baglantili oldugu bulundu .
Normal durumda, Nur77 ¢ekirdegin i¢inde yerlesir. Apoptoz uyaranlarina cevap olarak
Nur77, ¢ekirdekten sitoplazmaya gecer ve Bcl-2'ye baglandigi mitokondriye gecis yapar
ve sitokrom ¢ (Cyt c) salinimi indiikler. Boylece, kaspaz aktivasyonunun ve apoptozun
baglamasina yol acar. Hepatoseliiler karsinomda ise 1q21 amplifikasyonunun neden
oldugu asir1 eksprese edilen CHDIL, Nur77'nin niikleus-mitokondri translokasyonunu
inhibe eder, sitokrom c¢ (Cyt c¢) salinmimi engelleyip, kaspaz aktivasyonunun ve
apoptozun engellenmesine neden olur.(Chen ve ark., 2009) (Sekil 2. 8.).
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Sekil 2. 8. Hepatokarsinogenez sirasinda Nur77 aracili yoldaki CHD1L'nin rolii (Chen ve ark., 2009)

CHDI1L, ARHGEF9 aracili Cdc42 aktivasyonunu saglayarak, hiicre hareketliligini
arttirmakta, filopod olusumunu ve epitelyal mezenkimal gegisi (EMT) saglamakta ve
bunun sonucunda kanser hiicrelerinin migrasyonunu, invazyonunu ve metastazini
saglamaktadir. HCC ilerlemesi sirasinda, CHDI1L asir1 eksprese edilir ve bir protein-

DNA etkilesimi ile ARHGEF9 transkripsiyonunu aktive eder. CHD1L, ARHGEF9'un
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upregiilasyonu yoluyla Rho GTPase proteini Cdc42'ye (Cdc42-GTP'nin artmis seviyesi)
uygulanan GTP yiiklemesini arttirr. CHDIL / ARHGEF9 ile indiiklenen Cdc42
aktivasyonu, aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesi ve beraberindeki epitelyal
mezenkim gecis fenotipinin bir 6zelligi olarak daha fazla filopod olusumuna yol agar.
CHDI1L'ye bagimli epitelyal mezenkim gecisi, hiicre-hiicre temast kaybi, bazal
membrana (BM) niifuzu ve timor hiicrelerinin kan dolagimina (intravazasyon) girmesi
ve sonugta tiimor hiicrelerinin biiylimesini i¢eren sirali bir islemle sonuglanir. Son olarak
karacigerde ikincil bolgelerde tiimor hiicrelerinin biiylimesi (intrahepatik metastazlar
veya mikrosatellit olusumu) veya yeni organlarda uzak metastazlar goriilmeye baglar

(Chen ve ark., 2010) (Sekil 2. 9.).

Hepatoseliiler karsinom ilerlemesi ve metastazi sirasinda CHDI1L / Nur77 ve CHDIL /

ARHGEF9 / Cdc42 / EMT olmak tizere iki molekiiler mekanizma tanimlanmaistir.
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Sekil 2. 9. CHD1L nin ARHGEF?9 aracili Hepatoseliiler karsinomdaki rolii (Chen ve ark., 2010)

CHDIL, PI3K / Akt / ARKS / mTOR / MMP sinyal yolunda 6nemli bir rol oynadigi
CHD1L’nin meme kanserine etkisinin arastirildigi ¢alismada gosterilmistir (Mu ve ark.,
2015). Yapilan ¢aligmada kemotaksi ve yara iyilesme deneylerinde CHDI1L upregiile olup,

MCF-7 hiicrelerinin gé¢ yetengini arttirdi. MMP’ler tiimdr invazyonunda 6nemli bir
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rol oynar, ¢iinkii ekstraseliiler matriks ve bazal membranlarin bozulmasindaki anahtar
faktorlerdir MMP-2 ve MMP-9, MMP ailesinin {iyeleridir ve meme kanserinde upregiile
olurlar (Liu ve ark., 2012). Daha once yapilmis c¢alismalar MMP’lerin AKT
sinyallesmesine dahil oldugunu gostermistir (Chetty ve ark., 2010; Chien ve ark., 2010).
Ser 600'de Akt-bagiml fosforilasyonun, ARKS aktivasyonunu indiikledigi. Akt, ARK5
ve mTOR'un fosforilasyonu, EGF stimiilasyonu ile CHDI1L nin downregiile oldugu
hiicrelerde 6nemli 6l¢iide azaldig1 gosterilmistir. Meme kanseri invzayon ve metastazina
CHD1L nin etkisinin altinda yatan muhtemel bir molekiiler mekanizmanin PI3K / Akt /

ARKS5 / mTOR sinyal yolunun oldugu gosterilmistir (Mu ve ark., 2015).

CHD1L’nin farkli dokularda farkli rollere sahip oldugu da bilinmektedir. Son yillarda
yapilan ¢alismalarda CHD1L nin kanserde, kok hiicre pluripotensisinde (Jiang ve ark.,
2015), embriyonik kok hiicrelerin kendilerini yenilemeleri ve farklanmalarinda (Saladi
ve de la Serna, 2010), hiicre siklusunda (Snider ve ark., 2013), memeli gelisiminin erken
evrelerinde (Wang ve ark., 2004) ve spermatogonyal kok hiicre gelisiminde rolleri
oldugu bildirilmistir (Liu ve ark., 2016).

2.2.1. CHD1L nin Testisteki Rolii

CHD1L nin tireme sistemindeki olasi rolleri hakkinda literatiirde oldukca sinirli sayida
calisma mevcuttur. Diger yandan erkek iireme sistemindeki roliinii dogrudan aragtiran 2016
yilinda yapilan bir ¢alismada, CHD1L nin mRNA seviyesinin yenidogan ve erigkin farelerde
testis dokusunda diger dokulara (kalp, karaciger, bobrek, mide) oranla daha fazla oldugu
gosterilmistir (Liu ve ark., 2016). Bu sonugtan yola ¢ikarak CHDI1L’nin testikiiler
gelisimdeki rollerinin detayli olarak degerlendirildigi bu ¢aligmada CHDI1L’nin testiste
dogumdan eriskin doneme dogru protein ekspresyonun arttigi, hiicresel lokalizasyonuna
bakildiginda yenidoganda gonositlerde, erigkinde ise spermatogonyumlarda ve Sertoli
hiicrelerinde lokalize oldugu gozlenmistir (Liu ve ark., 2016). CHD1L nin farklanmamis
spermatogonyal kok hiicre belirtegleri (Plzf, Gfral, Octd) ile birlikte lokalize oldugu
gosterilmistir (Liu ve ark., 2016). CHDI1L’nin baskilanmasi durumunda kok hiicre
belirteglerinin (Plzf, Gfral, Oct4) ekspresyonlarinin azaldigi, bununla birlikte kok hiicrelerin
koloni olusturma ve proliferasyon 6zelliklerinin azaldigi, apoptoz seviyelerinin ise arttig

gozlenmistir (Liu ve ark., 2016). GDNF (Glial Cell Derived Neurotrophic
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Factor), Sertoli hiicrelerinden salinan spermatogonyal kok hiicrelerin sag kalimi ve
kendini yenilemelerinde ¢ok dnemli bir faktordiir. Fare spermatogonyal kok hiicrelerinin
GDNF varhiginda Kkiiltiire edildiklerinde CHDI1L ekspresyonunun arttifi ve Kkiiltiir
ortamindan GDNF ¢ikarildiginda ise CHD1L nin ekspresyonunun azaldigi gozlenmistir
(Liu ve ark., 2016). Ayrica, CHD1L’nin baskilandigi durumda, GDNF bagimlh
molekiillerin (Bcl6b, Lhx1, Etv5, Pou3f) ekspresyonlarinin azaldigi gosterilmistir (Liu ve
ark., 2016). Tim bu sonuglar, CHD1L nin spermatogonyal kok hiicre gelisiminde
(hiicrelerin kendilerini yenilemelerinde) 6nemli bir role sahip oldugunu gostermektedir.
Bu calismada, CHD1L’ nin Sertoli hiicrelerinde de eksprese oldugu ancak roliiniin

aragtirilmasi gerektigi de belirtilmistir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Hayvanlan

Akdeniz Universitesi ‘‘Deney Hayvanlar1 Unitesi’’ tarafindan saglanan ve standart
laboratuvar kosullarinda beslenen 48 adet BALB/c 1rk1 yetigkin (5 haftalik) erkek
fare kullanildi. Kan testis bariyerinin bozulmasini saglamak amaci ile erigkin farelere

oral gavaj yolu ile MEHP uygulandi. Calisma i¢in asagidaki gruplar olusturuldu.

1. MEHP Grubu: Bu gruptaki eriskin farelere 1gr/kg MEHP 300 pl misir yag
icerisinde ¢oziilerek tek doz uygulandi. Uygulandiktan 6 (n=6), 12 (n=6), 24 (n=6)
saat sonra testis dokular1 elde edildi.

2. Tasiyict grubu: Bu gruptaki erigkin farelere 300 pl misir yagi tek doz uygulandi.
Uygulandiktan 6 (n=4), 12 (n=6), 24 (n=6) saat sonra testis dokular1 elde edildi.

3.2. Doku Takibi ve Kesit Alma

Doku takibi i¢in alinan testis dokulari fiksasyon i¢in Bouin fiksatifi ile +4 °C’de gece
boyu bekletildi. Artan dereceli alkol serilerinden ve ksilolden gegirilerek parafin bloklar
hazirlandi. Hazirlanan parafin bloklardan 5 um kalinliginda kesitler alindi. Her gruptan
elde edilen testis dokularina kan-testis bariyerinin yikildigini gostermek amaci ile PAS-
H boyanmasi ile histopatolojik degerlendirme yapildi ve western blot teknigi ile Pi-
integrin protein ekspresyonu degerlendirildi. Deney modelinin olustugu gosterildikten
sonra immiinohistokimya teknigi ile CHD1L, MMP-2, TIMP-2, MMP-9 proteinlerinin

lokalizasyon analizleri yapildi.

3.3. PAS-H Boyanmasi

Testis dokulart Bouin fiksatifi ile fikse edildi ve dereceli alkollerden ve ksilolden
gecirilerek parafin bloklar hazirlandi. Parafin bloklardan 5 pm kalinhiginda kesitler
alinadi. Kesitlerden parafin giderildi ve alkollerden gegcirilerek sulandirildi. Daha sonra
musluk suyundan gegirilerek ve %]1°lik periyodik asitte (Hs10s) 10 dakika oksadize
edildikten sonra akan musluk suyunda 5 dakika yikandi. Ardindan Schiff’in kimyasalina
10 dakika daldirilarak ve her biri 2’ser dakika 3 degisim olmak tizere M/20 (% 0.52)
NaHSO3 ‘ten gegirildi. Bu islemden sonra akan musluk suyunda 10 dakika yikanip, asit

hemalum ile 6 dakika boyandi. Boyanma isleminden sonra kesitler musluk suyunda
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yikandi. Ikiser degisimli %95 ve %100 alkol iginde suyu giderilerek, %100 alkol-ksilen
1:1 oraninda ve 2 degisim olacak sekilde ksilen i¢inde saydamlastirildi ve entellan ile
kapatildi.

3.4. Testis Degerlendirmesi (Johnsen Kriterleri)

Germinal epitelin matiiritesi modifiye Johnsen testikiiler biyopsi skoru kullanilarak
degerlendirildi (Tablo 3.4). X40 biiylitme kullanilarak 100 adet tiibiil her bir doku
kesitinde degerlendirilerek, her bir tiibiile 1 ile 10 arasinda bir skor verildi, 100 tiibiiliin

ortalama skoru Ortalama Testis Biyopsi Skoru (OTBS) olarak kaydedildi.

Tablo 3.4. Johnsen skor degerlendirmesi

SKOR

10 Germinal epitelin santral lumen ¢evresinde cok katli yapida olmasi, liimenin agik ve
cok sayida spermatozoon iceriyor olmast

9 Germinal epitel goriilmekle birlikte liimeni tikayabilecek 6nemsiz miktarda dokiinti,
tikali limende spermatozoon ve dokiintii epitel goriilmesi

8 Germinal epitelin ¢ok tabakali olmasi ancak liimende 10°dan az sayida spermatozoon
bulunmasi

7 Cok sayida spermatid olmasi ve hi¢ spermatozoon olmamasi

6 Spermatozoon olmamasi ve 10’dan az sayida spermatid olmasi

5 Sadece spermatositlerin olmasi, spermatid ya da spermatozoonlarin hi¢ olmamasi

4 Hig spermatozoon ve spermatid olmamasi ve 5’den az sayida spermatosit varligi

3 Germ hiicresi olarak sadece spermatogonium varligi

2 Sadece Sertoli hiicreleri olmasi ve hi¢ germ hiicre olmamasi

1 Seminifer tiibiil liimeninde hig hiicre olmamast

3.5. Immiinohistokimya Yontemi

Testis dokular1 Bouin fiksatifi ile fikse edildi, dereceli alkollerden ve ksilolden gegirilerek
parafin bloklar hazirlandi. Parafin bloklardan 5 um kesitler alindi, ardindan ksilol ve alkol
serilerinden gegirilip kesitler distile suya alindi. Daha sonra antijen retrieval uygulamasi
yapildi (sitrik asit soliisyonunda 700 watt’ta 7 dakika boyunca kaynatildi) ve 20 dakika oda
1s1sinda sogumaya birakildi. Distile suda yikama gerceklestirdikten sonra dokuda endojen

peroksidaz aktivitesini baskilamak i¢in hidrojen
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peroksit soliisyonu (63ml metanol+7ml hidrojen peroksit) ile kesitler 15 dakika muamele
edildi. Bu islemden sonra kesitler PBS (Phosphate Buffer Salin) soliisyonunda 3 kez 5’er
dakika yikandi. Bir sonraki adimda ‘Ultra V Block’ ile 7 dakika muamele edilerek
sekonder antikorun non-spesifik baglanma bolgeleri bloklandi. Bloklama isleminden sonra
primer antikorlar (CHD1L, MMP-2, TIMP-2 ve MMP-9) kullanma kilavuzlarinda belirtilen
diliisyonlarda ve miktarlarda kesitler tizerine uygulandi. CHD1L ekspresyonu, sican ve
insan testis kesitlerine de uygulanmistir. Negatif kontrol i¢in kullanilan kesitlere primer
antikor ile ayn1 protein miktarinda izotip kontrol uygulandi. Primer antikor uygulandiktan
sonra +4 derecede gece boyu kesitler inkiibe edildi. Ertesi giin PBS (Phosphate Buffer
Salin) soliisyonunda 3 kez 5’er dakika yikandiktan sonra sekonder antikor kesitler tizerine
damlatildi. Tekrar PBS soliisyonunda 3 kez 5’er dakika yikanan kesitler streptavidin
peroxidase soliisyonu ile 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra DAB
(Di-Amino Benzidine) kromojeni uygulanarak reaksiyon goriintir hale getirildi.

Reaksiyonlar mikroskop altinda goriintiilendi ve degerlendirildi.

3.6. Western Blot Analizi
Tastyic1 grubunda (6, 12, 24. Saat) ve MEHP gruplarindan (6, 12, 24. Saat), alinan testis

orneklerinde CHDI1L ve Bi-integrin protein ekspresyonu western blot ile degerlendirildi.

3.6.1. Western Blot icin Orneklerin Hazirlanmasi

Tastyic1 ve MEHP grubundan 6, 12 ve 24 saat sonra alinan dokular ezilip tartildi ve 0,2
gr doku bagina 600 pl Lysis Buffer, 10 ul Proteaz inhibitoér kokteyl (PIK) eklendi. Her
bir tiip vortekslendikten sonra sonikator yardimi ile buz icerisinde Orneklerin
parcalanmasi gergeklestirildi ve 1 saat buz igerisinde bekletildi. Lizatlar 15000 g de 10
dakika +4 °C santrifiij edilerek, elde edilen siipernatantlar yeni hazirlanan ependorf

tiiplerine alindi.

3.6.2. BCA (Bicinchoninic Acid) Protein Assay Kit ile Protein Miktarinin Elde
Edilmesi

-20 °C de bulunan siipernatantlar buz i¢inde muhafaza edildikten sonra BSA (Bovine

Serum Albumin) oran1 1mg/1ml olacak sekilde 5mg/5ml distile su icerisinde hazirlandi.
BSA icin ependorf lizerine ornek sayisina gore So dan baslayarak numaralandirildi. So

numuneye mililitresinde 5 mg BSA’dan 1000 pl konularak, diger tiiplere ise 500 pl lysis
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buffer eklendi. ilk tiipten 500 ul almarak diger tiipe ilave edildi ve bdylece numune bir
kez daha diliie edilmis oldu. Bu islem diger tiiplere de ayn1 sekilde uygulandi. Calisilan
ornek sayisina gore standart-kor-numuneler 1/50 oraninda “’BCA Calisma Soliisyonu’’
hesaplanip hazirlandi. BSA standart hazirlarken her bir kuyucuga 25 ul BSA + 200 pl
BCA calisma soliisyonu kii¢lik hacim Once olacak sekilde eklendi. Kor hazirlarken ise
her bir kuyucuga 25 ul Lysis Buffer + 200 ul BCA ¢alisma soliisyonu kii¢iik hacim
once olacak sekilde eklendi ve numuneler 25 ul 1/50 dilusyonlu 6rnek + 200 pul BCA
caligma soliisyonu kiiclik hacim 6nce olacak sekilde konuldu. 520 nm dalga boyunda

spektrofotometrik dl¢tim yapildi.

Western Blot Protokolii

Proteinlerin KDA’larina gore jel hazirlandi. Her kuyucuga esit oranda olmak tizere 6rnekler
yiiklendi. Yiiklemeden sonra elektroforez ile ornekler jel iizerinde elektriksel alanda
yiriitiildii. Ardindan gece boyu blotlama yapilarak jel iizerindeki proteinler PVDF
membrana aktarilmasi saglandi. Blotlamadan sonra membranlar TBS-T(1X)
soliisyonunda 4er tekrar 15 dakika olacak sekilde 1 saat yikandi. Yikama igleminin
ardindan primer antikor, siit tozu igerisinde hazirland1 ve gece boyu inkiibe edildi. Daha
sonra 3er tekrar 10 dakika olacak sekilde TBS-T(1X) soliisyonunda yikandi.
Yikamadan sonra sekonder antikor siit tozu igerisinde hazirlanacak ve 1 saat boyunca
membranlar sekonder antikorda inkiibe edildi. Sekonder antikordan sonra 3er tekrar 10
dakika olacak sekilde TBS-T soliisyonunda yikandi. Membranlar yikandiktan sonra
SuperSignal ®WestPicoChemiluminescent Substrate ile 5 dakika muamele edildi. Daha
sonra karanlik odada Hyperfilm casette ile gelistirme yapildi ve elde edilen western blot
bantlar1 Image —J Programu ile (National Institutes of Health) ile degerlendirilerek

rakamsal sonuglara ulasildi ve gruplar arasi karsilastirma yapildi.

3.7. Sertoli Hiicre Kiiltiirii

Fare Sertoli hiicre hatt1 (Cat. No. 15p-1 (ATCC CRL-2618)) kullanildi. Hiicreler -80 °C’den
cikarildiktan sonra ¢oziinene kadar 32 °C’de su banyosunda bekletildi ve  DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) igerisine final konsantrasyonu %10 olacak sekilde
FBS cklenerek complete growth medium hazirlandi. Hiicreler ¢6ziindiikten sonra %70°lik

alkol ile silindi ve 9 mL complete growth medium icerisine eklendi. 125g’de 5 dakika
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santrifiij edildi ve siipernatant kismi atildi. Kalan pellet kismi ise hazirlanan complete
growth medium igerisine alindi ve 25 cm? flaska alindi ve 32°C’de %5 CO2 olan

inkiibatorde inkiibe edildi. Hiicrelerin gelisimleri her giin sabah ve aksam olmak {izere

mikroskopta gozlendi.

3.7.1. Hiicre Cogaltma (Subculturing) Asamalari

Onceki kiiltiir mediumu uzaklastirilip 3 mL DMEM ile 25 cm? olan flask yikandi. 3 mL
%25’lik tripsin-edta ile 7 dakika boyunca hiicrelerin tutundugu yiizeyden kalkmalari
saglandi. Tripsin-edta’nin etkinligini durdurmak i¢in 300 pL FBS eklendi. 125g’de 5
dakika santrifiij edildi ve hazirlanmis olan complete growth medium igerisine hiicreler
alindi. Hiicrelerin ¢ogalmalarini saglamak amaciyla daha biiyiik olan 75 cm? “lik flask

kullanildi. Hiicreler mikroskopta kontrol edildikten sonra 32 °C olan inkiibatore alindi.

3.7.2 Hiicre Lizati Hazirlanmasi

Lizat i¢in kullanilacak olan flasklardaki mediumlar toplandi. Daha 6nce hazirlanmis ve
sogutulmus olan PBS ile flasklar 2 tekrar olacak sekilde yikandi. Scraper yardimu ile
hiicreler flask yiizeyinden kazinip bir falkonda toplandi. Hiicre lizat1 igin kullanila cak
olan Cell Extraction Buffer oda 1sisinda siv1 hale gelmesi saglandi. 5 mLCell extraction
buffer igerisine bir adet PIK tablet atildi. Toplanan hiicreler +4 °C’de 3200 rpm’de 5
dakika santrifiijlendi. Siipernatant kism atild1, pellet kismi pipetaj yapilarak karistirildi.
Hazirlanmis olan cell extraction buffer ve pik karisimindan 1000 mL alinarak pelletle
pipetaj yardimi ile karistirildi. Buz igerisine alinip 10 dakika araliklarla 3 tekrar olacak
sekilde vortekslendi. Bu soliisyon ependorfa alind1 ve +4 °C 13000 rpm’de 10 dakika
santrifiijlendi. Stipernatant kismi -20 °C’de muhafaza edilmek {izere temiz bir ependorfa

alindi. Western blot protokolii ile CHD1L ekspresyonu degerlendirildi.

3.7.3 immiinfloresan Boyama

2. pasaj sonunda hiicre sayisi ¢ogaltilan Sertoli hiicreleri 48 bolmeli well plate’e alinmak
iizere 75 m? “lik flask yiizeyinden kalkmalar1 i¢in Tripsin-EDTA ile 5 dakika boyunca
muamele edildi. Bu sirada 48 bolmeli wellere yuvarlak lameller ve hiicrelerinyuvarlak lamel
ylizeyine tutunmalart i¢in 400 pl FBS eklenerek 15 dakika boyunca 32°C’lik inkiibatorde
inkiibe edildi. 15 dakikalik siire sonunda FBS ¢ekilip yerine complete growth medium

icerisine alinmig olan hiicreler wellere 500 pl olarak ekildi ve mikroskopta
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gozlendi. Ertesi gilin tekrar gozlenen hiicelerin ylizeye tutunmalari ve morfolojileri
kontrol edildi. Deney gruplarini olusturmak {izere 12 ve 24 saat olmak tizere iki farkli
saat dilimi ve MEHP dozu i¢in ise 200 uM ve 400 uM olarak belirlenen dozlar
uygulandi. MEHP igin ¢6zgen olarak complete growth medium kullanildi. MEHP
uygulandiktan sonra 12 saat MEHP ile muamele olmus hiicrelerden MEHP uzaklastirildi
ve PBS ile yikandi. Hiicreleri fikse etmek i¢in ise %4’liik PFA kullanildi, hiicreler 30
dakika boyunca %4’liik PFA ile fikse edildi. Fiksasyon isleminden sonra 5 dakika PBS
ile hiicreler yikand1 ve immiinfloresan deneyi i¢in kullanilmak {lizere hazirlandi. Ayni

islemler 24 saat grubunda da tekrarlandi ve immiinfloresan boyama gergeklestirildi.

PBS-T ile yikanan hiicreler blocking buffer ile 45 dakika blokland1 ve bloklama
isleminden sonra +4’de gece boyu olmak iizere 1/500 diliisyonda CHDIL antikoru ile
boyandi. Ertesi giin 3x5 PBS-T ile yikama gerceklestirildi. Yikama isleminden sonra
Alexa Fluor 488 (FITC) ile 1/500 diliisyonda 90 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
Sekonder antikor agsamasindan sonra 3 tekrar olacak sekilde 5 dakika boyunca PBS-T ve
sonrasinda 5 dakika PBS ile hiicreler yikandi. 1 dakika DAPI (¢ekirdek) boyanmasi
yapild1 ve ardindan kapatma sollisyonu (mountung medium) ile kapatildi. Kapatma

isleminden sonra Immiinfloresan mikroskobunda boyanmalar degerlendirildi.

Pozitif kontrol olarak HELA hiicresi kullanilirken, izotip kontrol olarak da Rabbit IgG
kullanilda.

3.8. Istatistiksel analizler
6, 12 ve 24 saat tasiyict ve MEHP gruplarinda testis degerlendirilmesi sonucu ‘Mann-
Whitney Rank Sum’ testi ile degerlendirildi.

Western blot analizleri i¢in gruplar arasindaki fark ‘Student’s t’ testi ile degerlendirildi.
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4. BULGULAR

4.1. MEHP Uygulanmasi Sonucu Kan Testis Bariyerinin Bozulmasinin
Gosterilmesi

Deney gruplariin olusmasi i¢in tagiyici grubuna oral gavaj ile misir yagi uygulanirken
MEHP grubuna dozu 1g/kg olacak sekilde muisir yagi igerisinde ¢6zdiirtilmiis MEHP oral
gavaj ile uygulandi. Deney gruplarinin olustugunu ve MEHP uygulanan grupta kan testis
bariyerinin bozuldugunu gostermek icin PAS-H boyanmasi yapildi. Kan testis
bariyerinin bozulmasi sonucunda 6, 12 ve 24. saat MEHP gruplarinda vehicle grubuna
gore seminifer epitel organizasyonunda bozulmalar, 6zellikle MEHP 12. Saat grubunda
seminifer epitel kalinliginin azalmasi ve seminifer tiibiil liimenine erken salinan immatir

germ hiicreleri gosterilmistir (Sekil 4.).
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6. SAAT

12. SAAT

Sekil 4. 6, 12 ve 24. saatlerde tasiyic1 ve MEHP gruplarinda PAS-H boyanmasi

Deney gruplarinin olustugu gosterildikten PAS-H boyanmasi ile gosterildikten sonra
istatistiksel olarak testis seminifer tiibiil hasarin1 degerlendirmek i¢in Johnsen testis
degerlendirilmesi yapilmistir. Testis degerlendirilmesi sonucunda 6, 12 ve 24. saatlerde

MEHP grubunda tasiyic1 grubuna oranla anlamli farklilik vardir (Sekil 4. 1.).
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Sekil 4. 1. 6, 12 ve 24. saatlerde tagiyici ve MEHP gruplarinda Johnsen testis degerlendirilmesi.

Kan testis bariyerinin molekiiler olarak da bozuldugunu kanitlamak icin apikal
ektoplazmik 6zellesme proteinlerinden olan P1 Integrin ekspresyonunun 12. saatte
MEHP grubunda azaldig1 ancak gruplar arasinda anlaml farklilik olmadigi, 6. ve 24.
saatte ise MEHP grubunda tastyici grubuna oranla B1 integrin ekspesyonunda anlamli bir

azalma oldugu gosterilmistir (Sekil 4.2.).
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Sekil 4. 2. 6, 12 ve 24. saat tasiyic1 ve MEHP gruplarinda B1 integrin ekspresyonlarinin degerlendirilmesi.

T6: tasiyict 6. saat, T12: tastyict 12. saat, T24: tasiyict 24 saat, M6: MEHP 6. saat, M12: MEHP 12. saat,
M24: MEHP 24. saat

4.2. MEHP ile Kan Testis Bariyerinin Bozuldugu Modelde CHD1L Ekspresyonun
Degerlendirilmesi

Kan testis bariyerinin bozuldugu modelde 6. saatte ki CHD1L ekspresyonu gruplar
arasinda benzer, 12. saatte ki CHD1L ekspresyonu MEHP grubunda tasiyici grubuna

anlamli olacak sekilde bir artig ve 24. saatte ise gruplar arasinda ki ekspresyon benzerdir
(Sekil 4. 3.).
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Sekil 4. 3. 6, 12 ve 24. saatlarde tasiyici ve MEHP gruplarinda CHD1L ekspresyonunun degerlendirilmesi.
T6: tasiyict 6. saat, T12: tastyict 12. saat, T24: tastyict 24 saat, M6: MEHP 6. saat, M12: MEHP 12. saat,
M24: MEHP 24. saat

CHD1L’nin testis seminifer tiibiillerindeki ekspresyonu degerlendirildiginde tasiyici
grubunda 6, 12 ve 24. saat gruplarinda benzer olup hiicresel olarak spermatogonyumlarda
yok/zayif, preleptoten/leptoten spermatositlerde zayif/orta, pakiten spermatositlerde siddetli,
yuvarlak spermatidlerde orta ve niikleer ekspresyon gosterirken, Sertoli hiicrelerinde siddetli
sitoplazmik olarak ekspresyonu gosterilmistir. MEHP grubunda ise

6. saatte ekspresyon tasiyict grubu ile benzer, 12. saatte tasiyic1 grubuna gore ekspresyon
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seviyesinin arttig1 ve 24. saatte de CHD1L ekspresyonunun tasyici grubu ile benzer
oldugu gosterilmistir (Sekil 4.4, Sekil 4.5)

12 SAAT 24 SAAT

TASIYICI

MEHP

Sekil 4. 4. 6, 12 ve 24. saatlarde tasiyic1 ve MEHP gruplarinda CHD1L hiicresel lokalizyonunun
degerlendirilmesi

12 SAAT 24 SAAT
g ) G e . e

TASIYICI

MEHP

Sekil 4. 5. 6, 12 ve 24. saatlarde tastyict ve MEHP gruplarinda CHD1L hiicresel lokalizyonunun
degerlendirilmesi.
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4.3. Sican ve Insan Kontrol Testisinde CHD1L Ekspresyonun Degerlendirilmesi
Sican ve insan kontrol testisinde CHD1L nin ekspresyonu, faredekine benzer olarak
spermatogenik seri hiicrelerinde niikleer goriiliirken, Sertoli hiicresinde sitoplazmik

ekspresyon gortilmiistiir (Sekil 4. 6.).

SICAN KONTROL TESTIS

Sekil 4. 6. Sican ve insan kontrol testisinde CHD1L ekspreyonu.
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4.4. Sertoli Hiicre Hattinda CHDILL Ekspresyonunun Degerlendirilmesi
Hiicre kiiltiirii ortaminda ¢ogaltilan Sertoli hiicre hattinda CHDI1L protein ekspresyonu
gosterilmistir (Sekil 4.7.).

SERTOLI HUCRESI 1. GUN SERTOLI HUCRESI 2. GON

et @

KONTROL
TESTIS S s SH-S S SHS Sie

CHDIL (101 kDa)

Sekil 4. 7. Sertoli hiicre hattinda CHD1L protein ekspresyonu. ikinci pasaj 1. ve 2. kiiltiir giinleri

4.5. Sertoli hiicre hattinda CHD1L ekspresyonunun immiinfloresan Yontemi ile

Degerlendirilmesi

Sertoli hiicre kiiltiirinde MEHP doz ve saat denemelerinin ilk sonuglar1 elde edilmistir
(Sekil 4. 8., Sekil 4. 9., Sekil 4. 10.). Uygun doz ve saat belirlenmesi igin tekrar

denemeler yapilacaktir.
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DAPI CHDIL MERGE

SERTOLI HUCRESI
12 SAAT

SERTOLI HUCRESI
24 SAAT

Sekil 4. 8. 12 ve 24 saat kiiltiire edilmis Sertoli hiicrelerinde CHD1L ekspresyonu

DAPI CHDIL MERGE
SERTOLI HUCRESI

12 SAAT

SERTOLI HUCRESI
24 SAAT

Sekil 4. 9. Sertoli hiicre hattinda 12 ve 24 saat 200 uM MEHP ile kiiltiire edilmis Sertoli hiicrelerinde
CHDLL ekspresyonu
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DAPI CHDIL MERGE

Sekil 4. 10. Sertoli hiicre hattinda 12 ve 24 saat 400 pM MEHP ile kiiltiire edilmis Sertoli hiicrelerinde
CHDLL ekspresyonu

SERTOLI HUCRESI
12 SAAT

SERTOLI HUCRESI
24 SAAT

DAPI CHDI1L MERGE

POZITiF KONTROL
(HELA HUCRESI)

.
. T

> -«
ol s . ®.s® .

Sekil 4. 11. Pozitif (HELA hiicresi) ve izotip (Rabbit 1gG) kontol(ler)

iZOTiP KONTROL
(RABBIT IgG)
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4.6. MEHP ile Kan Testis Bariyerinin Bozuldugu Modelde MMP-2, TIMP-2 ve
MMP-9 Ekspresyonunun Degerlendirilmesi
Kan testis bariyerinin bozuldugu modelde 6, 12 ve 24. saatlerde MEHP grubunda

tastyict grubuna oranla MMP-2 ve MMP-9 ekspresyonlarinin sitoplazmik oldugu ve
arttig1 gosterilmistir (Sekil 4.12, Sekil 4.15).

MMP-2
TASIYICI

Sekil 4. 12. 6, 12 ve 24. saatlerde tasiyici ve MEHP grubunda MMP-2 ekspresyonu.
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TIMP-2
TASIYICI MEHP

) »

Sekil 4. 13. 6,12 ve 24. saatlerde tagtyici ve MEHP grubunda TIMP-2 ekspresyonu.

6 SAAT 12 SAAT

TASIYICI

MEHP

Sekil 4. 14. 6,12 ve 24. saatlerde tasiyici ve MEHP grubunda TIMP-2 ekspresyonu.
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12. SAAT

24. SAAT

Sekil 4. 15. 6,12 ve 24. saatlerde tasiyict ve MEHP grubunda MMP-9 ekspresyonu
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5. TARTISMA

CHDIL, ilk olarak hepatoseliiler karsinomdan izole edilmis ve bir onkogen olarak
tamimlanmistir (Chen ve ark., 2009). Timorigenezdeki rolii transgenik fare modeli

kullanilarak yapilan fonksiyonel bir ¢alisma araciligiyla dogrulanmistir (Chen ve ark.,
2009)

Epidemiyolojik ¢alismalar da CHDI1L’nin kansere neden olan siireglerle iligkili
oldugunu ve hepatoseliiler karsinom, ovaryum kanseri, mide kanseri, mesane kanseri,
kolorektal karsinom, meme kanseri, akciger adenokarsinomu, glioma benzeri bazi

kanserler i¢in bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi ileri siirilmiistiir.

Son yillarda yapilan ¢alismalardan birinde CHDI1L’nin insan embriyonik kok
hiicrelerinin ndronal farklilagmasini destekledigini ve sinir sistemi gelisiminde 6nemli

rol oynayabilecegi gosterilmistir (Dou ve ark., 2017).

2016 yilinda yapilan bir ¢calismada ise spermatogonyal kok hiicrelerin hayatta kalmasi ve
kok hiicre ozelliklerini devam ettirmede rolii oldugu gdsterilmistir. Ayn1 arastirmacilar
tarafindan 2018 yilinda spermatogonyal kok hiicrelerin kok hiicre olarak kalma ve
biiyime oOzelliklerini yoneten molekiiler mekanizmalar1 arastirmak icin yapilan bu

calismada CHD1L’yi miRNA-486 ve MMP-2 ile iliskilendirmiglerdir.

Bu tez ¢aligmasinin ortaya ¢ikisinda rol oynayan 2016 yilinda yayimlanan ¢alismada Sertoli
hiicresinde goriilen ekspresyonun CHD1L’nin kan testis bariyerinin MEHP ile bozuldugu
modelde ve bununla birlikte kan testis bariyerinin acilip kapanmasinda 6énemli rol oynayan

MMP-2, TIMP-2 ve MMP-9’un da ekspresyonlari degerlendirilmistir.

Bulgularimizda spermatogonyal kok hiicrelerde CHD1L nin ekspresyonunun yani sira
testiste seminifer tiibiillerde yer alan ve spermatogenik seriyi olusturan spermatosit,
spermatidler ve Sertoli hiicresinde de CHDIL ekspresyonu gosterilmistir. CHD1L nin
ekspresyonunun ozellikle 12. saatte arttigi ve 24. saatte azaldigi sonucu kan testis
bariyeri biitiinliiglinlin tekrar saglanmaya baslamasinin bir gostergesi olabilecegi

diistiniilmektedir. Tasiyic1 grubuna gére MEHP grubunda MMP-2 ve MMP-9
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ekspresyonlarinin artist CHD1L nin artist ile iliskili olabilir fakat CHD1L’nin MMP-2
ve MMP-9 ile iligkisini agiklayabilmek i¢in dogrudan bir degerlendirme gerekmektedir.

Testiste Sertoli hiicresinin ekspresyonu goriilmekle birlikte western blot analizindeki
CHDIL ekspresyon seviyesine Sertoli hiicresinin katkisi tiim testis dokusunun
degerlendirilmesi sebebiyle ayirt edilemediginden dolayr Sertoli hiicre hattinda da
CHDIL ekspresyonu degerlendirilmistir ve Sertoli hiicresinde ki ekspresyonu ortaya
konmustur. Literatiirde heniiz yeterli bilgi bulunmadigindan CHDI1L ekspresyonunun
fare disinda sican ve insan testis kesitlerinde de ekspresyonlar1 gosterilmistir ve fare ile

benzer ekspresyona sahip olduklari gosterilmistir.

Kan- testis bariyerinin yapisini bozmak i¢in kullanilan MEHP’nin kan testis bariyerinde
bulunan hiicresel siki baglanti proteinlerinin iizerinde olan etkilerinin diginda (Fiorini ve
ark., 2004) ayrica zaman ve doza bagl bir sekilde, fitalatlarin testis kesitlerinde tiibiil
basina Sertoli hiicrelerinin sayisini doza bagimli bir sekilde azalttigini, androjen
reseptoriinii ve folikiil uyarict hormonu (FSH) azalttigimi gostermistir (Sosa ve ark.,
2014). Bu etkiler stereidogenik enzimlerin ekspresyonunda bir azalmayir ve bunun
sonucunda da testikiiler gelisim etkilendigi igin hasarli tiibiil ve germ gelisimleri

goriilmesini saglayabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez ¢alismasinda MEHP ile kan testis bariyerinin bozulmasi saglanip, CHD 1L nin testiste
spermatogenik seriyi olusturan germ hiicrelerinde ve Sertoli hiicresinde ki ekspresyonu
temel deney protokolleri ile ilk kez degerlendirilmis olup literatiire farkli bakis agilari
kazandirararak yeni ¢alismalara onemli katki saglayacaktir. Kan testis bariyerinin agilip
kapanmasinda rol oynayan MMP-2 ve MMP-9 ve TIMP-2 ekspresyonlari da kan testis

bariyerinin bozuldugu modelde ekspresyonlari gosterilmistir.

CHD1L nin siRNA teknolojisi kullanilarak sessizlestirilmesi ve ardindan kan testis
bariyerinin agilip kapanma mekanizmasinda rol oyanayan MMP-2, TIMP-2, MMP-9 ve
mTOR sinyal yolag: belirteci olan p-s6k’nin ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesi
olas1 proje konularimizdan olup CHD1L nin kan testis bariyeri ile ilgili roliinii ortaya

cikarmada literatiire nemli bilgiler sunabilecektir.

Sunulacak olan bu bilgilerin devaminda kan testis bariyerinin agilip kapanma
mekanizmasinin bozuldugu durumlarda ortaya ¢ikan germ hiicre kaybi ve neticesinde de
meydana gelen erkek infertilitesinin molekiiler sebeplerini anlamak ve ¢éziimiine iliskin

onemli bilgiler saglayacagini diisiinmekteyiz.
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