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OZET

BORIS (Brother of the Regulator of Imprinted Sites; CTCFL), genetik olarak
imprinte genlerin ekspresyonuna katilan bir proteindir. Ekspresyonu, eriskin
viicudunda normal kosullar altinda sadece testiste, bunun disinda malignant
hiicrelerde ve kok hiicrelerde belirlenebilmistir. Genlerin dogru bir sekilde ekspre
olmasinin, fertilizasyon ve sonrasinda fetiisiin gelisimi i¢in ne kadar 6nemli oldugu
bilinmektedir. Bu nedenle, ¢alismamizda, genetik miihendisligi teknikleriyle Boris
gen ekspresyonunun degistirildigi transgenik fareler kullanildi. Boris’in normal
spermatogenez, erkek fertilitesi (in vivo ve in vitro olarak) ve fetal biiylime ve
yasayabilirlik lizerindeki etkileri arastirilarak, Boris’in H19/Igf2 bolgesi gibi 6nemli
bir imprinting lokusunda dogru metilasyon imprintlerinin olusmasindaki olas1 rolii
ortaya konuldu.

Fare Boris geni mutant ve normal olmak iizere iki farkli formda, GFP (yesil
fluoresan protein) ve tetrasiklin (Tet) duyarli element igeren iki yonlii Tet
plasmidine (pTRE-Tight-BI-AcGFP1) klonlandi. Bu sistem Boris transgeni
ekspresyonunun sadece testiste ve tetrasiklin analogu olan doksisiklin varliginda
goriilebilmesine imkan sagladi. Elde edilen plasmid, fare zigotlarina enjekte edildi.
Genotipleme ile tespit edilen kurucu (ata) Boris transgenik fareler, testise 0zgil
ekspresyon icin testis-spesifik promoterlerin bulundugu Protamin Cre veya
Snaptonemal kompleks Cre transgenik fare soylar1 ve indiiksiyon i¢in tetrasiklin-
kontrollii transaktivator protein (rtTA)’e sahip rfTA transgenik fare soylari ile
ciftlestirildi. Doksisiklin (2mg/ml) muamelesine tabi tutulan farelerin testislerinden
RNA izolasyonu yapilarak kantitatif gercek zamanli PCR metodu uygulandi. Testis
ornekleri 151k ve fluoresan mikroskopla incelendi. Proliferasyon indeksleri (PCNA)
ve apoptotik hiicre oranlar1 hesaplandi. Bu fareler ile ¢iftlestirilen disi farelerin
gebelikleri doguma kadar takip edilerek yavrulardaki embriyonik hasarlar
degerlendirildi. Bisiilfit sekanslama analizleri yapilarak H/9 DMD metilasyonu
arastirildi.

Calismamizin sonuglari, Boris transgenik fare soylarmin fertil oldugunu
ancak Boris proteini ve spermatogenez arasinda potansiyel bir iligki olabilecegini
isaret etmektedir. Doksisiklin ile muamele edilmis mutant ve normal Boris
transgenik fare yavrulari, kontrol gruplarina gore daha diisiik viicut agirligina sahip
iken yliksek postnatal mortalite oran1 gostermistir. Etkilenen yavrularin birgok organ
yapisinda biiylime geriligi tespit edilmistir. Ayrica yetigkin ve yavru Boris
transgenik fare DNA’sinda H/9 DMD metilasyonu kontrollere gore farkli
bulunmustur.

Calismamiz, Boris geni ile embriyogenez ve fetal gelisim bozukluklar
arasindaki ilskiyi ortaya koyan literatiirdeki ilk calismadir. Gelecek ¢alismalarimiz,
embriyogenez boyunca Boris geninin anormal ekspresyonunun nasil olup da normal
gelisimi degistirebildigine dair olas1 mekanizmalar {izerinde yogunlasacaktir.

Anahtar Kelimeler: Boris, transgenik fare, doksisiklin, spermatogenez,
fertilizasyon, embriyogenez bozukluklari



ABSTRACT

Brother of the Regulator of Imprinted Sites (BORIS; CTCFL) is a gene that
has been implicated in the expression of genetically imprinted genes. In adult
animals, it is normally expressed in the testes and is reactivated and expressed in
many cancer cells and embryonic stem cells. However, it is well known that the
appropriate gene expression is crucial for the fertilization and further fetal
development. Therefore, we genetically engineered mice in such a way to allow
expression of the Boris gene to determine its effects on spermatogenesis, male
fertility (both in vivo and in vitro), fetal growth and viability and also the formation
of methylation imprints in H79/Igf2 locus.

The mouse Boris gene, two different forms as mutant and normal, was
cloned into the Bidirectional Tet plasmid (pTRE-Tight-Bl-AcGFP1) that contains
GFP and a tetracycline (Tet) responsive element which permits expression of the
Boris transgene when doxycycline is present in the drinking water. This plasmid was
injected into mouse zygotes to create the transgenic strains. Mice born from injected
zygotes were screened by PCR to determine founder lines. These mice were then
bred to transgenic strains that carry testis specific promoters, Protamine Cre or
Synaptonemal complex Cre, and tetracycline controlled transactivator protein (r#7A)
for the ectopic gene induction. The triple transgenic mice were then administered of
a 2-3 month course of doxycycline (2mg/ml supplemented with %35 sucrose) in
drinking water. RNA samples were extracted from testis and quantitative real time
PCR method (qQRT-PCR) was performed. Testis samples were further evaluated by
light and fluorescein microscopy and proliferative index (PCNA) and percentage of
apoptotic cells were calculated. Females bred to such males and who were on
doxycycline during the pregnancy were allowed to give birth and altered embryonic
defects in the offspring were analyzed. Bisulfite sequencing was performed to
analyze H/9 DMD methylation status.

Our results showed that both Boris transgenic mice were fertile but there was
a potential relation between Boris and spermatogenesis. The offspring from
doxycycline fed mutant and normal Boris transgenic mice were smaller with a
higher postnatal mortality rate compared to that of control mice. The affected pups,
confirmed by genotyping, showed retarded growth in most organs. In addition, H/9
DMD methylation status was found to be significantly different than controls with
the adult and offspring DNA samples.

Our study is of importance for being the first to investigate the possible
relationship between BORIS and embryogenesis defects and fetal development.
Future work will focus on possible mechanisms for how the Boris gene, when
aberrantly expressed during embryogenesis could alter normal development.

Keywords: Boris, transgenic mice, doxycycline, spermatogenesis, fertilization,
embryogenesis defects
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

BORIS :Brother of the Regulator of Imprinted Sites
BWS :Beckwith-Weidemann sendromu
ChIP :Kromatin immiinopresipitasyonu
CRE :Cre rekombinaz

CREB :cAMP cevap elementi baglayici protein
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PCNA
PCR
PGH
PMSG
PWS
qRT-PCR
SAM
SCO
SDS
TAE
TBS
Tet

TP
TRE
TUNEL
UYTE
ZF

:Cogalan hiicre ¢ekirdek antijeni

:Polimeraz zincir reaksiyonu

:Primordiyal germ hiicreleri

:Pregnant mare serum gonadotropin

:Prader Willi sendromu

:Kantitatif real-time polimeraz zincir reaksiyonu
:S -adenozilmetionin

:Sertoli Cell Only “Sadece Sertoli hiicresi bulunan”
:Sodyum dodesil siilfat

:Tris asetat EDTA tamponu

:Tris tamponu

:Tetrasiklin

:Transizyon (gegis) proteinleri

:Tetrasiklin duyarl element

:Terminal d-UTP Nick-End Labeling

:Uremeye yardimci teknikler

:Cinko parmak (Zinc finger)
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Dokuya 6zgii gen ekspresyonunun dogrulanmasi.

Transgenik fare yavrularma ait GFP ekspresyonu.

Mutant Boris transgeni i¢in qRT-PCR sonuglari.

Normal Boris transgeni icin qRT-PCR sonuglari.

Parafine gdmiilmiis mutant Boris transgenik fare testisine ait kesit.
Parafine gdmiilmiis normal Boris transgenik fare testisine ait kesit.
Kontrol ve Boris transgenik hayvanlara ait yavru viicut agirliklar.
Kontrol ve Boris transgenik yavrularinin viabilite ve mortalite oranlari.
Normal ve anormal goriiniimlii yavrular.

Normal Boris transgenik farelere ait anormal yavru fenotipi.

Kontrol ve gozii acik dogan transgenik yavrularin viicut agirliklari.
Kontrol ve normal Boris transgenik fare yavrularinda okiiler fenotip.
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Kontrol ve Boris transgenik fare testislerine ait ortalama % PCNA indeksi.

Kontrol ve Boris transgenik testis kesitlerine ait TUNEL boyanmalari.

Kontrol ve Boris transgenik fare testislerine ait apoptotik hiicre yiizdesi.

Kontrol ve Boris transgenik fare spermlerine ait % fertilizasyon oranlari.

Normal ve patolojik fetiis goriiniimii.
Kontrol ve Boris transgenik fare spermlerine ait metilasyon dagilima.

Kontrol ve Boris transgenik fare spermlerine ait kolonilerde metilasyon.

Kontrol ve anormal Boris transgenik yavrularina ait metilasyon dagilima.

Kontrol ve anormal transgenik yavrulara ait kolonilerde metilasyon.

XV

66
66
67
68
69
69
70
70
71
71
72
73

74
75
76
76
77
78
79
79
80
81
81



Cizelge

3.1. Mutant ve normal Boris transgenleri icin PCR reaksiyonlart.
3.2. Calismada kullanilan Cre ve Rosa rtTA transgenik fareler.
3.3.  PCR reaksiyonlar1 i¢in dizayn edilen primer dizileri.

3.4. Rosa rtTA ve Cre transgenleri i¢in PCR reaksiyonlari.

3.5. KSOM medyumunun hazirlanisi.

3.6.  Bisiilfit reaksiyonu bilesenleri.

3.7. DNA’nin bisiilfit ile muamelesinde kullanilan PCR programa.
3.8. HI9 DMD i¢in PCR reaksiyon karigimi.

4.1. Kontrol ve Boris transgenik fare testislerine ait apoptotik hiicre yiizdesi.
4.2.  Kontrol ve Boris transgenik fare spermleri ile IVF sonuglari.

CIZELGELER DiZiNi

XVi

Sayfa

45
47
47
47
56
58
59
60
77
78



GIRIS VE AMAC

Insanlarda biri anneden digeri babadan gelmek iizere, her kromozomdan iki
ornek bulunur. Bununla birlikte, bazi genler anneden gelen kromozomlarda aktif
iken bazi genler sadece babadan gelen kromozomlarda aktiftir. Diger bir deyisle,
sorumlu olduklart 6zelligin ortaya ¢ikabilmesi i¢in sadece anne ya da babadan
gelmis olmasi, diger allelinin ise baskilanmis olmas1 gerekir. “Genetik imprinting"
olarak adlandirilan bu durum, genetik materyalin anneden veya babadan kalitilmis
olmasina bagli olarak farkli ekspresyonudur [1, 2].

Genetik imprinting, non-mendelien kaliim gosterir [3] ve DNA’nin
epigenetik modifikasyonunu gerektirir. DNA dizisinde bir farklilik yaratmadan gen
ekspresyonunu degistiren ve bir sonraki ogul dole aktarilabilen degisiklikler
epigenetik degisiklikler olarak tanimlanmaktadir [4, 5]. Bu modifikasyonlar, gelecek
nesilde tersine cevrilebilir nitelikte olan gen ekspresyonunda degisiklikler
olusturabilir. Glinlimiizde kabul edilen goriis, hiicre genomunun islevini gérebilmesi
icin temel epigenetik diizenleyicinin DNA'nin metilasyonu oldugu yoniindeki
goriistiir [6]. Gergekten de, bazi genlerin gorevlerini yerine getirebilmesi ile
DNA'sinin metilasyon durumu arasinda siki bir iliski vardir. DNA metilasyonu,
DNA dizisindeki guaninin (G) 6niinde yerlesmis sitozinlerin (C) 5. konumundaki
karbonuna “metil grubu” baglanmasi ile gergeklesir ve bolgesel hipermetilasyon
promotor bdlgede bulunan CpG adaciklarini etkileyerek genin aktivitesini durdurur.
DNA hipermetilasyonunun disinda hipometilasyon da, kromozom instabilitesine,
retrotranspozon elementlerin  ve onkogenlerin aktivasyonuna yol acgarak
karsinogenezin olusumunda 6nemli rol oynar [7]. Dolayisiyla genin aktivasyonu ile
metilasyonu arasinda genellikle ters bir iliski vardir. Metilasyonun aksi ise
"demetilasyon", yani sitozine baglanmis olan metil grubunun kalkarak, o genin
tekrar fonksiyonuna baslayabilmesidir. Bu metilasyon-demetilasyon durumu
primordiyal germ hiicreleri (PGH) evresindeyken islemeye baslar; spermatogenez
siirecinde devam ederek, fertilizasyonu takiben embriyo gelisimini ve sonugta
eriskin organogenezini ayarlar [8, 9]. Eger bu sirada imprinting mekanizmasinda
problemler olursa fetiisiin gelisimi de anormal olur, hatta malign hastaliklar ortaya
¢ikabilir [10].

Son yillarda yapilan pek cok calismada, genetik imprinting defektlerinin
neden oldugu sendromlar ile iiremeye yardimci teknikler (UYTE) arasinda bir iliski
olup olmadigi konusu iizerinde yogunlasilmistir. Bir¢ok vaka raporu ve kontrollii
calisma, UYTE ile diinyaya gelen cocuklarda anormal genetik imprinting oldugunu
vurgulamaktadir. UYTE ¢ocuklarinin, Beckwith-Weidemann (BWS), Prader Willi
(PWS) ve Angelman sendromlar1 gibi genetik imprinting defektlerinin neden oldugu
bilinen, belli bazi sendromlar bakimindan yiiksek insidansa sahip oldugu ifade
edilmektedir [9, 11-18].



Infertil ciftlerin yaklasik %350-70'inde erkege ait bir sorun bulundugu
belirtilmektedir [19, 20]. Genetigin bu fenomen igerisindeki rolii de detayl bir
sekilde arastirilmaktadir [21-23]. Bu infertil erkekler genellikle saglikli oldugundan,
infertilitede rol oynayan genlerin sadece spermatogenez siirecinde ekspre oldugu ya
da fonksiyonel olarak sadece spermatogenez ve/veya lireme igin gerekli oldugu
diisiiniilebilir.  Dolayisiyla  spermin  ovositi  fertilize ederek embriyoyu
olusturabilmesi i¢in, bir yandan genlerinin saglikli bi¢cimde ekspre olmasi
gerekirken, diger yandan da bazi1 genlerinin baskilanmasi1 gerekir. Genin
baskilanmasi Onemlidir; ¢linkii o gen eger calisirsa irettigi faktor belki de
spermatogenezde bazi basamaklar1 baskilayabilecektir (imprinting).

DNA metilasyonu erkekte lireme organlarinin gelisiminde, spermatogenezde,
seksiiel davranislar ve fertilizasyonu takiben embriyo gelisiminde onemli bir role
sahiptir [24-27]. Dolayisiyla, metilasyondaki bozukluklar beraberinde anormal
seksiiel gelisim ve lireme bozukluklarini da getirecektir. Yapilan ¢aligmalarda, bazi
infertilite olgularindan metilasyon bozukluklarinin sorumlu olabilecegi ifade
edilmektedir [28]. Ayrica genetik imprinting bozukluklarinin hipospermatogeneze
yol actig1 ve oligozoospermik erkeklerin bu imprinting defektlerini ¢ocuklarina da
gecirdikleri ileri siiriilmiistiir [29]. Dogacak ¢ocuga genetik materyalin saglikli
bicimde gegebilmesinde sperm DNA'sinin biitiinliigii esastir. Sonug olarak, erkek
lireme sisteminin gelismesinde ve spermatogenezi etkileyebilen genlerin
ekspresyonunda DNA metilasyonunun rolii dikkat ¢ekici bir konudur.

2002 yilinda Loukinov ve arkadaslari tarafindan yeni bir protein tanimlanmisg
ve BORIS (Brother of the Regulator of Imprinted Sites ya da CTCFL; CCCTC-
binding factor-like protein ya da CTCF-T) olarak adlandiriimistir [30]. Tlging olarak,
BORIS geninin ekspresyonu, eriskin viicudunda normal kosullar altinda “testiste” ve
bunun disinda “malignant hiicrelerde” ve “kok hiicrelerde” belirlenebilmistir [31,
32]. Bu nedenle, bu gen testise 0zgiidiir ve ayrica tiimorlii dokularda yeniden aktive
oldugu i¢in “kanser-lireme hiicre hatt1 (germline) genlerinden™ biri olarak kabul
edilir. BORIS’in epigenetik bir diizenleyici ve testise 6zgii olmasi1 nedeniyle, erkek
genomunun genetik imprintinginin yeniden programlanmasi konusunda rolii
olabilecegi ifade edilmektedir [33].

BORIS’i diger kanser - {ireme hiicre hatt1 ailesi iiyelerinden ayricalikli tutan
nokta ise somatik dokularda normal sartlarda yaygin olarak ekspre olan bir
paralogunun olmasidir. Bu paralog, iizerinde yogun bir sekilde c¢alisilan CCCTC
baglanma faktdrii (CTCF) proteinidir. BORIS ve CTCF proteinleri, amino (N) ve
karboksi (C) uclar1 diginda, ortak 11-¢inko parmak (zinc finger) yapisina sahip olup,
ayn1 DNA bélgelerine baglanabilmektedir. Dolayistyla BORIS ekspre eden bir hiicre
CTCF, CTCF ekspre eden bir hiicre ise BORIS ekspresyonu gostermemektedir. Bu
nedenle, kanser hiicrelerinde, CTCF ile BORIS ekspresyonlar1 arasindaki
regiilasyonun bozularak, bunun kanser gelisimi ile iliskili olabilecegi ileri
siiriilmektedir [31, 34].



CTCF, imprintingin epigenetik regiilasyonu, X kromozomu inaktivasyonu,
represyon, kanser-testis genlerinin aktivasyonu, kromatin organizasyonu gibi pek¢cok
onemli olayda rol oynamaktadir [35-37]. Dolayisiyla benzer DNA baglanma
bolgelerine sahip olmasi nedeni ile BORIS’in, CTCF’in rol oynadigi bu &nemli
olaylarda, o©zellikle de genetik imprinting ve embriyonik gelisimde, rol
oynayabilecegi ileri siiriilebilir. Bu nedenle, tiimorogenezin yanisira, BORIS geninin
bu potansiyel olasi rolleri oldukc¢a dikkat ¢ekici ve arastirmaya deger bir konudur.

Genlerin dogru bir sekilde imprinte olmasinin, fertilizasyondan sonra ve
fetiisiin gelisimi i¢in ¢ok onemli oldugu artik kabul edilen bir goriistir. BORIS
mRNA’s1 yetigkin testisinde germ hiicrelerinde, 6zellikle primer spermatosit ve
yuvarlak spermatidlerde ekspre olmaktadir. Bununla birlikte, BORIS’in embriyonik
ve fetal gelisim boyunca ekspresyonu ve rolii heniiz tam olarak aydinlatilamamustir.
Bu nedenle, calismamizda, genetik miihendisligi teknikleriyle Boris gen
ekspresyonunun degistirildigi, genetik yapist degistirilmis transgenik fareler
kullanilmigtir. Calismamizda amacimiz, ektopik Boris ekspresyonunun, normal
spermatogenez ve erkek fertilitesi (hem in vivo hem de in vitro olarak), fetal biiyiime
ve yasayabilirlik (viabilite) iizerindeki etkileri ile H79/Igf2 imprinting lokusunda
dogru metilasyon imprintlerinin olusmasindaki olasi roliinii arastirmaktir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Tarihsel Yaklasim

Tiim ileri geligmis organizmalarda oldugu gibi, insanlarda da soy siirdiirme
esey hiicreleri araciligiyla olmaktadir. Soy devamliligi, erkek ve disi gametlerin
birlikteliginin -birlesmenin- sonrasinda yeni olusan hiicre birimine dayandirilmig bir
gizemin baslangicini ifade eder. Bu baglamda esey hiicrelerinin varligi yeni birey
olusumunda temel faktordiir. Bu faktorlerden “atak” davranan erkek hiicrenin
kaynagi, erkek gonad (testis) ile ifadesini bulur. Erkek gonadlarin gorevlerini
anlamak i¢in insanoglu uzun ugrasilar vermistir. Merak edileni anlamak ve pratikte
ne ise yaradigini belirlemek ve ‘bilim-bilgi’ iiretme amacia gore bilinmeyeni
ogrenme istegi, her alanda gelisen bugiinkii bilgi diizeyinin hazirlayicisi olmustur.
Iste insanoglunun soy devamliligmi saglayan esey hiicrelerinin gizemliligi ve
olusturduklar1 yeni olusumlar, bu baglamda anlasilabilmistir.

Kisirlagtirmanin (kastrasyon) etkisi antik caglarda dahi bilinmesine ragmen,
testis ve fertilite arasindaki iligki 17. yiizyila kadar agik degildi. Aristo, 10 400
yillarinda testis anatomisini gosteren oldukca dogru c¢izimler yapmistir, fakat
testislerin fertilite i¢in gerekliligi bilinmiyordu. De Graaf tarafindan yapilan
incelemeler sonucunda, testislerin genel yapist ve fonksiyonu dogru bir sekilde
gosterildi [38]. Graaf’in gozlemlerini takiben 1667 yilinda, van Leeuwenhoek
spermatozoayl seminal sivi igerisinde gozlemledi [38]. Von Kolliker’in
calismalarina degin, spermatozoayr iireten birimler (seminifer tiibiiller) ve
spermatozoanin olusumu arasindaki iligki net olarak bilinmiyordu. Bu aragtirmaci,
spermatozanin seminifer tiibiillerde gecirdigi bir seri gelisim siireci sonunda
iretildigini ortaya koydu; spermatozoanin iiretimi ile noktalanan bu hiicresel
degisiklikler “spermatogenez’ olarak adlandirildi [39].

Kastrasyonun hormonal etkisinin oldugu yine Aristo zamaninda bilinmesine
ragmen, bu konuya Berthold’un deneysel g¢alismalart 11k tuttu [40]. Berthold,
horozlarda yaptig1 calismalarda, kastrasyondan sonra ibik yapisinda azalma ve 6tme
eyleminin kaybolmasinin, testis transplantasyonu ile geri dondiiglini ve diizeldigini
gosterdi. Bouin ve Ancel adli arastirmacilar, erkeklik (maskiilen) faktoriin Leydig
hiicrelerinden salindigini 1903 yilinda ortaya koymasina ragmen [41], testosteronun
izole edilmesi ancak 1935 yilinda David ve arkadaslar tarafindan gerceklestirildi.

Ondokuzuncu yiizyilin sonlarinda mikroskop alaninda gerceklesen
ilerlemeler, spermatogenezin  Ozellikleri  hakkindaki  bilgi  dagarcigimizi
genisgletmistir. Ayrica, kromozomlarin kesfedilmesi, mitoz ve mayoz olaylarinin
ortaya konulmasi erkekte gamet iiretimi olayin1 anlamamizi biiylik Olcilide
kolaylastirmistir.



2.2. Gametogenez

Gametogenezde germ hiicrelerinde Once proliferasyon, arkasindan hiicre
siklusunda bir miiddet duraklama ve devaminda hiicre farklilasmasi olaylar1 pesisira
birbirini izler. Erkek fare embriyonunda ilk primordiyal germ hiicreleri (PGH)
ciftlesmeden sonraki 7.5. giinde goriilir. Bunlar bir yandan gonadlara gog
ederlerken ayni zamanda hizla ¢ogalmalarini siirdiiriirler. Fotal Sertoli hiicreleri ile
cevrelenmesini takiben PGH'lerine gonosit ya da prospermatogoniya adi verilir.
Ciftlesmeden sonra 13.5-15. giinden doguma kadar gonositlerin ¢ogalmast durur
(Sekil 2.1). Dogumdan sonra yeniden ¢ogalma baslayarak, spermatogoniyal kok
hiicreleri olusturur ve bunlar arasindan bazilar1 10. giinden itibaren aktifleserek
farklilagir ve mayoza girer [42]. insanda da temelde benzer bir siirec islemektedir.

Ekstraembriyonik mezodermde PGH proliferasyonu
PGH’leri
* PGH gocu

embriyoyasi 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19

} } }

Gastrulasyon siirecinde PGH’leri Gonadal kabarti
embriyoya girer cinsiyet farklanmasi G1’de Prospermatogoniya

Sekil 2.1. Fare embriyolarinda erkek germ hiicre gelisiminin zamanlamasi. Embriyogenez boyunca
PGH’leri ¢iftlesmeden sonraki (dpc) yaklasik 7.5. giinde belirlenebilmektedir. Germ
hiicreleri genital kabartt alanina ¢iftlesmeden sonraki 10.5-11.5. giinler arasinda ulasir.
Cinsiyetler arasindaki farkliliklar ilk olarak genital kabartinin morfolojik olarak
farklandig1 ciftlesmeden sonraki 12.5. giinde ortaya c¢ikar. Ciftlesmeden sonraki 13.5.
giinde erkek iireme hiicreleri mitotik areste ugrar. Farede ilk spermatogenik siklus,
dogumdan en az | hafta sonrasina kadar mayoza baglamaz [43].

2.2.1. Memeli Spermatogenezi

Spermatogenez, seminifer tiibiillerde gergeklesen ve sperm iiretimi igin
gerekli olan oldukca karmasik bir hiicresel farklilasma siirecidir (Sekil 2.2). Uc
asamada incelenebilir. Mitotik proliferasyon fazinda; germ hiicreleri mitoz boliinme
ile ¢ogalarak kendilerinin aynis1 olan hiicreler olustururlar. Rediiksiyon-boliinme
fazinda; mayoz béliinme ile germ hiicreleri kromozom sayilarini 23'e indirirler.
Farklilasma fazinda ise; sperm Onclisii hiicreler (spermatogoniya, spermatosit,
spermatid) sperme donisiirler. Seminifer tiibiil icinde, spermatogenezin tiim
asamalarindaki sperm Onciilii hiicreler bulunur. Farklilasma fazim1 tamamlayan
hiicreler seminifer tiibiil limenine salinirlar. Bu nedenle testisin farkli alanlarinda,
gelisimin degisik evrelerinde olan sperm hiicrelerinin iiretimi devam eder.

Literatiirde spermatogenez baslig1 {izerine yazilmis ¢ok sayida derleme ve
calisma bulunmaktadir. Tezin giris boliimiinde, spermatogenez kavrami iizerinde
durularak temel tanimlayici bilgiler sunulacaktir.
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Sekil 2.2. Mayozun asamalarini gosteren erkek gametogenezi. n, kromozom sayisini, c ise kopya
miktarimi (DNA igerigi) ifade etmektedir [44].

2.3. Testisin Genel Yapisi

Insanlarda, her bir testis genellikle 15-20 ml hacminde, 4 cm uzunlugunda,
2.5 cm eninde ve 10-15 g agirligindadir. Skrotum i¢inde, abdomen disinda bulunan
cift testisler, “tunika albuginea” denilen siki bir bag dokusu kapsiilii ile ¢evrilidir.
Tunika albuginea, 6n ve yan yiizlerinde “prosessus vaginalisin” kalintis1 olan tunika
vaginalisin, visseral ve pariyetal yapraklari ile kaplanmistir. Tunika albugineanin i¢
ylizeyinden bir bag dokusu boélmesi (septasi) testisin arkasinda yer alan
“mediyastinum” bolgesine dogru uzanir. Bag dokusundan olusan bu bolgenin
icerisinde anostomozlasmis (agizlasmis) bir kanal ag1 goériiniimiindeki “rete testis”
vardir.

Diiz kas fibrillerini de igeren siki bag dokusundan olugsmus tunika albuginea
kapsiilii, fizyolojik ve farmakolojik uyaranlara cevap olarak kasilmay1 saglar.
Tunika albugineanin i¢ yiizeyi ise, gevsek bag dokusu karakterinde ve damardan
zengin bir bolge olan “tunika vaskiiloza” ile komsuluk yapar. Testislerin loblanma
derecesi tiirler arasinda farkliliklar gosterir; lobguklar igerisinde spermatogenezin
gergeklestigi seminifer tiibiiller (tubulus seminiferus kontortus) vardir. Seminifer
tiibiiller mediastinum testisten sarmallar seklinde uzanir ve “tubuli rekti” denilen diiz
tiibiillerle baglantilidir. Boylece, her bir sarmali olusturan tiibiil olduk¢a katlantili bir
yap1 gostererek yilizey alanini genisletir. Tibiil sarmallarinin olugmasi “olgun
olmayan” Sertoli hiicrelerinin gelisim sirasindaki mitotik aktivitesinin sonucudur
[45]. Tiibiiller aras1 dokunun diizeni tiirler arasinda oldukc¢a dramatik degisiklikler
gosterir; kan damarlari, lenfatikler ve sinir liflerini igerir. Tiibiiller aras1 dokudaki
Leydig hiicreleri, damarlarla ve seminifer tiibiillerin “lamina propriyas1” ile iligkili
olup gruplar halinde dagilmistir. Seminifer tiibiillerin cevresinde ise, “miyoid
hiicreler” denilen modifiye diiz kas hiicreleri vardir.



Testisler, insanlarda ve diger bazi memeli tiirlerinde fetal ya da erken post-
natal hayatta “skrotuma” inerler. Bircok omurgalinin testisi abdominal bolgede
(karin boslugu) yer aldigindan, insanlardaki bu durum oldukga ilgi cekicidir.
Insanlarda testisin skrotumda yer almasi, viicut 1s1sma gore, yaklasik 2°C’lik bir 1s1
farkina neden olur. Bir ya da her iki testisin birden abdominal kavitede asili
kalmasma “kriptorsidizm” denir. Bilateral olarak kriptorsidik olan erkekler
infertildirler, ancak unilateral kriptorsidik olan baz1 erkekler sperm {iretebilirler.

“Spermatik kord” testiste gelen ve giden kan damarlarini, “vaza deferens” ise
lenfatikleri ve sinirleri igerir. “Pampiniform pleksus” zengin ven agindan olusur;
testis lizerinde testikiiler arteri ¢evreler ve bu arterle kaynasarak spermatik korda
uzanir. Insanlarda ve bircok hayvanda pampiniform pleksus kompleks bir damar ag
sisteminden olusur ve “termo-regiilasyonda” rol oynar. Bu etkin sistem, kani testise
girmeden Once sogutur ve testisten viicuda donen kani ise 1sitir. Bu sistem ayni
zamanda testise giden arteriyal kan basincini kontrol etmede rol alir. Testikiiler
venlerin kapakgiklar1 vardir ve genellikle “varikoz” haline gelerek, “varikosel”
denilen patolojik duruma neden olabilirler. Varikosel sonucunda skrotum ig¢i 1sinin
arttig1 ve fertiliteyi etkiledigi one stiriilmektedir [46]. Ayrica varikoselin, testikiiler
hacimde bir azalmaya ve Leydig hiicre salgisinda diisiise neden oldugu bildirilmistir.

2.3.1. Seminifer Tiibiiller

Her evredeki germ hiicreleriyle bunlari destekleyen Sertoli hiicrelerini
icerirler. Testis hacminin %85-90’nin1 olustururlar. Sertoli hiicreleri sayilari
degismeyen, boliinmeyen hiicrelerdir. Tiibiilin bazal membranina otururlar.
Birbirlerine siki baglantilar1 vardir ve boylece kan-testis bariyerini olustururlar.
Spermatozoanin pubertede, immiin sistemin kendiliginden tanima “self recognition”
doneminden ¢ok daha sonra ortaya ¢ikmasi nedeniyle bu bariyer dnemlidir. Sertoli
hiicreleri, gelisen germ hiicrelerini beslemenin yaninda o6ziirlii olanlar1 fagosite
etmekle de gorevlidir. Tiibiil liimenine yaklastikga spermatosit ve spermatidler
gozlenir. Olgun spermiyumlar Sertoli hiicreleri ile simbiyotik bir evre yasarlar.
Tiibiiliin bazal membrani tarafinda ve bazal lamina {izerinde spermatogoniyumlar
bulunur.

Germinal ya da spermatogenik hiicreler bazal membrandan liimene dogru
asama asama eriskinleserek siralanir. Spermatogoniyumlar bazal membran {izerine
direkt otururlar. Yetiskin farelerde 12 degisik tiibiill asamasinda gozlenen germ
hiicreleri liimene dogru, tiiblil duvarinda segmental olarak goézlenirler. Primitif
hiicreler (spermatogoniya) boliinerek yenilendigi gibi sonradan spermatosit olacak
olan hiicrelere de doniisiir. Spermatositler, boliinerek gelisim asamasina katilir ve
spermatidleri olusturur. Bu asamaya kadar olan olaylarin tiimiine “spermatogenez”
adi1 verilir. Spermatidler de degisime ugrayip spermatozoayi olustururlar ki bu
asamaya da “spermiyogenez, spermiyohistogenez (ya da spermiyositogenez)”’
denilir. Bu degisim, cekirdegin yogunlagmasi, Golgi yikimi sonucu akrozomun
belirmesi, sentriyol gocii, sitoplazmanin biiyilk oranda kaybi, kuyrugun gelisip
spermin ortasindaki mitokondriya ile iliskili hale gelmesi olaylarini kapsar.



2.3.2. Sertoli Hiicreleri

Bu hiicreler, seminifer tiibiiliin periferinden liimenine dogru uzanan diploid
hiicrelerdir. Spermatogenez esnasinda ¢ok 6nemli rol oynarlar. En énemli gorevleri
germ hiicrelerinin farklilagmasi i¢in gerekli ¢evreyi saglamaktir. Biitiin germ hiicre
serisi ile kontakt halindedirler. Sertoli hiicrelerinin bazal kisimlari, seminifer tiibiiliin
bazal laminasi ile iliskidedir dolayisiyla sistemik sirkiilasyonla gelen maddelere
direkt olarak erigebilirler. Spermatogoniyumlar, Sertoli hiicreleri gibi bazal lamina
iizerinde yer alirken, spermatogenik hiicre serisinin diger hiicreleri Sertoli hiicreleri
tarafindan olusturulmus kompartmanlar i¢inde yerlesiktirler.

Sertoli hiicrelerinin mikroskobik yapist olduk¢a karmasiktir. Cok miktarda
diiz endoplazmik retikulum (DER) ve mikroflamanlar kiimesi seklinde belirgin bir
hiicre iskeletine sahiptirler. En Onemli 0zellikleri ise Ozellesmis baglanti
kompleksleridir. Cesitli tiplerde baglantilar kurarlar ve hiicre-hiicre kontaktlarini
siirdiiriirlerken ayrica germ hiicre serileri ile de iletisim halindedirler. Siiphesiz ki,
en onemli baglanti Sertoli-Sertoli hiicresi arasinda kurulan siki baglantidir. Bu
baglantilar hiicreleri sikica bir araya getirerek, baz1 maddelerin gecisine engel olur
ve kan-testis bariyeri icin Onemlidir. Dolayisiyla seminifer tiibiillerde iki
kompartman tanimlanabilir: Seminifer tiibiiliin periferinden hiicreler aras1 baglanti
kompleksine kadar olan “bazal” kompartman ve baglanti kompleksinden tiibiiliin
liimenine dogru uzanan “adliiminal” kompartman (Sekil 2.3). Spermatogoniya bazal
kompartmanda yer alirken ardindan gelen spermatogenik hiicre serisi ise adliiminal
kompartmanda yer alirlar. Sertoli hiicrelerinin destek gorevi goérmesi ve ilettikleri
cesitli sinyaller, yetiskinlerde germ hiicre farklilasmasi, mayoz ve spermiyogenez ve
spermatogoniyal kok hiicre havuzunun devamliligi i¢in kritik neme sahiptir [47].

Adliminal -

—
—

Bazal

interstisyel -

Sekil.2.3. Seminifer tiibiile ait kompartmanlagsma. Spermatogoniyum (koyu mavi), Sertoli hiicreleri
(turuncu) ve farklilagsan germ hiicreleri (agik mavi) gosterilmektedir. Tiibiil disindaki nisi
ise myoid hiicreleri (yesil), kan damarlar1 (kirmizi) ve Leydig hiicreleri (sar1)
olusturmaktadir [48].



2.3.3. Leydig Hiicreleri

Seminifer tiibiiller arasindaki bag dokusunda bulunurlar ve kan damarlar
etrafinda kiimelenirler. Steroid biyo-sentezinde gerekli olan iyi gelismis DER,
Leydig hiicrelerinin tipik bir 6zelligidir. Ayrica, insanlarda biiyiikliikleri ve sekilleri
degisen ve “Reinke kristalleri” olarak adlandirilan sitoplazmik inkliizyonlara
sahiptirler. Bu inkliizyonlar1 igermeyen Leydig hiicreleri de bulunabilir ve bu
durumda bu tiir hiicreler “olgun olmayan” formdaki Leydig hiicreleri olarak kabul
edilmektedir [49]. Leydig hiicreleri arasinda da siki baglant1 kompleksleri vardir.

Leydig hiicrelerinden testosteron salgilanmas1 LH ve reseptorleri araciligiyla
kontrol edilir; LH ve reseptorleri, steroid iliskili yolaklarin ¢alisabilmesi igin gerekli
enzimlere ait genlerin transkripsiyonunu uyarir [50]. Androjen reseptorleri, Sertoli
hiicrelerinde ve peritiibiiler miyoid hiicrelerinde yerlesim gosterir [51].

2.3.4. Peritiibiiler Miyoid Hiicreler

Peritiibiiler miyoid hiicreleri yassi, diiz-kas-benzeri hiicreler olup testikiiler
kordonlar1 sarar. Farede, bu hiicreler sadece tek kat seklinde bulunur [52]. Miyoid
hiicreler birbirlerine baglanti kompleksleri ile baglanir ve ¢ok miktarda aktin
filamani igerir. Bu aktin filamanlari, seminifer tiibiillerin diizensiz kasilmalarina
olanak saglar ve boylece Sertoli hiicrelerince iiretilen salginin ve spermatositlerin
liimene atilmasini kolaylastirir. Bu hiicreler, Sertoli hiicre fonksiyonunu etkileyen,
hiicre dis1t matriks bilesenleri ve biiyiime faktorleri gibi diger bazi maddeler de
salgilarlar [52]. Miyoid hiicrelerin, testis gelisimi ic¢in gerekli olan androjen
reseptorl icerdigi ve retinol islevinde gorev aldigi da bilinmektedir [52]. Kisacast,
miyoid hiicreler testisin yapisal biitiinliigiiniin korunmasinda ve normal
spermatogenik fonksiyonun islemesinde gorev iistlenmektedir.

2.4. Germ Hiicreleri ve Olusum Siireci

Bir¢ok hayvan tiiriinde, belli basli spermatogenik hiicreler sadece belli baslt
hiicreler ile iliski halindedir. Ornegin; farelerde her bir spermatogoniyum bir digeri
ile ayn1 anda gelisir, dolayisiyla herhangi bir zaman araliginda seminifer tiibiil kesiti
incelenirse, spermatogoniyumdan spermiyuma kadar tiim bir hiicre serisi bir arada
goriilebilir. Bu hiicre iligkisine “spermatogenik siklus” denir. Bu anlamda farede
seminifer tiibiillerde 12 farkli evre tanimlanmistir [53]. Her evre spermatogenik
stirecte bulunan spermatid, spermatosit ve spermatogoniya tiplerinin kombinasyonu
ile karakterizedir.

Seminifer epitel modeli bircok hayvan tiiriinde mevcut iken, insanda bu
model bu kadar agik degildir. Insan seminifer tiibiil kesitlerinde, farkl
spermatogenik siklus evresinde hiicrelerin varligi ya da bazi germ hiicrelerinin
birbirleriyle olan iliskisinin varlig1 ya da yoklugu gibi bircok diizensizlik goze
carpar. Bu kompleks diizenlenmeyi kontrol eden mekanizmalar tam olarak bilinmese
de, parakrin ve otokrin mekanizmalarin rolii oldugu tahmin edilmektedir.



2.4.1. Spermatogoniya

Diploid sayida kromozoma sahip olan spermatogoniyumlar, seminifer
tiibiiliin bazal laminas1 iizerine oturmus sekilde yerlesim gdosterirler; siirekli mitoz
bolilnmeler gegirler, ya kendi benzeri spermatogoniyumlari ya da farklilagsma
stirecine gidecek primer spermatositleri iiretirler [48]. Spermatogoniyal kok
hiicreler, olduk¢a nadir olup kemirgen testisinde iireme hiicrelerinin sadece
%0.03’liik bir kismin1 olusturur [54]. Ug¢ kategoride smiflandirilir; Tip A,
intermediyet ve Tip B [55]. Tip A farklilasmamis spermatogoniya, kendi kendini
yenileyebilen spermatogoniyal kok hiicre tipi olup, tek bir hiicre ya da A single (A)
olarak adlandirilir [55]. Tip A spermatogoniyumlar boliinerek kendilerini
cogaltiklar1 gibi diger taraftan A paired (A,) ve A aligned (Ay) gibi diger tip
spermatogoniyumlar1 olusturur [56]. A, ve A, gibi spermatogoniya tipleri
sitoplazmik kopriiler araciligt ile birbirleriyle baglanti halindedir (Sekil 2.4) [57]
[58]. Hiicreler arasindaki bu sitoplazmik kopriiler, spermatogenez boyunca varligini
stirdiiriir ve kardes germ hiicreleri arasinda mRNA’larin ve proteinlerin hareketini
saglar [59]. Aa spermatogoniya, mitotik c¢ogalmanin interfaz basamaginda bir
farklilagsma gecirerek A; spermatogoniyaya farklanir [55]. A; spermatogoniya, 5 kez
ard-arda mitoz gecirdikten sonra preleptoten primer spermatositleri olusturur ve
daha sonra sirastyla A,, Aj, A4, intermediyet (In) ve Tip B spermatogoniyaya
farklanir. Tip B  spermatogoniya ise spermatosite farklasan tipteki
spermatogoniyadir. Preleptoten primer spermatositler daha sonra mayoza girer [60].
A, spermatogoniyadan A, spermatogoniya’ya dogru gelisen hiicreler, bazal lamina
ile yiliksek derecede temas yaparken Tip B spermatogoniyadan preleptoten
spermatogoniyaya geligsen hiicrelerin bazal membran ile temasi tamamen kopar [59].
Spermatogoniyumlarin bu bdliinmelerinin mitotik kinetigi oldukc¢a karmasiktir ve
giintimiizde hala tartismali bir konudur [48].

Sekil 2.4. Sitoplazmik kopriilerle (ok) birbirine baglannmig farklilasan iki adet intermediyet
spermatogoniya. Skala bar 10pum’yi ifade etmektedir.

2.4.2. Spermatositler

Spermatogoniyumlarin boliinmesi sonucu meydana gelen spermatositler
mayoz boliinme gecirerek, haploid sayida kromozom tasiyan dort adet spermatid
meydana getirirler. Ik &nce, homolog kromozomlarin rastgele ayrilmasi olur, daha
sonra ise homolog kromozomlar arasinda genetik materyalin degis tokusu (krossing
over) gozlenir. Bu iki olay tiirlerin yagamasi i¢in gerekli olan ¢esitliligi saglar.
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Mayoz boliinmenin profaz asamasi oldukc¢a uzun bir siirecte gerceklesir;
leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diakinez olmak iizere bazi sathalar gosterir.
Spermatositler birinci mayoz bdliinmenin profaz asamasina girdiklerinde, seminifer
tiibiiliin bazal membranindan liimenine dogru hareket ederler. Mayotik profazin ilk
faz1 olan leptoten, iplik-benzeri kromozomlarin olusumuyla baslar [58]. Zigoten
fazinda homolog kromozomlarin eslesmesi goriilmeye baslar ve snaptonemal
kompleks olusur (sinaps). Ayrica hiicrelerde kromatin kalinlagmasi da zigoten
faziyla karakterizedir [59]. Burada gorev alan ii¢ onemli snaptonemal kompleks
proteini; SYCP1, SYCP2 ve SYCP3’diir. Tiim bu proteinler “fermuar” yapisinda
yeralmakta ve rekombinasyonun gerceklesmesi i¢in iki homolog kromozomu
birbirine yakin olarak tutmaktadir. Bu proteinler, kromozom yogunlagmasi
(kondenzasyon) ve sinapsis olaylarinda da gorev alirlar [61]. Zigoten asamasinda,
spermatositler bazal membrandan ayrilirlar. Pakiten asamasi, mayozun ve profaz
evresinin en uzun agamasidir ve bu nedenle gecen bu siire¢ zarfinda spermatositlerin
cesitli hasarlara maruz kalma sanslar1 en ¢oktur. Pakiten hiicrelerinde, kromozomlar
tamamen sinaps yapmis ve snaptonemal kompleks olusumu tamamlanmistir [62].
Rekombinasyonun gergeklestigi ve hiicrelerin hizli bir sekilde biiyiime gosterdigi
faz olan pakiten, memelilerde yaklasik bir haftanin sonunda tamamlanir [60].
Diploten, rekombinasyonun oldugu, kiazmata bdlgelerinin goriintiilenebildigi,
snaptonemal kompleksin birbirinden ayrilmaya baslayarak sadece rekombinasyonun
oldugu bolgelerde temasin kaldigr fazdir [61]. Profaz I, diyakinezle sona erer.
Diyakinez, kromatinlerin ileri derecede yogunlasmis oldugu ve kromozom
ayrilmasina hazirlik olarak kiazmatanin serbestlendigi fazdir [59].

Profazi takip eden metafaz asamasinda homolog kromozomlar, ig
iplikciklerine tutunurlar ve anafaz asamasinda hiicrenin karsit kutuplaria
yerlesirler. Telofaz sirasinda, her biri iki kromatid i¢eren haploid kromozomlu iki
kardes hiicre meydana gelir ve bu hiicreler, hiicrelerarasi kopriilerle halen
birbirlerine baglhdir [59].

Birinci mayozun profazi tamamlandiktan sonra sekonder spermatositler
olusur. Spermatosit-I’ler diploid kromozom (2n) ve diploid DNA miktar1 (4DNA)
tasirlar. Birinci mayoz boliinme sonucunda bu miktarlar yariya iner. Birinci mayoz
boliinme sirasinda genetik materyalin degisimi “kiazma” noktalarindan gergeklesir
ve her bir primer spermatosit iki adet sekonder spermatosit olusturur. Testiste,
mayoz II ¢ok hizli bir sekilde gerceklestiginden bu hiicreler kisa dmiirlii hiicrelerdir.
Sekonder spermatositler adeta mitozu taklit ederler; kardes kromatidler ig
iplikcikleriyle birbirlerine tutunurlar ve metafaz - anafaz II sirasinda hiicrenin karsit
kutuplarina yerlesirler [58]. Mayoz II sonunda olusan en son {iriin, spermatid olarak
adlandirilan 4 adet haploid gamettir.

Mayoz bdliinme esnasinda, seks kromozomlarmin DNA replikasyonu,
kondensasyon ve transkripsiyon zamanlamalari, somatik kromozomlardan
farkliliklar gosterir. Spermatosit-II hiicreleri, somatik mitoz boliinmeye benzeyen 2.
mayoz boliinmeyi gegirirken, kromozomlarin kromatidlerine es olusturmak igin
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2DNA’nin yarisint bir kromatin, digerini de ikinci kromatine es olusturmak igin
kullanir.

Mayoz sirasinda meydana gelebilecek herhangi bir mutasyon germ hiicre
soyu boyunca kalitildigindan mayoz hiicre boliinmesi siki bir sekilde kontrol edilir.
Snaptonemal kompleks, mayozun kontroliinde biiyilk 6nem tasir; c¢ift zincirli
DNA’nin rekombinasyonunu ve tamirini kontrol eden hiicre siklusu diizenleyicileri
icin yerlesim bolgesidir [61].

2.4.3. Spermatidler

Mayoz bdliinmeler sonucunda meydana gelen spermatidlerin gelismesi,
degismesi ve seminifer tiibiil liimenine spermiyum olarak atilmasi siirecindeki
olaylara “spermiyogenez” denir. Spermiyogenez oldukc¢a Onemli ve essiz bir
stirectir. Clinkii; basit bir hiicre 6zelliginde olan bir spermatid, yapisal, fonksiyonel
ve biyokimyasal degisikliklere ugrayarak oOzellesmis bir hiicre tipi olan
spermatozoayr meydana getirir. Bu degisim mekanizmast giliniimiizde hala
aciklanamamistir. Bu siliregte meydana gelen degisiklikler, bu hiicrelere 06zgii
olaylardir ve diger higbir hiicre tipinde gézlenmez. Spermiyogenez siireci oldukca
senkronize ve entegredir, dolayisiyla bu silire¢ sirasinda meydana gelen kiigiik
sapmalar bile infertiliteye neden olabilir; ne yazik ki bu sapmalarin ya da hatalarin
nedeni heniiz agiklanamamustir.

Spermatid, spermiyogenezin basinda basit bir hiicre tipi iken, daha sonra
spermiyumun temel hiicre iskeletini olusturmak tiizere bir seri degisim gegirir.
Spermiyogenez sirasinda temelde 5 farkli islem gerceklesir; 1) akrozom olusumu, 2)
cekirdek yogunlagmasi ve uzama, 3) kuyruk (flagellum) gelisimi, 4) sitoplazmanin
yeniden organizasyonu, 5) spermiyasyon [59]. Spermatidlerin farklilagma siirecinde,
yapist diger hiicrelerden daha karmasik olan Golgi kompleksinin sisternalari
yikilarak akrozomal vezikiilii olustururlar; ¢ekirdegin apikaline goc¢ ederek,
cekirdegi iistten saran bir kilif (takke) gibi gelisen bir akrozom sistemini meydana
getirirler. Akrozom, salgi gorevinde olan ve hiicre cekirdegi ile yakin iligkide
bulunan dev bir “lizozom” gibi diisiiniilebilir.

Hiicre cekirdegi kromatini daha siki yogunlagsma (kondenzasyon) gosterir.
Bu yapinin i¢c membrani, ¢ekirdek membrani ile siki iliskidedir. Ozellikle mayoz
boliinme sirasinda, RNA ve protein sentezi maksimum diizeydedir ve erken
spermatogenez sirasinda oldukca azalarak, neredeyse sifir seviyesine iner.
Spermatogenezin kromatinin yeniden organizasyonu siirecinde, hiicre c¢ekirdegi
somatik hiicreye benzeyen “niikleozom” yapisini, memeli spermiyumunun
“niikleoprotamin” yapisindaki ¢ekirdek yapisina dontistiiriir. DNA sarmali arasinda
bulunan histonlar 6nce geg¢is proteinleri (transizyon proteinleri-TP1 ve TP2) ile yer
degistirirler ve daha sonra bu gegis proteinleri de yerlerini “arjininden zengin”,
kiigiik bazik proteinlere, yani protaminlere birakirlar (Sekil 2.5) [63]. Protaminlerin
temel gorevleri, fonksiyonel bir spermiyum icin gerekli olan, hiicre ¢ekirdeginin
stkica paketlenmesi gibi goriinmektedir. Spermiyumun DNA’s1, protaminlerle
iliskiye girerek cizgisel, yan yana olan kromatin isinlarint olustururken, somatik
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hiicre DNA’s1 histonlar etrafinda dolanir. Memeli spermiyum kromatini,
spermatogenezin en son post-mayotik agamalarinda, histonlar tamamen protaminler
(protamin 1 ve 2) ile yer degistirdiginde yaklasik 10 kattan daha fazla bir
yogunlagsma gosterir [64]. Kromatinin yeniden modellenmesi sayesinde spermatid
DNA’s1 ¢ok kiiclik hacimde paketlenir. Protamin genlerinden herhangi birisine sahip
olmayan erkek farelerde, spermin ¢ekirdek yogunlasmasi tahrip olur [65]. Bununla
birlikte protaminler normal fertilite i¢in de énemlidir. Ornegin fareler PRM1 ya da
PRM2’den herhangi birinin haplo-yetersizligini tolere edememektedir ve bu
farelerde ciddi oranda subfertilite ya da infertilite gézlenmektedir [65, 66]. Ayrica
protamin bakimindan problemli sperm ile fertilize olan saglikli ovositlerden elde
edilen embriyolarda goriilen implantasyon basarisizliginin, tamir edilemeyen DNA
hasar1 oldugu ileri siiriilmektedir [67, 68].

Spermatidlerde, kromatinin yeniden diizenlenmesinin ardindan
transkripsiyon durur. Transkripsiyonun durmasindan énce mRNA’lar spermatidlerde
depo edilir ve daha sonra bu depo mRNA’larin kullanilmasiyla birlikte protein
translasyonu gerceklesir. Bu olay translasyonel gecikme olarak adlandirilir.
Mayozdan sonra ve spermatid kondenzasyonundan once, biiylik miktarda mRNA
transkribe edilir ve haberci (messenger) riboniikleoprotein parcaciklart (mRNP)
olarak depo edilir. mRNP’ler daha sonra uzamis spermatidlerde translasyona
ugratilir  [69]. Ayrica, spermatositlerde ve yuvarlak spermatidlerde, mRNA
depolanmasin1 kolaylagtirmak amaciyla ¢ok miktarda RNA-baglayici protein
retilir.

Sperm kuyrugunun (flagellum) gelisimi, haploid erkek germ hiicrelerinde
baglar. Spermatidde bulunan iki sentriyol ise, gelismekte olan akrozoma zit yonde
go¢ eder ve bunlardan bir tanesi 1s1nsal bir diizenleme gostererek gelecekte olusacak
spermiyum kuyrugunun “aksonem” yapisint meydana getirirken, bu sentriyole
90°’lik agiyla konumlanan diger sentriyol ise, kuyrugu ¢ekirdege baglayan baglanti
pargasini olusturur. Kuyrugun aksonem pargast uzayarak tabanindaki halka
(annulus) yapisina tutunur.

Spermatidlerdeki yeniden-sekillenmede, kuyruk olusumu diginda, sitoplazma
iceriginin biiylik kismininin atilmasi da s6z konusudur. Bu olay sonrasinda, daha
kiiclik ve kendi genetik bilgisini etkili bir sekilde ovosite aktaracak olan hiicre soyu
ortaya cikar. Sitoplazmanin yeniden organizasyonu sirasinda spermatidler kendi
orijinal hacimlerinin %25’ine kadar kiigiilir [70]. Bu olayda, c¢ekirdek ve
sitoplazmadaki suyun c¢ikarilmas: (eliminasyonu), bazi sitoplazmik kisimlarin
uzayan spermatidlerden atilmasi [71] ve sperm salinimi sirasinda rezidual (kalinti)
cisim olarak adlandirilan paketlenmis sitoplazmanin atilmasi s6z konusudur [72].

Spermiyasyon, matiir spermatozoanin tiibiil limenine atilmasini tarif eder.
Memelilerde, ge¢ spermatidler, tiibiil limenine salinimlarindan o6nce kademeli
olarak Sertoli hiicreleri ile olan baglantilarin1 kaybeder [59]. Ancak bu olay1 kontrol
eden mekanizma heniiz tam olarak aydinlatilamamaistir.
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Mekanizmast tam olarak bilinememekle birlikte, spermatidde yer alan
mitokondriyonlar bdliiniirler; dis yogun fibrillerle iligskiye gecerek tipik ciftli sarmal
(heliks) yapisin1 meydana getirirler.

Spermiyogenez  tamamlandiginda, spermatogenik hiicre serisindeki
hiicrelerin Sertoli hiicreleri ile olan sitoplazmik uzantilar1 kirilir ve spermiyumlar
seminifer tiiblil limenine salinirlar. Spermiyogenez siireci Sertoli hiicrelerinin
destegi ile gergeklesir; bunun icin spermatid ile Sertoli hiicresi arasinda “simbiyotik™
bir yasam vardir. Olgun bir spermatozoanin sitoplazmasinin yaklasik %70’1 geride
kalir ve muhtemelen Sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir.

Somatik
hucreler e

histonlar  aOROA’

\ 3
protamin
e
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¥
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Sekil 2.5. Kromatinin yeniden paketlenmesi ve somatik hiicrelerle karsilagtirmasi [64].

2.5. Spermatogenezin Endokrin ve Parakrin Kontrolii

Kemirgenlerde hormonlar spermatogenezin biitiin asamalarini
etkilemektedir. Germ hiicre proliferasyonu ve hayatta kalimi, biiyilk oranda
gonadotropin-bagimli mekanizmalara baglidir. Hipofiz gonadadotropinlerinden
olan, folikiil stimulan hormon (FSH) ve Luteinlestirictc hormon (LH),
spermatogenezin Onemli diizenleyicileridirler (Sekil 2.6). Erkek bireylerde FSH,
Sertoli hiicre sayisinin belirlenmesi, sperm iiretiminin uyarilmasi ve devamliligi igin
gereklidir. FSH etkisini, Sertoli hiicrelerinin plasma membrani {izerinde bulunan G-
protein ile birlesik FSH reseptorleri araciligiyla yapar [73]. FSH’in kemirgenlerde
spermatogoniyumlarin hayatta kalimint kontrol eden mekanizmalarla, onlarin
gelisimi lizerinde rol oynadigi iizerine bilgiler bulunmaktadir. Sertoli hiicreleri
tizerindeki FSH sinyali, en azindan bes farkli sinyal yolagini aktive eder. Bunlar,
cAMP ve protein kinazi, MAP kinazi, kalsiyum, fosfatidilinositol 3-kinaz ve
fosfolipaz A2 yolaklaridir [74]. Bu yolaklar, en sonunda cAMP cevap elementi
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(CRE)-baglanma proteinini (CREB) aktive eder ve spermatogenezin asagi
(downstream) hedef genlerini transkribe ettirir.

Testosteron, LH stimiilasyonuna bagli olarak Leydig hiicrelerinden
sentezlenir [75] ve Sertoli hiicreleri iizerinde yerlesimli androjen reseptorleri
tizerinden biyolojik etkisini gosterir [76]. Androjenlerin cAMP ve sinyal yolag1 gibi
ikincil mesajcilar {lizerinden non-genomik davranis1 {izerine de kanitlar
bulunmaktadir [77]. Ozellikle, spermiyogenezin sonraki asamalarini diizenledigi
ileri stiriilmektedir.

Testisin ¢esitli hiicre tiplerinin fonksiyonlar1 birbirleri ile baglantilidir.
Ornegin; Leydig hiicreleri tarafindan iiretilen testosteron, peritiibiiler hiicrelere ve
Sertoli hiicreleri iizerine etki yapar; bdylece hem germ hiicrelerinin gelisimine
Oonayak olur, hem de damar yapisinda bir etki meydana getirir. Dolayisiyla,
testosteron testis dokusunda endokrin bir etkiden cok parakrin bir iiriin olarak gorev
yapar [78]. Bununla birlikte, FSH ile birlikte spermatosit gelisimini destekledikleri
izerine tartigmalar yapilmaktadir. Dolayisiyla, kaliteli ve tamamlanmis bir
spermatogenez i¢in her iki hormonun kontrolii gereklidir.

Seminifer epitelin, eksojen FSH ve LH uyarisina cevabi lokal faktorler
tarafindan diizenlenir. Endokrin ve parakrin mekanizmalar arasindaki iliski testisin
fonksiyonlarimi belirler. Ancak, bu iligkinin dogas1 ve mekanizmalar1 bu konuda bir
cok calisma yapilmasina ragmen hala tartismalidir. Cok sayida potansiyel parakrin
faktorler kesfedilmesine ragmen, bu faktorlerin in vivo fizyolojik etkilerine dair
direkt deliller olduk¢a azdir [79, 80].

Testikiiler fonksiyonun diizenlenmesinde gonodotropin iiretimini negatif
yonde etkileyen aktivin, inhibin ve follistatin gibi hormonlar da rol oynar. Tiirler
arasindaki belirgin farkliliklardan dolayi, kontrol mekanizmasini genelleyebilmek
olduk¢a zordur. Ayrica, bir¢ok arastirma deney hayvanlarinda yapilmasina karsin
insanda yapilabilecek arastirma imkanlar1 smirlidir. Ayrica testis biyokimyasi ve
fizyolojisi homojen bir yapt olarak diisiiniilemez. Belki de, spermatogenezin
endokrin/parakrin kontroliinii anlamanin daha gercek¢i bir yolu, tiibiiliin her bir
boliimiinii bir “mikrokosmos” olarak diisiinmek olmalidir [80].

Germ hiicresi ile Sertoli hiicresi arasindaki iliskiyi diizenleyen mekanizmalar
heniiz tam anlamiyla agiklanamamis olsa da, pakiten evresindeki spermatositler,
Sertoli hiicrelerini stimule ederek “androjen baglayici protein” {iretimini ve “adenilat
siklaz” aktivitesini stimiile ederler. Yuvarlak spermatidlerin higbir uyarict etkileri
olmadigindan dolay1 bu etkiler hiicreye 6zeldir [81]. Sertoli hiicreleri ayrica, testis
ici diizenleyiciler olan “transferin” ve “insiilin benzeri biiyliime faktoriinii” de
iiretirler. Sertoli hiicreleri tarafindan {iiretilen parakrin diizenleyicilerin iiretimi ve
etkileri, seminifer epitel siklusu tarafindan kontrol altindadir. Buna 6rnek olarak,
Sertoli hiicrelerinin transferin iiretimi verilebilir [78, 79].
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Sonug¢ olarak, testikiiler germ hiicrelerinin biiylimesi ve farklilagsmasi,
somatik ve germinal elemanlar arasindaki bir seri kompleks iliskiyi igerir. Bu
iliskiler endokrin, parakrin ve otokrindir. Bu mekanizmalar, testisin normal
fonksiyonu i¢in ince bir denge saglarlar.
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Sekil 2.6. Hipotalamus-hipofiz-gonad ekseni boyunca erkeklik fonksiyonunun endokrin kontrolii.
Kisspeptin beyinden salgilanir ve Gonadotropin-salgilatici hormon (GnRH) salinimini
stimiile eder. Hipotalamustan salgilanan GnRH ise hipofizden gonadotropinlerin (FSH ve
LH) salimmini indiikler. Serum testosteron ve inhibin, kisspeptin, GnRH ve her iki
gonadotropinin tiretimini negatif geri bildirim ile downregiile eder [82].

2.6. Epigenetik Mekanizmalar

Ik olarak, 1950’lerde Conrad Waddington tarafindan onerilen “epigenetik”’
terimi, DNA dizisinde bir farklilik yaratmadan gen ekspresyonunu degistiren ve bir
sonraki ogul dole aktarilabilen degisiklikler olarak tanimlanmaktadir [83].
Epigenetik, normal memeli gelisimini anlamak i¢in, son yillarin en ¢ok iizerinde
caligilan konularindan biridir. Bunun nedenlerinden birincisi, epigenetik diizenlenim
olmadan normal embriyogenezin devam edememesidir. DNA metiltransferaz ve
histon diizenleyicilerinin nakavt edildigi fareler letaldir [84, 85]. Ayrica farede
yapilan ¢aligmalar, normal gelisim icin maternal ve paternal genomun esit oranda
katiliminin gerekliliini vurgulamaktadir [2, 86]. Ikincisi, insan genomunun biiyiik
bir kisminda, epigenetik modifikasyonlar i¢in hedef olan sitozin-guanin (CpG)
dizilerinden zengin, tiirler arasinda korunmus eksonik olmayan elementlerin
varligidir [87]. Ugiincii bir neden ise niikleer klonlama deneylerinden elde edilen
bilgilere gore, farklanmig dokulardaki hiicrelerde mevcut olan bilgi, uygun kosullar
altinda yeniden programlanabilir ve bu nedenle epigenetiktir. Yeni olusan
pluripotent embriyonun genomu, kdken aldig1 farklanmis somatik hiicrenin genomu
ile aynidir. Dolayistyla bilgi igerigi (epigenetik), yumurtanin yeni hiicresel ¢evresi
icerisinde degisime ugramistir.
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Epigenetik  degisiklikler, gen ekspresyonunu diizenler, transposable
elementlerin  aktivitesini  susturur, genetik imprinting ve X kromozom
inaktivasyonunda oldugu gibi gen dozajlamasin1 belirler [88]. Epigenetik
mekanizmalar arasinda DNA metilasyonu, histon asetilasyonu, metilasyonu,
iibikiitinasyonu ve fosforilasyonu gibi kromatin modifikasyonlart bulunmaktadir
[89]. Genel olarak sitozin metilasyonu ve histon asetilasyonu, yogunlasmis kromatin
durumu ve sessiz gen ekspresyonu ile iliskilidir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Epigenetik modifikasyonlarin mekanizmasi. a) Kromatin yapisindaki epigenetik
modifikasyonlar. DNA’nin histon oktomerleri iizerine sarilmasi sonucu, niikleozomlar
olusur ve bu yap1 kromatine organize olur. Histon modifikasyonlari, metilasyon,
asetilasyon ve fosforilasyon nedeniyle pek¢ok alanda gerceklesir. DNA metilasyonu,
DNA metiltransferazlar yardimiyla, sitozin dizilerinin (CpG alanlar1) 5. karbon
pozisyonunda olur. Bu modifikasyonlar, kromatin organizasyonu ve gen ekspresyonunu
diizenleyen essiz “epigenetik imzanin” atilmasmi saglar. b) Epigenetik degisiklikler,
hastalik durumu ile iligkilidir. Normal saglikli dokularda, aktif olarak transkribe olan
genlerin promoter bolgeleri, CpG diniikleotidlerinde DNA metilasyonu igermez.
Histonlar, lizin 4 metilasyonu, MeK4 ve lizin 9’un asetilasyonu gibi aktif isaretler ile
modifiyedir. Transkripsiyon baslama alani agik ve niilkleozomlardan yoksundur. Bu
durum, histon kuyruklarint modifiye eden enzimlerce (histon asetil transferazlar ve histon
demetilazlar) devam ettirilir. Intra-ve intergenik bélgeler yogun olarak metile olmus CpG
adaciklar1 ve inaktif histon modifikasyonlarma (lizin 9 ve lizin 27 metilasyonu) sahiptir.
Hastalik durumunda, CpG alanlarindaki metilasyon, represif kromatin isaretleri ile histon
deasetilaz (HDAC’lar) ve histon metil transferazlarin (HMTazlar) varliginda olusan
degisimler ile iligkilidir. Represif kromatin isaretleri, transkripsiyon baslama alaninda
niikleozom ve kromatinin yogunlagsmasina neden olarak, gen transkripsiyonu 6nler [89].
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2.6.1. DNA Metilasyonu ve Gen ifadesi

Giiniimiizde kabul edilen goriis hiicre genomunun islevini gérebilmesi igin
major epigenetik diizenleyicinin DNA'nin  metilasyonu oldugudur. DNA
metilasyonu, omurgalilarda CpG adaciklar1 adi verilen, 200-2000 bp uzunlugunda
ve CG diniikleotidi a¢isindan zengin genomik bdlgelerdeki sitozin bazlarinda
meydana gelmektedir. Sitozin bazlar1 sadece CG diniikleotidi varliginda
metillenebilir. Metilasyon, S-adenozilmetionini (SAM) metil grubu vericisi olarak
kullanan DNA metiltransferaz (DNMT) adi verilen enzimler tarafindan
gerceklestirilir [90, 91] (Sekil 2.8). U¢ temel DNMT tanimlanmistir. DNMTI
(koruma metilazi), replikasyon sirasinda daha oOnce metillenmis halde bulunan
sitozin bazlarin1 tanima ve replikasyon sirasinda metilasyonu yavru hiicrelere
aktarma yani metilasyonun korunmasini saglama o6zelligine sahiptir. DNMT3a ve
DNMT3b ise “de novo” metilasyondan sorumludurlar [92]. Ek olarak, 2 DNMT
homologu daha tamimlanmistir. Bunlardan DNMT2’nin substrati ve DNA
metilasyon aktivitesi henuz tam olarak bilinmemektedir fakat tRNA’y1 metile ettigi
gosterilmistir [93, 94]. DNMT3L, maternal genomik imprintlerin kurulmasi i¢in

gereklidir [95]
Metil grubu
H\ C/NHZ SAM
L -
v
H ” Dnmt
(0]
Sitozin 5-metilsitozin

Sekil 2.8. DNA metiltransferazlar (Dnmt) tarafindan metil gruplarinin baglanmasi ve metilasyon
[96].

Yapilan caligmalarda, kromatin iizerindeki aktif ve inaktif bolgelerin DNA
metilasyonunun dagihmi ile iliskili oldugu gésterilmistir. Inaktif bolgelerde DNA
metile haldeyken, aktif bolgelerde metilasyon gozlenmez. Metile dizilerde DNA
replikasyonu sirasinda baz eslesmesinde bir degisiklik olmaz ve replikasyon
sonrasinda atasal zincirin komplementeri olan yeni sentezlenen zincirde yer alan
sitozine, metil grubu DNMTI1 tarafindan takilir ve boylelikle metilasyon ogul
dollere aktarilir [92]. Normal dokularda CpG diniikleotidlerinin biiyiik bir kismi
aktif ya da inaktif olmalarima bakilmaksizin metillenmemis haldedirler. Kanser
hiicrelerinde ise bu genlerin biiyiik bir kism1 metile haldedir [97].

Metillenmenin nasil sonuglandig: ile ilgili iki goriis &ne siiriilmiistiir. ik
goriige gore metilasyon, transkripsiyon faktorlerinin baglanma 6zelligini inhibe eder.
Pek cok transkripsiyon faktoriinliin metilasyon tanima bdlgelerinin bulundugu ve
metilasyona duyarli olduklar1 tespit edilmistir. Ancak daha sonra metilasyon tanima
bolgeleri bulunmayan ve metilasyona duyarsiz transkripsiyon faktorleri de
kesfedilmistir. Bunun sonucunda, daha genele yayilabilir bir goriis ortaya atilmstir.
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Giintimiizde de kabul goren bu goriise gore, DNA metilasyonu metil iceren DNA’ya
baglanabilen proteinlerin baglanmasina Onciilik eder. Bu proteinlerin en 1iyi
tanimlanmis Ornekleri MeCP2, MBD2 ve MBD3’tiir. Bu proteinler histon
deasetilazlarla (HDACI1 ve HDAC?2) ve kromatin yeniden modellenme aktiviteleri
ile birlikte calisirlar. Tiim bu kompleksler kompakt bir kromatin yapisi meydana
getirerek, transkripsiyonu baskilarlar. DNA  hipermetilasyonunun disinda
hipometilasyon da, kromozom instabilitesine, retrotranspozon elementlerin ve
onkogenlerin aktivasyonuna yol acarak karsinogenezisin gelisiminde 6nemli rol
oynayan epigenetik mekanizmadir [7].

DNA metilasyonu erkekte tireme organlariin gelisiminde, spermatogenezde
ve sekstiel davranislar lizerinde kanitlanmig etkiye sahiptir. Sperm genomunda DNA
metilasyonu spermatozoanin olgunlagsmasinda son derece onemli bir reaksiyondur.
Spermatogenez sirasinda gorillen DNA metilasyonuna ait olaylar deneysel
calismalarda acikca gosterilmistir [26]. Bu konuda en ¢ok 5-azasitidin adl ilacla
yapilan c¢aligsmalar yardimci olmustur. 5-azasitidin germ hiicreleri cogalirken,
replikasyon sirasinda DNA'nmn yapisina girerek metilasyonunu &nler [98]. Iste
bunun sonucunda, yogunlagsmis spermatid ve spermatozoa sayilarinda azalma,
preimplantasyon donem embriyolarinda da gelisim bozukluklar1 gelistigi ortaya
konmustur [27].

2.6.1.1. Primordiyal Germ Hiicrelerinde (PGH) Metilasyon

PGH DNA'sinda metilasyon c¢ok azdir. PGH'leri gonadal kabartiya goc
ederlerken genis capta bir demetilasyona ugrar. Bu donemde aileden gelen imprinte
olmus, yani baskilanmis Ozellikler silinerek ortadan kalkmaktadir. Boylece hiicre
farklilasmasina olanak saglanir. Detayli ¢alismalar, PGH'lerin gonadal kabartilara
go¢ ettikleri c¢iftlesmeden sonraki 10.5 ve 12.5. giinler arasinda DNA'larinda
metilasyonlarin ortadan kalktigin1 (demetilasyon) gostermistir [43] (Sekil 2.9).

Ciftlesmeden sonraki 12.5-13.5. giinler arasinda artik erkek ve disi germ
hiicrelerinin genomlar1 aileden gelen imprinte olmus lokuslar1 kapsayacak sekilde,
kuvvetli bir hipometilasyon durumundadirlar [99]. Embriyonun erkek ya da disi
yoniinde gelisimine bagli olarak gametler gelisirken bir siire sonra ya da
fertilizasyonu takiben imprinting olay1 yeniden baglar. Eger bu sirada imprinting
mekanizmasinda sorunlar olursa, fetiisiin gelisimi de anormal olur, hatta malign
hastaliklar ortaya ¢ikabilir [10].
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Sekil 2.9. (a) Ureme hiicrelerinde metilasyonun yeniden programlanmasi. Farede primordiyal germ
hiicreleri (PGH) gelisimin erken donemlerinde demetile hale gelir. Embriyonik 16. giinde
erkek germ hiicrelerinde prospermatogoniya asamasinda remetilasyon baglar. Gelisen
ovositlerde ise dogumdan sonra remetilasyon goriiliir. (b) Preimplantasyon embriyolarinda
metilasyonun yeniden programlanmasi. Paternal genom mavi, maternal genom kirmizi ile
gosterilmigtir. Her ikisi de implantasyon doneminde, embriyonik ve ekstraembriyonik
dokularda farkli miktarda remetile olur [100].

2.6.1.2. Spermatogenezde DNA Metilasyon Degisiklikleri

Erkek farelerde PGH'leri gelisirlerken DNA'larinda demetilasyonunun
hemen arkasindan, germ hiicreleri cogalmalarma ara verirler ve bu sirada
niikleuslarinda kuvvetli bir DNA metilasyonu baslar [101]. Bu hipermetilasyon
durumu germ hiicrelerinin yeniden ¢ogalmaya basladiklart doguma kadar siirer.
Metilasyona ugrayan sekanslar artik transkripsiyon yapamaz duruma ge¢mislerdir.
Her ne olursa olsun, dogumdan sonra DNA'daki hipermetilasyon durumu hiicre
boliindiik¢e azalmaya baslar [102].

2.6.1.3. Eriskin Testisinde Metilasyon

Testise 0zgii genlerin biiyiik kism1 testiste demetile olup ekspre edilirlerken,
ekspresyon yapmayan somatik dokularda metilasyona ugramis durumdadirlar. Bu da
gostermektedir ki, DNA'nin metilasyon durumu genlerin ekspresyonlarinda rol
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oynar [103]. Eriskin erkekte spermatogoniyumlar gelisirken, DNA replikasyonunu
tamamlayip mayoza girdiginde genleri ya metile olur ya da metilasyonu ortadan
kalkar. Ancak anne ve babadan gelen allellerin metilasyona ugrama zamanlari
farklidir. Babadan gelen allelin metilasyonu mayoz baslamadan Once olurken,
anneden gelen allel mayoz sirasinda metile olur [104]. Spermatogenez sirasinda
DNA'nin global metilasyon derecesi degisir. Ornegin eriskin testisinin spesifik
antikorlarla incelenmesiyle biitiin hiicrelerde metile olmus sitozinler gosterilirken,
bu metilasyon spermatositlerde goriilmemektedir [30].

Farelerde primitif A tip spermatogoniyumlarda DNA az metilasyona
ugrarken, pakiten spermatositlerde, yuvarlak spermatidlerde ve epididimal
spermlerde DNA'nin metilasyonu fazla olur. Germ hiicreleri gelisirlerken geg
donemlerde yeni metilasyonlar goriilebilir. Ornegin bazi genler sadece epididimden
gecerken metilasyona ugrarlar [105]. Dolayisiyla spermatozoanin olgunlagmasinin
tamamlanmasi i¢in bazi1 genlerde DNA'nin metilasyonu gerekir.

2.6.1.4. Fertilizasyonda Metilasyon

Insanda erkek ve kadindan gelen iki farkli kromatin seti birleserek tek
hiicreli bir embriyo olusturur. Erkekten gelen spermdeki kromatin, icerdigi
protaminler nedeniyle olduk¢a yogunlasmis durumdayken, ovositin kromozomlari
ise ikinci mayozun metafazinda duraklamis halde olup, niikleozomu normal bir yap1
gosterir. Iste iki taraftan gelen boyle farkli yapidaki kromatin setleri dort-hiicreli
embriyo olusana kadar farkliligini siirdiiriir ve ancak bundan sonra aralarindaki fark
kaybolmaya baslar [106].

Sperm ve ovosit fertilizasyon sirasinda metilasyona ugramalar1 nedeniyle
transkripsiyon yapamazlar. Oysa diploid olduktan sonra embriyonun somatik
gelisimini siirdiirebilmesi i¢in kromatin DNA's1 metilasyon durumunda degisiklik
yaparak yeniden sekillenir. Bunun i¢in erken embriyo evresinde babadan gelen
genom fertilizasyonun ilk birkac saati icerisinde demetilasyon gecirirken, anneden
gelen genom iki-hiicreli embriyo donemini takiben sadece pasif bir demetilasyon
stireci izler. Morula ve blastosist gelistikten sonra ise artik her iki genom da esit
oranda metilasyon kaybina ugramislardir ve daha sonra yeni metilasyonlar olusur
[100].

2.6.2. Histon Modifikasyonlari

DNA’nin paketlenmesinde gorevli olan histon proteinlerinin bazik amino-
terminal uglart niikleozomdan c¢ikintilar yapar ve bir takim posttranslasyonel
modifikasyonlara ugrayabilir. Bu modifikasyonlar arasinda; HAT (histon asetil
transferaz)’lar tarafindan asetillenme ve HMT (histon metil transferaz)’lar tarafindan
metillenme yer almaktadir. Histonlar iizerinde yapilan bu degisiklikler, kromatin
yapisin gevsek ya da siki olma durumunu etkileyerek gen ifadesinde diizenleyici
olarak rol oynar. Ornegin, asetil gruplari histonlardaki (+) yiikii notralize ederek
histonlar ve DNA arasindaki elektrostatik etkilesimleri zayiflatir.
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Belirli baz1 histon modifikasyonlar1 6kromatinin ve heterokromatinin aktif ya
da inaktif belirtecleri olarak kullanilabilirler. H3 ve H4 histonlarinin lizin dizilerinin
asetillenmesinin aktif kromatinle korelasyon gosterdigi, deasetilasyonun ise
kromatinin daha sik1 bir sekilde paketlenerek genlerin inaktif duruma ge¢cmesiyle
sonuglandig1 bilinmektedir. Histon lizin metilasyonu ise, asetilasyonun tersine,
hangi dizide olduguna gore aktivasyon ya da inaktivasyonla sonuglanabilir. Bu
yolla, histonlardaki spesifik modifikasyonlar, transkripsiyonel olarak aktif ve inaktif
kromatinin belirlenmesinde bir ¢esit “belirte¢” olarak kullanilabilir.

Genel olarak, histonlardaki modifikasyonlarin ve DNA metilasyonunun
birlikte c¢alisarak gen ifadesinin durumunu belirledigi ve bu sekilde hiicrenin
yazgisinin belirlenmesinde 6nemli rol oynadigi kabul edilmektedir.

2.7. Genetik imprinting

Embriyonal ve postnatal donemde bazi genlerin parental orijinine bagl
olarak ekspresyon gostermesi "genomik imprinting”olarak tanimlanmaktadir [107,
108] (Sekil 2.10). Genomik imprinting, memelilerde epigenetik kalitimin giizel bir
ornegini teskil eder. Mendel kaliiminda hangi ebeveynden gelirse gelsin kalitim
esdegerdir. Ancak genomik imprintingte bu durum farklidir. Genomik imprinting,
non-mendelien kalitim gostermektedir.

Imprint genlerin ekspresyonu DNA metilasyonu, yeniden niikleozom
modellenmesi ve histon degisimleri gibi olaylarla susturulmaktadir. Bu durum
normal fetal veya davramigsal gelisim icin kritik olan genlerin ekspresyonunu
smirlamak i¢in gerceklesmektedir. Normal insan hiicrelerinde simdiye kadar
tanimlanmis 20-25 bin genden yaklasik 83 {iniin imprinte oldugu bilinmektedir.

Genomik imprintig kanser, zihinsel yavaslik gibi dogustan kusurlara yol acar
[97]. Prader-Willi, Angelman sendromlari, Beckwith-Wiedemann Sendromu gibi
baz1 genetik hastaliklar spesifik genlerin ve kromozom boélgelerinin imprintinginde
olusan hatalarla iliskilidir [109, 110]. Ornegin Wilms tiimérii kromozom 11°de
imprinte /IGF2/H19 lokusu ile iligkili embriyonik bobrek kanserlerinden biridir. H/9
biiyimeyi baskilarken, /GF2 pek¢ok kanserde yiiksek oranda ekspre olan insiilin
benzeri bliylime faktorii 2°yi (IGF2) kodlar ve hiicre biiyiimesini stimiile eder [111,
112]. IGF2/HI9 lokusundaki imprintingin kaybi, kontrolsiiz hiicre biiyiimesi ile
sonuclanir, timdr olusumunu baslatir.

Son yillarda yardimer iireme teknikleri ile diinyaya gelen g¢ocuklarda cesitli
imprinting bozukluklarinin insidansinda artis rapor edilmektedir. Genomik
imprinting bozukluklarinin hipospermatogeneze yol agtifi ve oligozoospermik
erkeklerin bu imprinting defektlerini ¢ocuklarina gegirdikleri gdzlenmistir [29].

Hastaliklara neden olmanin yaninda genomik imprintingin evrime c¢ok biiyiik
bir katkis1 vardir. Evrim siirecinde disi ve erkekler arasindaki dengenin olusmasinda
etkilidir.
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Sekil 2.10. Sematize bir sekilde genetik imprinting tanimi ifade edilmektedir.

2.7.1. Imprinte Genlerin Genel Ozellikleri

Imprinte genlerin ortak 6zelliklerinin ortaya konulmasi olduk¢a zor olsa da
su ana kadar yapilan c¢aligmalarda, genis alanlarda (DNA’da onlarca kilobaz
mesafede) kiimelenme gostermeleri dikkat ¢ekici bir ozelliktir. Genomda yapilan
haritalama caligmalari bu gozlemi destekler niteliktedir. Ayrica pek¢ok kiimede
maternal ve paternal imprinte genler birarada bulunmaktadir. Kiimelenmenin nedeni
bilinmemektedir ancak imprinte genlerin dagilimimin tesadiifi olmadig1 ve gelisim
boyunca bu genler arasinda bir etkilesimin oldugu ileri siirtilebilir.

Pekcok vakada goriillen DNA replikasyonunun asenkronizasyonu, imprinte
genlerin bir bagka ortak 6zelligidir [113]. Imprinte genlerin biiyiik bir kismi1 protein
kodlar ancak HI19 gibi bazilar1 transle olmayan RNA kodlamaktadir [114]. Fare ve
insanda, imprinte genlerin yarisindan fazlasi korunmustur, geri kalani ise farkl
davrams gosterir. Ornegin Igf2r farede imprinte iken insanda degildir [115]. Bu
durum memeli evrimi boyunca farkli genlerin imprintinginin olusmasinda bagimsiz
gelisimi ifade edebilir.

En azindan germ hiicrelerinde tersine cevrilebilirlik (reversibilite), imprinte
genlerin yaygin bir 6zelligidir. Memelilerde goriilen X kromozomu inaktivasyonu da
imprinting ile benzer 6zellik gosterir. Her ikisinin ortak bir orijinden olup olmadigi
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konusunda kesin bir bilgi olmasa da, X inaktivasyonundaki Xist geni, inaktivasyon
icin genetik imprinting ile benzer molekiiler mekanizmay1 kullanir.

2.8. DNA Metilasyon Calismalarinda Kullamlan Molekiiler Teknikler
Genel olarak 2 ana grup altinda incelenebilirler: 1) 6zgiil olmayan metilasyon
analizi i¢in teknikler ve ii) dizi 6zgiil metilasyon analizi i¢in teknikler.

2.8.1. Ozgiil Olmayan Metilasyon Analizi

Sitozin metilasyon diizeylerindeki biiyiik degisiklikler ters faz HPLC
(yiiksek performans sivi kromatografisi) metodu ile Oolgiilebilir. Bu yontem
metilasyon analizi i¢in en eski metodlardan biridir [116]. Dnaz I ve niikleaz P1 [116]
ya da alkalin fosfataz muamelesi sonrasinda fosfodiesterazi [117] kullanarak
DNA’nin kantitatif hidrolizi esasina dayanir. Bu teknik icin olduk¢a fazla miktarda
DNA gerekmektedir, optimizasyon ve drnek safliginin korunmasi kritiktir.

Ince tabaka kromatografisi, genomdaki metilasyon diizeyinin ¢alisiimasi i¢in
alternatif olabilir. Bu yontemde, DNA 6ncelikle Mspl restriksiyon endoniikleazi ile
kesilir ve internal sitozin [y-32P]JATP ve poliniikleotid kinaz ile isaretlenir.

Metil alict metodlar ve korasetaldehit reaksiyonlar1 nadir de olsa kullanilan
metodlardir. Metil alici metotta, Sssl prokaryotik metil transferazi, metil grubu
vericisinden (SAM-S-adenozil metionin) 3H isaretli metil gruplarini izole DNA’ya
transfer eder [118]. Korasetaldehit reaksiyonu ise bisiilfit modifikasyonu gerektirir,
daha sonra doniistiiriilemeyen sitozinlerin klorasetaldehit ile kimyasal reaksiyonu
olur ve ortaya yogun bir fluoresan iiriin ¢ikar [119].

Ayrica immiinolojik olarak anti-metilsitozin antikorlar1 kullanilarak
metilasyonun tespit edilmesi miimkiindiir. BoOylece genel metilasyon durumu
hakkinda bilgi edinilebilir.

2.8.2. Dizi-ozgiil Metilasyon Analizi

Dizi 6zgiil genomik metilasyonu tespit edebilmek ic¢in kullanilan orijinal
metodlar, DNA’nin metilasyon duyarli restriksiyon enzimleri ile kesilmesi ve
devaminda Southern Blot hibridizasyon metoduna dayanmaktadir [120]. Fazla
miktarda DNA gereksinimi (> 5 pg) ve kesim alanindaki CpG adaciklarimin smirh
saylda olmasina ragmen bu metod hala kullanilmaktadir. Duyarlilii artirmak igin,
yontem, daha sonralari PCR amplifikasyonu [121] ve PCR iiriinlerinin kantitasyonu
[122] ile birlestirilmistir. Bu metotta tamamlanmamis kromozomal DNA kesimi ve
ornek hazirlama stiregleri sikintilidir. Ayrica sadece ortalama metilasyon diizeyi
hakkinda bilgi verir, mosayik ve tam metilasyon paternleri ya da yarim-metilasyon
ayrimini yapamaz.

Restriksiyon enzim kesimi ile mikroarrayleri birlikte kullanan diger bir
yontem ise HELP (Hpall tiny fragment enrichment by ligation-mediated PCR)
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olarak bilinir. Bu yontemde, metile olmayan DNA ve genomik DNA’nin farklh
hibridize olmasindan yararlanilir ve Hpall kesim fragmentleriyle, metilasyona
duyarli olmayan Mspl fragmentlerinin birlikte hibridizasyonu ile gergeklestirilir.

Genomik sekans analizleri ise bir diger degerlendirme metodudur. Bu
metodlar icerisinde en oOzgiill ve kantitatif metod “bisiilfit genomik sekans”
degerlendirmesidir [123]. Bisiilfit reaksiyonu sitozinlerin wurasil dizilerine
dontlistimiinii saglar ve sonrasinda yapilan PCR amplifikasyonu ve sekanslama ile
timin olarak tanmirlar. Bu metotta sekanslamada metile sitozinler bisiilfit ile
reaksiyona girmedigi i¢in, sitozin olarak belirlenirler. Genomik DNA’daki
metilasyon alanlarinin dogrudan ve pozitif olarak belirlenmesini saglar. PCR ile
amplifiye edilen bisiilfit ile muamele edilmis DNA, dogrudan sekanslama icin
kullanilabilecegi gibi, sonrasinda niikleotid ekstansiyon metodlar1 [124], primer
spesifik PCR [125] veya pyrosekanslama [126] yapilabilir.

ChIP (kromatin immiinopresipitasyonu) yontemi bir diger yaklagimdir. Bu
yontem, hiicrenin  kromatin durumunun saptanmasinda  yaygin  olarak
kullanilmaktadir. DNA ve iliskili oldugu proteinlerin kimyasal muamele ile ¢apraz
baglanmalar1  saglanarak, = DNA-protein = kompleksleri, c¢alisilan  histon
modifikasyonuna uygun bir antikor ile immunopresipite edilir. Ayrica anti-
metilsitozin antikorlar1 kullanilarak metilenmis DNA’nin genomdan izole edilmesi
saglanir. Dolayisiyla bu yontemi MeDIP (metile DNA immiinopresipitasyonu)
olarak adlandiranlar da vardir. Bu yontem mikroarray c¢ipleriyle uygulandiginda hizli
ve saglikli analizler yapilabilmektedir ve “ChIP on chip” olarak adlandirilmaktadir.
ChIP, uygulayicisina esneklik saglamakla birlikte, spesifik ya da daha genel
antikorlar  kullanilarak  istenilen  bolgelerdeki  histon  modifikasyonlarimi
inceleyebilme imkani saglar.

2.9. CCCTC Baglanma Faktorii (CTCF)

Memeli CTCF proteini, 11-¢inko parmak (zinc finger) yapisina sahip bir
proteindir [127] (Sekil 2.11). CTCF proteini, imprinte genlerin dogrudan
transkripsiyonel aktivasyonu [128] ve represyonu [129], istenmeyen yiikselticilerden
promoterlerin izolasyonu [130], lokal epigenetik yapiin kontrolii ve epigenetik
bariyerlerin devamliligi [131], Tsix’e baglanmak suretiyle X inaktivasyonunun
basglatilmasi, kromatin  organizasyonu, imprinte olmayan genlerin dahi
transkripsiyonal upregiilasyonu ve downregiilasyonu, biiyiime, proliferasyon,
farklanma, apoptoz gibi pekcok 6nemli hiicresel olayda rol oynar [31, 36, 37, 127,
132, 133].

CTCF, HI9 ve diger imprinte gen lokuslarinda imprinte gen ekspresyonu
icin izolator bir element olarak gorev alir [134, 135]. Kosullu (kondisyonel) CTCF
nakavt fare modellerinde, CTCF’in af3 T hiicrelerinde hiicre siklusunun ilerlemesi
[136] ve yardimc1r T2 hiicrelerinde sitokin ekspresyonu [137] i¢in gerekli oldugu
gosterilmistir. Baska bir calismada ise ZP3 promoterinin kontrolii altindaki
transgenik antisens CTCF modelinde, preimplantasyon embriyo letalitesi gortildiigii
bildirilmistir [138].
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In vitro, CTCF, DNA baglanma domeyni icerisinde bulunan 11 adet cinko
parmak yapilarinin kombinasyonel kullanimi ile farkli DNA dizilerine baglanabilme
yetenegindedir [139]. Cinko parmak DNA baglanma domeynine ek olarak, CTCF
proteini fonksiyonel amino (N) ve karboksi (C) domeynlerine de sahiptir. P* ile
isaretleme deneylerinde, CTCF’in C terminalinin dort adet serin dizisi igerdigi
gosterilmistir. Bu diziler in vivo fosforile olur ve in vitro kazein kinaz II (CKII) i¢in
substrat olarak gorev yapar [140]. CTCF proteini memeliler arasinda oldukca
korunmustur (insan ve tavuk arasinda %93 korunma).
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Sekil 2.11. Coklu DNA-baglanma dizi 6zgilliigline sahip bir transkripsiyon faktorii olan CTCF
proteininin genel yapist [31].

2.10. BORIS (Brother of the Regulator of Imprinted Sites)

Loukinov ve arkadaglar1 tarafindan 2002 yilinda tanimlanmis bir protein olan
BORIS, literatiirde CTCFL, CCCTC-baglanma faktorii-benzeri protein ya da CTCF-
T olarak da ifade edilir [30]. Ilging olarak, BORIS ekspresyonu, eriskin viicudunda
normal kosullar altinda ozellikle “testiste” ve bunun disinda sadece “malignant
hiicrelerde” belirlenebilmistir [31]. Bu nedenle, ‘“kanser-iireme hiicre hatti
(germline) antijen ailesinden” biri olarak kabul edilir. Ayrica Monk ve
arkadaglarinin yapmis oldugu bir ¢alismada (2008), preimplantasyon gelisiminin
erken asamalarinda, insan ovosit ve 4 hiicreli embriyolarinda ve embriyonik kok
hiicrelerde ekspre edildigi gosterilmistir [32].

Kanser-lireme hiicre hatt1 antijen gen {iriinleri, genel olarak doku-sinirl bir
ekspresyon gosterir ve kanser hastalarinda immiinojeniktirler [141]. Bununla birlikte
her ne kadar cogu kanser-iireme hiicre hatt1 antijeninin fonksiyonu bilinmese de,
bazilarmin gen ekspresyonlariin diizenlenmesinde ve gametogenezin kontroliinde
rol oynayabilecegi belirtilmektedir [142, 143]. BORIS’i diger kanser-iireme hiicre
hatt1 antijenlerinden ayricalikli tutan nokta ise somatik dokularda iibiquit6z olarak
ekspre olan bir paralogunun olmasidir. Bu paralog, yukarida detaylar:1 verilen ve son
20 yilda iizerinde yogun bir sekilde calisilan CTCF proteinidir. BORIS ve CTCF
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proteinleri, tamamen birbirinin aynt merkezi 11-¢inko parmak yapisina sahiptir
ancak amino (N) ve karboksi (C) uglarinda farklilik gosterir [30, 144] (Sekil 2.12 ve
Sekil 2.13). Dolayisiyla her iki proteinin aynt DNA bolgelerine baglanabilecegi
fakat amino ve karboksi uclarindaki farkliliklar nedeniyle farkli ve muhtemelen
antagonistik fonksiyonlar gerceklestirdikleri varsayilmaktadir [30, 31, 145]. Oyle ki
BORIS ekspre eden bir hiicre CTCF, CTCF ekspre eden bir hiicre ise BORIS
ekspresyonu gostermemektedir. Ayrica CTCF’in aksine, BORIS metilasyon-
bagimsiz DNA baglanma proteini gibi davranir [146] ve gen ekspresyonunu inhibe
etmektense aktive eder.

Bu iki protein arasindaki rekabet karsilikli 6zel ekspresyon tarzlari ile biiyiik
Olciide engellenmis bulunmaktadir. BORIS, kanser hiicreleri, germ hiicreleri ve kok
hiicrelerde ekspre olurken, CTCF farklanmis dokularda yaygin olarak bulunur [30,
32]. Cok yakin bir siire énce yayimlanan bir calismaya gére, BORIS’in nakavt
edilmesi sonucunda kontrole gdre artmis hiicre 6liimii ile daha kii¢tik testis yapisina
sahip fareler gozlenmistir [147]. Bu g¢alismada, mayozda son derece Onemli rol
oynadig1 bilinen Gal3stl (serebrosid sulfotransferaz-CST) transkript diizeylerinin
testiste dramatik olarak diistiigii ve spermatogenezde CST’nin transkripsiyonel
diizeyde diizenlenmesinde BORIS’in 6nemli oldugu gdsterilmistir [147].

MAATE IS-VLSEQFTKIKELELMPEKGLXEEEKDGVCREKDHRS PSELEAERTSG 54
MEGDAVEAIVEESETFIKGKERKTYQRRREGGQEEDACHLPQ- === ===~ NQTDG 47
----- AFQDSVLEE-============~EV-ELVLAPSEESE-~-~KYILTLQTVHET 127
GEVVQDVNSSVOMVMMEQLD PTLLOMKTE VMEGTVAPEAEAAVDDTQT I TLQVVNME 104

SEAV~-~--ELODMSLLS IQQOEGVQVVVQOPGPGLLWLEEGPRQSLOQCVAISIQQELY SPQ 145
EQPINIGELQ-======== LVQVPVPVTVP-VATTSVEE ==~~~ LOGAYENEVSKEGLAES 150

EMEVLQFHALEE - -NVMVASEDSKLAVSLAETAGLIKLEEEQEKN-~~~QLLAERTKEQLFFVE 163
~~EPMICHTLPLPEGFQVVKVGANGEVETLEQGELPPQEDPSWQKDPDYQPPAKKTKKTKKSKL 212

TMSGDERSDEIVLTVSNSNVEEQEDQPTAGQADAE KA~~~ =~ KSTKNQREKTKGAKGT 256
RYTEEGKD~-~~~VDVSVYDFEEEQQEGLLSEVNAEKVVGNMKPPKPTKIKKKGVKKT 265
FHCDVOMFTSSRMSSFNRHMKTHTSE KPHLCHLCLETFRTVTLLRNHVNTHTGTRP 312
FQCELCSYTCPRRSNLDRHMKSHTDE RPHKCHLCGRAFRTVTLLRNHLNTHTGTRP 321
2F1 2F2
YKCNDCNMAFVTSGELVRHRRYKHTHE KPFKCSMCKYASVEASKLKRHVRSHTGERP 369
HKCPDCDMAFVTSGELVRHRRYKHTHE KPFKCSMCDYASVEVSKLKRHIRSHTGERP 378
2F3 ZF4
FOCCQCSYASRDTYKLKRHMRTHSGEKPYECHICHTRFTQOSGTMKIHILQKHGENVPK 427
FOCSLCSYASRDTYKLKRHMRTHSGEKPYECY ICHARFTQOSGTMIMH ILOKHTENVAK 436
ZFS ZF6
YQCPHCATIIARKSDLRVHMRNLHAY SAAELKCRYCSAVFHERYALIQHOKTHKNEKR 485
FHCPHCDTVIARKSDLGVHLRKQHSY IEQGKKCRYCDAVFHERYALIQHOKSHINEKR 494
2F7 2F8
FKCKHCSYACKQERHMTAHIRTHTGEKPFTCLSCNKCFROKQLLNAHFRKYHDANFIPTV 545
FKCDQCDYACRQERHMIMHKRTHTGE KPY ACSHCDKTFROKQLLDMHFKRYHD PNFVPAA 554
2F9 2F10
YKCSKCGKGFSRWINLHRHSEKCGS - - --GEAKS AASGKGRRTRKRKOT I LKEATKGQKE 601
FVCSKCGKTFTRRNTMARHADNCAGPDGVEGENGGE JKKS KRGREKREMRSKKEDSSDSEN 614
ZF11 CTCF-Ser-phosphorylation
AAKGWKEAANGDEAAAEEASTTKGEQF PGEMF PVACRE TTAR = = = = = = = o e o e 643
AEPDL-~-DDNEDEEEPAVE IEPEPEPQPVTPAPPPAKKRRGRPPGRTNQPKONQP 667

CTCF’s AT-hook
-------------------------------------- “VKEEVDEGVTCEMLLNTMDK* 663
TAIIQVEDQNTGAIENI IVEVKKE PDAE PAEGEEEEAQPAATOAPNGDLTPEMILSMMDE * 727

Sekil 2.12. insan BORIS (iist sira) ve CTCF (alt sira) aminoasit dizilerinin karsilastirilmasi. Ayni ve
benzer aminoasitler kirmizi harflerle gosterilirken, ¢inko-parmak (ZF) yapilarindaki
benzer diziler gri arka boyama ile gosterilmistir. Kesikli ¢izgili diziler, bosluk seklinde,
¢inko parmak yapilarinin disinda ¢ok az benzerlik oldugunu gostermek lizere
kullanilmistir. Baglica Ser-fosforilasyon alanlar1 ve varsayilan ilave DNA baglanma-
“AT-kanca” motifi, omurgali CTCF proteinlerinde korunmustur fakat bu yapt BORIS
proteinlerinde yoktur [30].
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Sekil 2.13. insan BORIS ve CTCF proteinlerinin karsilagtirilmasi. Her iki protein aym yapida 11
adet cinko-parmak (ZF) yapisina sahip olup, amino ve karboksi uglarinda farklilik
gosterirler [148].

2.10.1. BORIS ve Kanser iliskisi

Kanser hiicrelerinde, CTCF ile BORIS ekspresyonlar1 arasindaki
regiilasyonun bozularak, bu dengenin kanser gelisimi ile iliskili olabilecegi ileri
stirtilmektedir [31, 34] (Sekil 2.14). Bu hipotez, BORIS geninin insan kanserlerinin
yogun olarak amplifiye edildigi kromozom 20ql3.2 iizerinde lokalizasyon
gostermesi ile de uyumludur ve bu genin bir onkojen olarak hareket ettigini de
gostermektedir [31]. Vatolin ve arkadaslar1 (2005) BORIS’in pekcok tiimér hiicre
hattinda ve primer timorde ekspre oldugunu dogrulamistir [149]. Bu c¢alismada
BORIS’in 9/10 oraninda melanoma, 7/8 oraninda meme, 4/5 oraninda néroblastoma,
3/5 oraninda prostat ve 3/4 oraninda kolon kanser hiicre hattinda varligir rapor
edilirken, 11/12 oraninda meme, 9/10 oraninda prostat ve 8/10 oraninda primer
kanserlerde de ekspresyonu gosterilmistir. Bu bulgular farkli gruplarca gosterilen,
testikiiler [150], ovaryan [151], wuterus [152], meme [153] ve akciger
karsinomalarinda [154, 155] gozlemlenen BORIS ekspresyonu ile uyumlu sonuglar
sergilemektedir. Dolayisiyla, BORIS, normalde olmamasi gerekirken, pekgok kanser
hiicre hatti1 ve primer timorde istisnai olarak ekspre olmaktadir. Vatolin ve
arkadaslarinin yaptig1 bu calismada (2005), indiiklenebilir tetrasiklin promoterii
kullanilarak hiicre kiiltiiriinde normal insan dermal fibroblastlar1 ile g¢alismalar
yapilmistir. BORIS’in gecici ekspresyonu calisilan 25 kanser-testis geninin cogunda
ekspresyon artisina neden olmustur. Ancak bu calismada hiicresel fenotipin
karakterizasyonu ya da gecici olmayan-kararli BORIS gen ekspresyonu hakkinda
herhangi bir degerlendirme yapilamanmustir. Literatlirde, organizma diizeyinde in
vivo BORIS ektopik ekspresyonunun sonuglari iizerine yapilmis herhangi bir
calisma bulunmamaktadir.

BORIS spesifik siRNA’larin kullanildigi bir c¢alismada, meme kanser
hiicrelerinde konsantrasyon bagimli bir sekilde BORIS ekspresyonunun ve kanser
hiicrelerinin apoptotik olarak Oliimiinde bir azalma oldugu ve tiimor hiicre
canlihiginin devamliligi i¢in BORIS’in rolii oldugu rapor edilmistir [156]. BORIS’in,
MAGE-A1 ve NY-ESO-1 gibi olduk¢a 6nemli rolleri olan, ¢cok sayida kanser-testis
antijeninin ekspresyonunu ve demetilasyonunu indiikledigi ve malignansinin erken
donemlerinde ekspre edildigi gosterilmistir [149, 153-155]. Bu nedenle bir kanser-
iireme hiicre hatt1 antijeni olan BORIS, kanser immiinoterapi ¢alismalarinda oldukga
onemli bir aday olarak diisiiniilmektedir [152, 157-160]. BORIS’in bir kanser asis1
olarak klinikte kullanimi {izerine, olduk¢a iyi dergilerde yayinlanmis orijinal
calismalar mevcuttur [158-160].
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Sekil 2.14. CTCF ve BORIS’in normal hiicreler ve kanserde fonksiyonlarina ait 6nerilen bir model.
Tiimorogenezde BORIS’in anormal aktivasyonu, CTCF tarafindan hiicre biiyiimesinin
sinirlandirilmasi ile catisir. BORIS ve CTCF arasindaki rekabet ve kanserde BORIS’in
anormal ekspresyonu sematize edilmistir [31].

2.10.2. BORIS ve Epigenetik

CTCF ve BORIS’in birbirinin tamamen ayni olan DNA baglanma
bolgelerine sahip olmalar1 nedeni ile BORIS’in CTCF’in rol oynadigi 6nemli
olaylarda, 0Ozellikle genetik imprinting ve epigenetik regiilasyonda rol
oynayabilecegi ileri siiriilmektedir [30, 31]. BORIS proteinini kodlayan BORIS
geni, primer spermatositlerde upregiile olurken, ekspresyonu post mayotik germ
hiicrelerinde CTCF’in aktive olmasiyla sessizlesir [30]. Dikkat cekici bir sekilde,
BORIS (CTCF-negatif hiicrelerde) ve CTCF’in (BORIS-negatif hiicrelerde) birbirini
izleyen up-regiilasyonu, sirasiyla metilasyon isaretlerinin silinmesi ve yeniden
kurulumu ile iliskili olarak gerceklesmektedir (Sekil 2.15). Bu nedenle BORIS’in,
erkek genomunun epigenetik olarak yeniden programlanmasinda en onemli aday
protein olabilecegi ifade edilmektedir [33].
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Sekil 2.15. CTCF’in sessizlesmesi ve BORIS’in aktivasyonu ile iliskili olarak, erkek iireme hiicre
gelisimi boyunca testiste genom DNA metilasyonunun yeniden diizenlenimi [31].
Loukinov ve arkadaslarinin [30] BORIS, CTCF ve 5-metilsitozin (5-mC) antikorlar1 ile
boyama sonuglarina gére sematize edilmistir. BORIS pozitif spermatositler, CTCF
negatiftir ve 5-mC antikorlari ile goriildiigii tizere genom boyunca DNA demetilasyonu
gbsterir. Spermatogenezin ilerleyen asamalarinda CTCF yeniden aktive olurken, BORIS
sessizlesir. BORIS ve CTCF ekspresyonlari ¢ok az ya da hemen hemen hi¢ ¢akismaz. Sz:
Spermatozoa, St: Spermatid, Sc: Spermatosit, SG: Spermatogoniya, 5-mC: 5-metil-
sitozin boyamasi.

2.11. Genetik Bozukluklar ve Yeni Nesil

Insan infertilitesi, diinya genelinde &nemli bir saghk sorunudur. Bati
iilkelerinde yayginlig1 yaklasik %20 olarak tahmin edilmektedir [161]. Anatomik
bozukluklar, endokrinopatiler, immiinolojik problemler, ejakiilatuvar bozukluklar ve
cevresel faktorler infertilitenin Onemli nedenleri arasindadir. Siklikla, idiyopatik
infertilite grubu altinda nedeni anlasilamayan infertilite hastalar1 da mevcuttur. Bu
durum aslinda erkek fertilitesini kontrol eden molekiiler genetik agin temel
mekanizmalarinin tam olarak anlagilamamasindan kaynaklanmaktadir.

Ureme, genetik olarak riskli bir siire¢ olup déllenmede en sik rastlanan sonug
embriyonik ya da fetal 6liimiin meydana gelmesidir. Bu 6liimlerin en biiyiik nedeni
fetal veya embriyonik diisiik dokularinda goézlenen yiiksek orandaki kromozomal
anomalilere baglanmaktadir. Erkek infertilitesinin yaklasik %30’ unun, erkek tireme
hattinda rol oynayan genlerdeki mutasyonlar ya da kromozom bozukluklar
nedeniyle oldugu ifade edilmektedir. Fare ve Drosophila nakavt deneylerinden elde
edilen bulgulara gore, genetik olarak erkek infertilitesini diizenleyen 3000°den fazla
gen bulunmaktadir [162]. Bu nedenle, erkek infertilitesinin sadece {ireme
hiicrelerinin genetik ag1 ile ilgili degil erkek gonadi ve somatik hiicre gelisimine
Ozgii aglar1 da icerdigi cok nettir [163]. Dolayisiyla bu aglar1 birbirine baglayan
ve/veya kontrol eden genetik sinyallerin bulundugu onerilmektedir [164].
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Erkek infertilitesi bozulmus spermatogenez nedeniyle de olabilir [167]. DNA
hasarina sahip spermin ovositi etkin olarak délleyebildigi bilinmektedir [165]. insan
ovositi ya da embriyosunun, sperm kaynaklt DNA hasarin1 tamir yetenegi tam
olarak anlasilamamustir [168, 169]. Ayrica dollenmeden sonra ovosit tarafindan
tamir edilemeyen DNA ya da niikleotid hasarina sahip paternal genomun, normal
embriyo ve fetal gelisim iizerindeki olas1 etkileri de bilinmemektedir [166]. Canli
dogumlarin %2-3’linde major konjenital malformasyonlar mevcuttur. Ayrica ¢ok
sayida hastada, goriiniirde herhangi bir erkek ya da disi infertilite faktori
olmamasina ragmen gebelik kayb1 ile karsilagiimaktadir. Bu durumdaki hastalarin,
sperm DNA hasari, mayotik bozukluklar ya da sperm andploidisi gibi genomik
erkek infertilite faktoriine sahip olmasi olasilig1 oldukca yiiksektir. Gercekten infertil
erkeklerde, genel popiilasyona gore 6-7 kat daha fazla kromozomal bozukluk riski
belirtilmektedir [167]. Oligospermik ya da azospermik erkeklerin tedavisinde ICSI
yonteminin kullanilmasi, yavrulara genetik mutasyonlarin ya da kromozomal
anomalilerin aktarimi veya yeni varyasyonlarin ortaya ¢ikmasi ile sonuglanabilir.

Yakin tarihli c¢alismalar bazi infertilite olgularindan metilasyon
bozukluklarinin sorumlu olabilecegini diisiindiirmektedir. Aslinda spermin ovositi
fertilize ederek embriyoyu olusturabilmesi icin, bir yandan genlerinin saglikli
bicimde ekspre olabilmesi gerekirken, diger yandan da bazi genlerinin inhibisyonu
gerekir. Anormal DNA metilasyonu ve histon modifikasyonlar1 transkripsiyonu
etkileyerek normal embriyogenezi etkileyebilir ve azospermiye neden olabilir [170].
Erkek iireme sisteminin gelisiminde ve spermatogenezi etkileyebilen genlerin
ekspresyonunda DNA  metilasyonunun rolii, metilasyon bozukluklarinin
infertilitedeki 6nemine dikkat cekmektedir.

Genomun epigenetik durumundaki degisikliklerin ters cevrilebilir olmasi
kanser tedavisinde yeni bir umut 15181 yakmaktadir. DNA metiltransferazlar ile
histon deasetilazlar gibi enzimleri inhibe ederek, tiimor - baskilayici genlerin
epigenetik olarak susturulmasini engelleyebilecek ya da bu genlerin yeniden
aktivasyonunu saglayabilecek yeni kanser ilaclarinin gelistirilmesi {izerine yogun
calismalar baglamistir. Giinlimiizde, epigenetik inhibisyon i¢in gelistirilmekte olan
ilaclarin ana hedefleri DNA metil transferazlar ve histon deasetilazlardir. Epigenetik
gen susturulmasinda rol alan karmasik etkilesimler ag1, klinik olarak etkin bir tedavi
icin c¢esitli ilaglarin beraber kullanilmasinin daha dogru olacagini gostermektedir.
Gergekten de, DNA metiltransferazlar ile histon deasetilazlarin inhibitorlerinin
birlikle kullaniminin epigenetik olarak susturulmus genlerin yeniden aktivasyonunda
basarili sonuclar verdigi goriilmiistiir [91]. Bu yaklagimin klinik olarak test edilmeye
deger oldugu da bir gercektir.
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GEREC ve YONTEM

Tezde kullanilan Boris transgenik hayvan soylarmin olusturulmasi, Yale
Universitesi Tip Fakiiltesi, Karsilastirmali Tip, Hayvan Genomiks Birimi destegi ile
gergeklestirildi. Kullanilan diger transgenik fare soylari, Jackson Laboratuvari’ndan
(Bar Harbor, Maine, USA) temin edildi. Tiim hayvanlar, Yale Universitesi Tip
Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Unitesi'nde iiretilerek gerekli gen indiiksiyonlar
yapildi. Fareler 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik siklusu ile barindirildi. Bu
hayvanlarin deneylerde kullanimi ve muamelesi igin gerekli izin, Yale Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan alinmistir (protokol no: 2008-
07271). Doku ornekleri elde edilmeden o©nce hayvanlar, CO2 inhalasyonu
sonrasinda, servikal dislokasyonla ile oldiirtildii.

3.1. Transgenik Boris Genine Sahip Fare Soylari

Fare Boris geni “mutant” ve “normal” olmak iizere iki farkli formda
klonland: ve doksisiklin ile indiiksiyon sonucu, testiste mutant ya da normal Boris’in
overekspresyonu saglandi.

3.1.1. Mutant Boris Transgeni

Normal Boris geni merkezi bir 11 ¢inko parmak domeynine sahiptir ve tezin
giris boliimiinde belirtildigi iizere, bu yap1 Boris’in paralogu olan CTCF’te de
aynidir. BORIS ve CTCF farkli amino ve karboksi uglarina sahiptir ki bu da iki
proteinin farkli fonksiyonlar gosterebilmelerini agiklar. Caligmamizin ilk transgenik
soyunda, Boris geni, merkezi 11 c¢inko parmak domeynini koruyup, amino terminal
domeyninin biiyiik bir kismini kaybedecek sekilde klonland1 (Sekil 3.1).

3.1.2. Normal Boris Transgeni
Calismamizin ikinci transgenik soyunda, Boris geni biitiin olarak (full
length) cDNA primerleri kullanarak klonlandi (Sekil 3.1).
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AGAGCAATTTAGCACGAGGTGGCAAGGTGGCGGCCACGCGGTCAACAGTCCAGGCCCTGCCTCTGTGGGGTCGT
CACCATGGCTGCCGCTGAGGTCCCTGTCCCTTCTGGGTACTTCACCCAGATCAAAGAGCAGAAGTTGAAGCCTGG
AGACCTAGAGGAGGAGAAAGAGGAGGACGGGTACAAAGAGTGGAAGCCCAGGAGGGAGTTGTCAAGGAGGTG
GAGGCCGAGAACAGTTGCCTGCTTCTGGAGGCCAGGGCCCCGGTGGAGAGCGACAGGCGGATCCTGACCCTGCA
AACGGTGCACCTGGAGTCCCAGGATGTGCACCTACAGGGGCTGGGATGGCTGAGCGTGCCACACTCTGAGGAGC
TTTCAGGGACGGTACCAGAGGCGGAAGGCATACTGCAGTTGCCATCCGTGCTGTGGCTCGACCCAGAGCCCCAG
CTCAGCCTTCAGCATTGCGTGACGGTCAGCATCCCGGAAGAGCTGTACCCACCAGAGGAGCTGCAGCGGATACA
TTTTCACCTGCTGAGAGAGAATGTGCTAATGGCCGAGGAGAACCCAGAGTTAACACCAGACTTGGACGAAAGCA
CAGCCCTGAAAAAGCCCGAAGAAGATGAAAAGGACCAGCTCCCGCCCCAGGGAGAGACAGACAAGAGAGAAG
AGAGGTTGCTCCTTCTGGAAATGAAACCAAAAGAGGGAAAAGACGACGAAATTGTCCTGACCATTTCCCATCTA
AGCCTCGAAGAACAGCAAGATCCACCAGCGGCCAATCAGACAAGTGTGCCGGGAGCCAAAGCCGCAAAACCAA
AACGGCGGAGGCAGACCAAGGGAAAGCCTCAGAGCTTTCAGTGTGACACCTGCCCGTTCACTTCCTCCAAGCTC
TCAACTTTCAATCGTCACATCAAAATTCACAGCAATGAGAGGCCACACCTGTGTCACCTGTGCCTGAAGGCCTTC
CGGACTGTCACTCTTCTTAGGAACCATGTGAACACCCACACAGGAACCAGGCCCCACAAGTGCAGGGACTGCGA
CATGGCGTTTGTCACCAGTGGAGAACTCGTCCGGCACAGGCGTTACAAACACACTTATGAGAAGCCCTTCAAGT
GCTCCCTGTGCAAGTACGCCAGCGTCGAGGCAAGCAAGATGAAGCGTCACATCCGCTCACACACGGGTGAGCGT
CCCTTCCAGTGTTGCCAGTGTGCTTACGCCAGCAGGGACTCCTACAAGCTGAAGCGCCACATGAGGACACACTC
AGGTGAGAAGCCGTATGAATGTCCCACCTGTCACGTCCGGTTCACCCAGAGCGGGACCATGAAAATCCATATAG
CACAGAAGCACGGAGAGAATGTGCCCAAATACGAGTGTCCCCACTGTGCCACCATCATCGCGAGGAAGAGCGA
CCTGCGTGTCCATCTGCGTAACCTGCACAGCCAGAGCCCGGAGGAGATGAAGTGCCGATACTGTCCCGCTGGCTT
CCATGAGCGCTATGCCCTCATTCAGCACCAGAGGACCCACAAGAACGAGAAGAAGTTCAAGTGCAAGCAGTGCG
ATTACGCGTGCAAGCAGGAGCGATGCTTGAAGGCGCACATGCGCATGCACACAGGAGAGAAGCCCTTCTCCTGC
CTGGCCTGCAACAAGCACTTCCGACAGAAGCAGCTACTGACCGTGCACCTGAGGAAGTACCATGACCCGAACTT
CGTCCCCAATCTGCACCTGTGCCTCAAGTGTGATAAACGTTTCTCCCGCTGGAGTAACCTGCAGAGACACAGAAA
GAAGTGTGACCCGGAGCATGAGACGTTAGCCCCCAACAAGGACAGGAGACCAGTGACAAGGACACAGGCCTCG
GAGGGAGAAGCAGGACACAAGGAAGGGGAGCCTCAGTGCCCTGGGGAGCAGGCTCTGGGCCACCAAGGAGAA
GCAGCGGGGAGCCAGAGCCCAGACCACGGCCTTACCTGCGAGATAATCTTTAACATGATGGATAAGTGATGGAT
AAGTGAGCAGTCGTGCCTCT

Sekil 3.1. Mutant (truncated) ve normal (full length) Boris DNA dizisi. Mutant Boris dizisinde,
amino terminal domeyninin ¢ikartildig1 kisim kirmizi ile gdsterilmistir.

3.2. Transgenik Boris Genine Sahip Fare Soylarinin Olusturulmasi
Boris transgenik farelerin olusturulmasi siirecindeki asamalar asagida
belirtilmistir:

1- Etkili bir transgenik ekspresyon konstraktinin dizayn edilmesi.

2- Proniikleer mikroenjeksiyon i¢in yiiksek saflikta DNA eldesi.

3- Basaril1 proniikleer mikroenjeksiyon ve embriyo transferi.

4- Potansiyel kurucu (founder) farelerin tespiti icin yavrulardan kuyruk
DNA’s1 izolasyonu ve genotiplemenin yapilmasi.

5- Kurucu fare soylarinin ¢ogaltilmasi.

3.2.1. Etkili Transgenik Ekspresyon Konstraktinin Dizayn Edilmesi

Gerek mutant gerekse normal Boris transgenlerinin eldesi i¢in gerekli
konstraktlar (her biri yaklasik 2.5ug DNA) Codon Devices firmasima (Cambridge,
MA, USA) hazirlatilmistir. Firma tarafindan her iki konstrakta ait amplifiye edilen
DNA dizileri, pUC19 vektoriiniin ¢oklu klonlama alan1 (MCS) igerisine
klonlanmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.2. pUCI19 plasmidine ait dizi haritasi. Amplifiye edilen mutant ve normal Boris dizileri
EcoRI ve HindIII kesim (restriksiyon) bolgeleri arasina yerlestirilmistir.

3.2.1.1. Liyofilize Halde Alman Konstraktlarin Yeniden Olusturulmasi
(rekonstitiisyonu)
En son konsantrasyon 1ug/100ul (10ng/ul) olacak sekilde asagida belirtildigi
sekilde yapildi.

~2.5ug DNA
200ul niikleaz (DNaz-RNaz) icermeyen su (American Bioanalytical, katolog
no: AB02128)

Codon Devices firmasindan alinan konstraktlarin, tezde iki yonlii ¢alisan
plasmid vektore klonlanmasi gerektigi i¢in Oncelikle E. coli DHS5a hiicrelerine
transformasyonu gergeklestirildi.

3.2.1.2. pUC19 Vektoriiniin E.coli DHS5a Bakterisine Transformasyonu
1. Iupl vektér, 50ul DHSa hiicrelerinin bulundugu mikrosantrifiij tiipiine
konuldu ve hiicreler 30 dakika buz iizerinde bekletildi. Bu islem, plasmidin
bakteri hiicre duvarina yapigsmasini saglar.

2. Hiicreler, 30 saniye 42°C’de olan 1sitic1 blokta 1s1 sokuna maruz birakildi. Bu
islem, bakteri hiicre membraninda porlarin agilmasini ve plasmidin hiicre
icine girmesini saglar. Bu siire i¢inde herhangi bir karistirma yapilmamasina
dikkat edildi.

3. Hiicreler tekrar 2 dakika siireyle buz lizerine alindi. 37°C’de ©nceden
isitilmig 900ul LB/Ampisilin medyumu eklendi ve 37°C’de 60 dakika
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boyunca c¢alkalanarak (225rpm) inkiibe edildi. Is1 sokundan sonra hiicrelerin
tekrar buz iizerine alinmasi hiicre membraninda olusan porlar1 kapatir ve
plasmidin disar1 ¢ikmasini engeller.

4. 50ul transformasyon karisimi, LB Agar + 100ug/ml Ampisilin kiiltiir
kaplarina (Recombinant Technologies, LLC) yayildi. Bu islemler sirasinda
steril kosullarda ¢aligildi. Kiltiir kaplari 37°C’de gece boyu inkiibe edildi.
Kullanilmayan transformasyon karisimi, tekrar kullanabilme gereksinimi
diisiintilerek +4°C’de 1 giin boyunca saklandi.

Stok Ampisilin (50mg/ml):

10ml distile su

0.5g Ampisilin

Hazirlanan soliisyon +4°C’de saklandi.

Luria-Bertani Broth (LB) Karisimi:

10g Bacto-Tripton (BD, katolog no: 211705)

5 g Maya (yeast) ekstrakt1 (BD, katolog no: 288620
10g NaCl (J.T Baker, katolog no: 3624-05)

1 litre olana kadar distile su.

Bu karisim otoklavlandi ve oda 1sisinda saklandi.

3.2.1.3. Vektor iceren Bakteri Kolonisinin Belirlenmesi

Transformasyondan bir giin sonra, LB-Ampisilinli kiiltiir kaplarinda
kolonilerin gelisimi gdzlendi. Bakteri kolonilerinden hangisinin vektorii igerdigini
belirlemek i¢in 8-10 koloni segilerek 3 mI’lik LB-Ampisilinli soliisyonda 37°C’de
gece boyu calkalamali kiiltiirasyon (12-16 saat) yapildi.

3.2.1.4. Plasmid DNA’siin izolasyonu
Gece boyu kiiltiirasyon sonrasinda miniprep kiti (Qiagen, QIAprep®
Miniprep, katolog no: 27106) ile plasmid DNA’s1 izole edildi.

1. 1.5ml’lik kiiltiir karistmi alimarak ~7000rpm’de 15dk santrifiij yapildi. Pellet
halindeki bakteri hiicreleri 250pl resiispansiyon tamponu (Buffer P1) ile
resiispanse edildi ve mikrosantrifiij tiipiine transfer edildi. Bu asamada
resiispansiyon tamponu P1’e RNase A eklendiginden emin olunmalidir.

Resiispansiyon tamponu P1 kullanilmadan o6nce ig¢ine 1:1000 oraninda
“LyseBlue” olarak adlandirilan mavi bir renk belirteci eklendi. Bu renk
belirteci, karistirma islemlerinin gorsel tespiti i¢in kullanilmistir. Eklenince
seffaf bir renk goriiliir. Opsiyonel bir basamaktir.

10 pl LyseBlue
10 ml resiispansiyon tamponu P1
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10.

Tiipe 250l resiispansiyon tamponu P2 (Buffer P2) eklendi ve 4-6 kez ters
cevirmek suretiyle hafifce karistirlldi. Genomik DNA’nin  yapisini
bozabileceginden bu asamada vorteksleme yapilmamalidir.

LyseBlue ajani resiispansiyon tamponu P1 ile karistirildiginda ¢oker ancak
karisima resiispansiyon tamponu P2’nin eklenmesi ile tamamen ¢oziiniir ve
mavi bir renk ortaya c¢ikar. Homojen mavi bir renk oluncaya kadar
karigtirmaya devam edildi. Lizis reaksiyonunun 5dk’y1 gegmemesine 0zen
gosterildi.

350 pl nétralizasyon tamponu N3 (Buffer N3) eklendi ve tiip hemen 4-6 kez
ters ¢evirmek suretiyle karistirildi. Notralizasyon tamponu N3 eklenmesi ile
renk seffaflagir. Bu durum lizis tamponu igerisindeki SDS’nin etkin olarak
¢oktiigiiniin bir gostergesidir.

10 dakika 13,000rpm‘de (~17,900 x g) santrifiij yapildi. Beyaz bir pellet
olusumu goézlendi.

Bir Onceki asamada olusan supernatantlar pipetleme yapilarak QIAprep
cevirme kolonlarina aktarildi. 13,000rpm’de 1 dakika santrifiij yapild1 ve
tiipiin altindaki s1v1 kisim atildi.

Uretitici firmanin tavsiyesi goz oniinde tutularak QIAprep ¢evirme kolonlari,
0.5ml PB tampon eklenerek 13,000rpm’de 1 dakika daha santrifiij yapilarak
yikandi. Tiipiin altindaki s1v1 kisim atildi.

QIAprep ¢evirme kolonlarina 0.75ml PE tamponu eklenerek, 13,000rpm’de
1 dakika santrifiij yapildi. Tiipiin altindaki siv1 kisim atild1.

QIAprep c¢evirme kolonlari, son olarak hicbir soliisyon eklenmeden
13,000rpm’de 1dakika daha santrifiij edildi. Boylece kalinti (residual)
olabilecek yikama tamponu uzaklastirilmis oldu.

QIAprep c¢evirme kolonlari, 1.5ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi.
Kolonlarin ortasina 50ul eliisyon tamponu (EB) eklenerek (10 mM Tris-Cl,
pH 8.5) 1 dakika oda 1sisinda beklendi ve sonrasinda 13,000rpm’de 1 dakika
santriflyj yapild.

QIAprep cevirme kolonlar1 atilarak, mikrosantrifiij tiiplindeki izole edilmis
plasmid DNA’sinin spektrofotometrik olarak safligi ve konsantrasyonu
olciildii. Izole edilmis plasmid DNA’s1 +4°C’de saklandi.
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3.2.1.5. Mutant ve Normal Boris DNA’sinin Mini Prep Orneklerinde Dizi
Ozgiilliigiiniin Dogrulanmas:
DNA ornekleri EcoRI ve HindIII restriksiyon enzimleri kullanilarak kesildi.
Toplam 20ul reaksiyon karigimi hazirlandi ve 37°C’de gece boyu inkiibasyon
yapild.

Sul DNA

2ul 10X NEBuffer EcoRI

1ul EcoRI (New England BioLabs, katolog no: RO101S, 20,000U/ml)
1ul HindIIT (New England BioLabs, katolog no: R0104S, 20,000U/ml)
11pl distile su (American Bioanalytical, katolog no: AB02128)

Kesim sonrasi, Codon Devices firmasmndan alinan konstraktlarin
dogrulanmas:1 i¢in, Yale Universitesi Tip Fakiiltesi Keck Biyoteknoloji
Laboratuvarlari’nda sekanslama yapildi.

3.2.1.6. Mutant ve Normal Boris Transgeninin pTRE-Tight-Bl-AcGFP1
Vektoriine Klonlanmasi
Sekanslama ile dogrulama sonrasi pUC19 vektorii i¢inden ilgili gen dizileri
kesilerek, tezde kullanilacak olan iki yonlii ¢alisan (bidirectional) ve tetrasiklin ile
indiiklenebilir plazmid vektore (pTRE-Tight-BI-AcGFP1, 20ug, katalog # 631066,
Clontech, Mountain View, CA USA) klonland1 (Sekil 3.3).

Vektor yapisinda tetrasikline (Tet) duyarli bir element (tetracycline
responsive element; TRE) icermektedir. Boylece transgenik Boris ekspresyonunun,
icme suyunda tetrasiklin ya da onun analogu olan doksisiklin varliginda ve sadece
testiste goriilebilmesi hedeflendi.

Transgen ekspresyonunu kolayca gorebilmek i¢in, raportor bir gen olan yesil
fluoresan protein (GFP) transgenik konstraktin bir parcasini olusturdu. Plazmid
vektoriin - yapist itibariyle hem Boris transgeni hem de GFP raportori,
transkripsiyonu her iki yonde de baglatarak, iki yonlii ¢alisabilen tek bir promotdriin
kontrolii altinda idi (Sekil 3.4). Diger bir deyisle, bir yonden Boris transgeni ekspre
olurken, diger yonden de GFP ekspresyonu gozlenebildi.
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Sekil 3.3. pTRE-Tight-Bl-AcGFP1 vektoriine ait harita.
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Sekil 3.4. Tetrasikline duyarli ve iki yonlii ¢alisabilen promoterinin sematik goésterimi. Plazmid
vektor, ayni Ozellikte ancak ters yerlesimli iki minimal CMV promoterii (Ppincmv)
arasinda modifiye edilmis tetrasiklin-duyarli element (TREmod) icermektedir.

Transgenik soylar1 olusturmak iizere, pTRE-Tight-BI-AcGFP1 vektoriine
klonlanan mutant ve normal Boris DNA’s1, plazmid vektoriin istenilmeyen diger
kisimlar1 kesilip ¢ikartildiktan sonra, mikroenjeksiyon ile déllenmis fare zigotlarina
ait proniikleuslara enjekte edildi.

Klonlama asamalarinda elde edilen her iki transgene ait saf kiiltiiriin bir
kismi, daha sonra kullanilmak iizere gliserol stoklarinda saklandi.
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Gliserol Stoklarimin Hazirlanisi:
0.15ml gliserol, kriyotiiplere kondu, kapaklar1 gevsek bir sekilde 20 dakika
otoklavlandi. Soguduktan sonra iizerine 0.85ml bakteri Kkiiltiirii eklendi,

vortekslenerek iyice karistirldi Etanol/kuru buz ya da sivi nitrojende donduruldu.
Ornekler -80°C’de sakland.

Plasmid vektorde ilgilenilmeyen kisimlarin restriksiyonu i¢in asagidaki DNA
restriksiyon reaksiyonlart yapilmistir.

Mutant Boris DNA’s1 icin;
Toplam 100ul reaksiyon karisimi: (37°C’de)

80ul linearize DNA (160ng/ ul)

10ul NE Buffer 1 (NEB1)

Sul Zra I (New England BioLabs, katolog no: R0659S, 10,000U/ml)
Sul Pci I (New England BioLabs, katolog no: R0655S, 10,000U/ml)

Normal Boris DNA’s1 icin;
Toplam 70ul reaksiyon karigimi: (37°C’de)

45ul linearize DNA (394ng/ ul)

7ul NE Buffer 3 (NEB3)

Sul Pci I (New England BioLabs, katolog no:R0655S, 10,000U/ml)
7ul Ssp I (New England BioLabs, katolog no:R0132S, 5,000U/ml)
6ul distile su (American Bioanalytical, katolog no: AB02128)

DNA restriksiyon isleminden sonra agaroz jel elektroforezi yapildi. Agaroz
jel elektroforezinde %1°lik agaroz jel kullanildi.

3.2.1.7. Agaroz Jelin Hazirlamis1

Agaroz (American Bioanalytical, katolog no: AB000972-00100, GPG/LE)
ve 1XTAE Tamponu (Tris-asetat-EDTA) jel elektroforezinin yapilacagi tankin
biiyiikliigiine gore karistirildi (0.7g agaroz + 70ml 1xTAE tamponu). Mikrodalga
firmda kaynatilarak agaroz eriyip, seffaf bir goriintii elde edildikten sonra, hava
kabarciklarmin gitmesi i¢in oda 1sisinda kisa bir siire bekletildi. Daha sonra 0.1
pg/ml etidiyum bromid (Invitrogen, katolog no: 15585-011, 10mg/ml) eklenip
karistirildiktan sonra, elektroforez tankina dokiildii. Tank icerisine taraklar
yerlestirildikten sonra, jel polimerizasyona birakildi. DNA ornekleri 6x yiikleme
boyasi ile karistirildiktan sonra jel kuyucuklarma yiiklendi. 80-100V’da DNA
fragmanlar1 ayrilana dek yiiriitiildi.
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50X TAE Tamponu:
- 242¢g Tris baz (American Bioanalytical, katolog no: AB02000-01000),
- 600 ml distile su eklenerek manyetik karistiricida karistirildu.
- 100ml 0.5M EDTA (American Bioanalytical, katolog no: AB00502-01000)
eklenip 5 dakika karistirildi.
- 90ml glasiyel asetik asit (J.T Baker, katolog no: 9508-33) eklendi.
- Hacim 1 litre oluncaya kadar distile su eklendi.

DNA orneklerinin rutin olarak degerlendirmesinde yukarida belirtilen
normal agaroz jel kullanilirken jelden DNA izolasyonunun yapilacagi deneylerde,
diisiik erime noktasina sahip jeller hazirlandi. Restriksiyonun dogru ve tam oldugu
teyit edildikten, Ornekler diisiik erime noktasina sahip (LMP; American
Bioanalytical Agarose GPG/LMP, Low melt, katolog no:AB00981-00050) jele
yiiklendi.

LMP Jeli: 0.75g LMP agaroz + 85ml 1xXTAE tamponu

LMP agaroz jelde yiiriitme islemi tamamlandiktan sonra, UV 15181 altinda jel
goriintiilemesi yapildi1 (Alpha Innotech Corporation, Fluor Chem SP). ilgili bant UV
15181 altinda kesilerek jelden DNA izolasyonu gergeklestirildi. Agaroz jelden DNA
ekstraksiyonu icin QIAEX II Jel Ekstraksiyon Kiti (Qiagen, katolog no: 20021)
kullanild1.

6X Agaroz Jel Yiikleme Boyasi:

Gliserol 3mL
Bromofenol mavisi (bromophenol blue) 25mg
Ksilen siyanol (Xylene Cyanol) 25mg
Distile su 7ml

3.2.1.8. Agaroz Jelden DNA Fragmentlerinin Ekstraksiyonu
1. Jelden keskin bir jilet yardimiyla DNA bantlar1 kesildi. 250mg’lik agaroz
pargalarina kadar 1.5ml’lik mikrosantrifiij tiipleri kullanildi. Jel pargalarinin
agirliklan tartildi. Kesilecek DNA boyutlar1 100bp-4kb arasinda oldugu i¢in
1 hacim jel i¢in 3 hacim QX1 tamponu eklendi. (Ornegin 100mg jel icin
300ul QX1 tamponu)

2. QIAEX II 30 saniye vortekslenerek resiispanse edildi. Orneklerin iizerine 10-
12ul QIAEX 1II eklendi.

3. Agarozun sivi hale gelmesi ve DNA’ya baglanma icin 50°C’de 10 dakika
inkiibasyon yapildi. QIAEX II ‘nin silispansiyonda kalmasi i¢in her 2
dakikada bir vorteksleme yapildi. Karigimin rengi sar1 olmalidir.
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3.2.2.

Ornekler 30 saniye santrifiij edildi. Pipet yardimiyla siipernatant dikkatlice
uzaklastirildi. Biitiin santrifiigasyonlar 13,000 rpm’de oda 1sisinda (15-25°C)
masaiistii mikrosantrifiijde gerceklestirildi.

Pellet 500pl QX1 tamponu ile yikandi. Pellet vortekslenerek resiispanse
edildi. Ornekler 30 saniye santrifiij edildi. Pipet yardimiyla siipernatant
dikkatlice  uzaklastirildi. Boylece  kalinti olabilecek  agaroz
kontaminantlarinin uzaklastirilmasi saglandi.

Pellet 500ul PE tamponu ile iki kez yikandi. Pellet vortekslenerek restispanse
edildi. Ornekler 30 saniye santrifiij edildi. Pipet yardimiyla siipernatant
dikkatlice uzaklastirildi. Boylece kalint1 olabilecek tuz kontaminantlarinin
uzaklastirilmasi saglandi.

Pellet beyaz renk oluncaya kadar, 10-15 dakika hava ile kurumasi saglandi.
Asirt  derecede kurutma yapilmamasina dikkat edildi. Asir1t kurutma
eliisyonun etkinligini azaltabilir.

DNA 20ul 10mM Tris-HCI, pH 8.5 ile elute edildi. Pellet vortekslenerek
reslispanse edildi. Oda 1sisinda 5 dakika inkiibasyon yapildi. 30 saniye
santrifiij yapildi. Siipernatant temiz bir tlipe aktarildi. Bu adim birkez daha
tekrar edilerek DNA 6rnekleri birlestirildi. Tkinci eliisyon asamasi verimliligi
yaklasik %10-15 oraninda artirmaktadir.

Proniikleer Mikroenjeksiyon Icin Yiiksek Saflikta DNA Eldesi
DNA konsantrasyonu ve izolasyon safligi spektrofotometrede (BioRad,

Smart Spec™ Plus Spectrophotometer) okunarak kaydedildi. Elde edilen DNA
orneklerinin spektrofotometrik OD260/280 oraninin 1.7-1.9 arasinda olmasina
dikkat edildi.

3.2.3.

Proniikleer Mikroenjeksiyon ve Embriyo Transferi
Hazirlanan transgenik konstrakt, saflastirma islemi sonrasinda Sng/ul

konsantrasyonda, injeksiyon tamponunda (300ul) resuspanse edildi. DNA’nin
parcalanmamasi i¢in taze olarak asagidaki mikroenjeksiyon soliisyonu kullanildi.

Mikroenjeksiyon Soliisyonu (50 ml) En son konsantrasyon
0.5ml 1M Tris-HCI, pH 7.5 (otoklavlanmis) 10mM Tris-HCI, pH 7.5
10ul 0.5 M EDTA, pH 8.0 (otoklavlanmais) 0.1lmM EDTA

Iml 5 M NaCl (otoklavlanmis) 100mM NaCl

50ul 1000x Poliamin karigimi Ix poliamin karigimi

50ml’ye kadar otoklavlanmis distile su
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1000x Poliamin Stok Karisimi:

30mM Spermin (Sigma, tetrahidroklorid, katolog no: S-1141)

70mM Spermidin (Sigma, trihidroklorid, katolog no: S-2501)

Spermin ve spermidin birlikte otoklavlanmis distile su i¢inde ¢oziildi. 0.2
mikronluk filtreler ile filtre edildi. -20°C’de saklanda.

Proniikleer injeksiyon ig¢in yaklastk 250 adet C57BL/6 embriyolar
kullanildi. Proniikleuslarda belirgin bir sisme goriiliinceye kadar enjeksiyona devam
edildi. 200-250 embriyo, iic giin boyunca 6 adet yalanci gebe disi farenin
uteruslarma transfer edildi (Sekil 3.5). Embriyo transferi yapildiktan sonra tastyici
annneler gebelikleri boyunca izlendi. Dogan yavrulardan kuyruk DNA’s1 elde
edilerek genotipleme yapildi.

Zigotlar Hava kabarcigi

17

M2 + medium

Sekil 3.5. Enjekte edilmis zigotlarin embriyo transferi. Kullanilan transfer pipeti. Pipet icindeki hava
kabarciklari, transferi kolaylastirir. Dorsal orta hatta paralel olarak deride lcm
uzunlugunda bir kesim yapilir. Ovaryuma yapisik yag dokusu pens yardimiyla tutulur ve
ovaryum dikkatlice ovidukt ve uterus ile birlikte disar1 ¢ekilir. Uterus iizerinde enjeksiyon
ignesi ile acilan delikten zigot transferi yapilir. Ok infundibulumu gostermektedir. ut,
uterus; od, ovidukt; ov, ovaryum [171].

3.2.4. Potansiyel Kurucu (founder) Farelerin Tespiti Icin Yavrulardan

Kuyruk DNA’s1 izolasyonu ve Genotipleme

Dogan yavrular 21 giinliik olunca, erkek ve disi ayrimi1 yapilarak, her kafeste
5 yavru olacak sekilde yavrular annelerinden ayrildi. Kulak kepgesi bir klips
yardimiyla dikkatli bir sekilde isaretlenerek her yavruya bir numara verildi (Sekil
3.6). Numara verilen her yavrunun kuyrugunun ug¢ kismi kesilerek DNA izolasyonu
icin ayr1 bir mikrosantrifiij tiipiine alindi. Mikrosantrifiij tiiplerinin ayn1 numara ile
kodlanmasina dikkat edildi.
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Sekil 3.6. Kulak isaretlemesinde kullanilan kodlama sistemi sematize edilmistir. Sol kulak onlu
rakamlar1 ifade ederken, sag kulak tekli rakamlari gostermektedir. Bu sekilde 100’e kadar
fare numaralandirmasi yapilabilir. 100. farede herhangi bir isaretleme yapilmaz.

3.2.4.1. DNA Orneklerinin izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in DNeasy Kan ve Doku Kiti (Qiagen, katolog no:
69506) kullanilmistir. Biitiin santrifiigasyonlar oda 1sisinda (15-25°C) masaiistii
mikrosantrifiijde gergeklestirildi. Vortekslemeler 5-10 saniyelik uygulamalar
seklinde yapildi.

1. Yaklasik 1-1.2 cm’lik kuyruk pargalar1 (eriskinde sadece 0.4—0.6 cm yeterli)
1.5ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine koyuldu. Dokudan o6rnek kullanilacaksa
25mg’a kadar olan doku parcalari yeterlidir. Ornegin iizerine 180 pl ATL
tamponu eklendi.

2. ATL tamponundan sonra ayni tiipe 20ul proteinaz K eklendi. Ornekler iyice
vortekslenerek karistirildi. 56°C’de doku tamamen lizize oluncaya kadar
gece boyu inkiibasyon yapildi. Inkiibasyon boyunca arada bir vorteksleme
yapilarak 6rnegin tiip i¢inde homojen olarak dagilmasi saglandi. inkiibasyon
sonrasinda lizat vizkoz bir goriintii alabilir.

3. Ertesi giin 6rneklere 15 saniye vorteksleme yapildi. Ornek bagma 200ul AL
tamponu ve 200ul etanol (%96-100) (American Bioanalytical, katolog no:
ABO00515-00500) olacak sekilde, AL tamponu ve etanol, taze olarak
homojen bir sekilde karigtirildi. Her tiipe 400ul bu karisimdan eklendi.
Vortekslenerek tlipler tekrar iyice karistirildi. AL tamponu ve etanol
karistirildiginda beyaz bir ¢okme meydana gelebilir ancak bu ¢okme DNeasy
prosediiriinii etkilemez.

4. Bu karisim herhangi bir ¢6kme varsa o da dahil olmak iizere pipetlenerek,
daha onceden iizeri kodlanmis ve 2ml’lik toplama tiipline yerlestirilmis
DNeasy Mini ¢evirme (spin) kolonlarina aktarildi. 8000 rpm’de 1 dakika
santrifiij yapildi. I¢indeki siv1 ile birlikte toplama tiipii uzaklastirildi.

5. Kolonlar, 2ml’lik yeni toplama tiiplerine yerlestirildi. Uzerine 500ul AW1
tamponu eklendi. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. igindeki sivi ile
birlikte toplama tiipii uzaklastirildi.
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6. Kolonlar tekrar 2ml’lik yeni toplama tiiplerine yerlestirildi. Uzerine 500ul
AW2 tamponu eklendi. DNeasy membraninin kurumasi icin 14,000 rpm’de
3 dakika santrifiij yapildi. Icindeki sivi ile birlikte toplama tiipii
uzaklastirildi. DNeasy Mini cevirme kolonu membraninin kurumasi
onemlidir ¢linkii kalinti etanol sonraki asamalari olumsuz olarak
etkileyebilir. Eger kolonda etanol kalintis1 goriiliirse 14,000 rpm’de tekrar 1
dakikalik santrifiij yapilmalidir.

7. DNeasy Mini ¢evirme kolonlari, iizeri dnceden kodlanmis temiz 1.5ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine yerlestirildi. 100ul AE tamponu dogrudan DNeasy
membrant iizerine konuldu. 1 dakika oda 1sisinda inkiibasyon yapildi ve
sonrasinda eliisyon i¢in 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Bu asama bir
kez daha tekrarlanarak toplam 200ul DNA eldesi yapildi. DNA o6rnekleri,
+4°C’de kullanilma zamanina kadar saklandi.

3.2.4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) Metodu ile Genotipleme

PCR amplifikasyonlari, dizayn edilen primerler (Yale Universitesi Tip
Fakiiltesi Keck Biyoteknoloji Laboratuvarlari) kullanilarak, 12ul’lik reaksiyonlar
seklinde yapildi. Amplifikasyonlar, Ependorf marka PCR cihaz1 (Mastercycler® pro
mit vapo.protect™) kullanilarak gergeklestirildi.

Mutant Boris primerleri (Transgen = ~200 bp)
F 5°-GTG AAC GGG CAG GTG TCA CAC-3°
R 5’- CGG TGG GAG GCC TAT ATA AGC AG-3’

Normal Boris Primerleri (Transgen =~440 bp)
F 5’-GGA ACT GAC AGC CAA CCC AGT CC-3°
R 5°-CGG TGG GAG GCC TAT ATA AGC AG-3’

40nM olarak alman primerler, 400ul distile su (American Bioanalytical,
DNase/RNase free) icerisinde resiispanse edilerek stok soliisyonlar elde edildi.
Konsantrasyonlar spektrofotometrede oOlciilerek, PCR reaksiyonu icin, stok soliisyon
10mM olacak sekilde distile su ile dilue edildi.

DNA’nin ¢ogaltilmasi amaciyla, PCR reaksiyonlar1 asagida belirtildigi
sekilde hazirland1 (Cizelge 3.1). Her iki transgene ait orijinal plasmid DNA’s1
pozitif kontrol olarak kullanildi. DNA 6rneginin eklenmedigi, sadece distile su
konulan reaksiyonlar negatif kontrol olarak degerlendirildi.
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Cizelge 3.1. Mutant ve normal Boris transgeni i¢cin PCR reaksiyonlart.

Bilesen Mutant Normal
Boris PCR | Boris PCR
10x Coralload PCR Tamponu (Qiagen, kit, katolog | 1.2ul 1.2ul
n0:201203)
10mM dNTPs (invitrogen, katolog no: 18427-013) | 0.25ul 0.25ul
10uM ileri primer 0.5ul 0.25ul
10uM Geri primer 0.5ul 0.25ul
Tag DNA Polimeraz enzimi (Qiagen, kit, katolog | 0.12pul 0.125ul
n0:201203, 5 units/ul)
Distile su 6.925ul 8.425ul
Genomik DNA Kalibi 2,5ul 1.5ul
Mutant Boris transgeni i¢in PCR kurulumu:
1. basamak 94 °C.ueeeeen. 2 dakika
2. basamak (29 siklus) 94 °C...oovee. 30 saniye
62°C............ 3 dakika
3. basamak 68°C............. 10 dakika
4. basamak +4°C............. sonsuz
Normal Boris transgeni i¢in PCR kurulumu:
1. basamak 94°C ...coenenn 2 dakika
2. basamak (32 siklus) 94°C ... 30 saniye
56°C ...coovenen. 30 saniye
65°C .o, 3 dakika
3. basamak 68°C....cc.nen.. 10 dakika
4. basamak +4°C .. sonsuz

PCR iiriinleri %]1°lik agaroz jel elektroforezinde degerlendirildi ve bantlar
UV 15181 altinda goriintiilendi. Agaroz jelin hazirlanis1 yukarida belirtilmistir.
Transgene sahip pozitif oldugu belirlenen hayvanlar PCR sonucuna gore tespit edildi
ve calismalarda kullanildi.

3.2.5. Kurucu Fare Soylarinin Cogaltilmasi

Transgenin genoma integrasyonu tesadiifi oldugu icin her bir transgenik
hayvan essiz bir sekilde hemizigottur. Potansiyel kurucu farenin genomunun,
transgenik olmayan farelerle ciftlestirilerek yeni soylara aktarilmasi saglandi.

3.3.  Boris-Tetrasiklin-GFP Transgenlerinin Testise Ozgii Ekspresyonunun
Saglanmasi
Iki yonlii ¢alisan Tet promoterii, ters (reverse) Tetrasiklin transkripsiyonal
aktivator (rtTA) transgeni ile kombine olmadigi siirece inaktiftir. Bu nedenle,
yukarida belirtilen Boris transgenleri, transgenik soylarda sessiz olarak
bulunmaktadir. Bu transgenler, Boris transgenik soylarin, testis spesifik promoter
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elementin kontrolii altinda, Rosa 26 lokusu yerlesimli 7#TA elementi tagiyan bir fare
soyu (Jackson Laboratuvari, Bar Harbor, Maine, USA) ile ciftlestirilmesi ile aktif
hale getirildi. Bu sekilde, gerek Boris gerekse rtTA transgenlerini kalit alan soy,
icme suyunda doksisiklin ile beslendigi zaman, mutant veya normal Boris genini
ekspre edebilir. Testis spesifik promoter kullanildig1 icin, bu ekspresyon sadece
testiste olacaktir (Sekil 3.7).

Testise 0zgii promotere sahip transgenik fare soyu olarak, Snaptonemal
kompleks ve Protamin Cre tastyan fareler kullanilmistir (Jackson Laboratuvari, Bar
Harbor, Maine, USA). Boris transgenine ek olarak deneysel diizenekte kullanilan
transgenik fare soylar1 Cizelge 3.2°de 6zetlenmistir.

‘ Tet on Boris l

ve

Uclu transgenik fare

ve Tet on Boris cDNA + Rosa rtTA +Cre

Cre’nin doku 6zgul ekspresyonu,
Rosa rtTA'in yeniden dizenlenmesini
indikleyerek
fonksiyonel rtTA'i olusturur

S

Doku 6zgul rtTA ekspresyonu
Tet on cDNA

Testise 6zgu
Prm-Cre
Syncpl-Cre

Doksisiklin
(2mg/ml)

S

Testiste cDNA ekspresyonu

Sekil 3.7. Transgenik soylarin ¢iftlestirilme stratejisi. Testise 6zgii Cre rekombinaz, loxP alanlari
arasindaki DNA parcasini ¢ikartarak sadece testiste fonksiyonel rfTA olusmasini saglar.
Uclii transgenik farelere igme suyunda doksisiklin verilerek gen indiiksiyonu saglanir. Bu
deneysel dizayn, dokuya Ozgii Cre transgenik soyun varligma bagli olarak, istenilen
dokuda Boris transgeninin spesifik ekspresyonuna olanak saglar.
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Cizelge 3.2. Tetrasiklin ile indiiklenebilir sistemde testise 0zgii ekspresyonun saglanabilmesi igin
kullanilan Snaptonemal kompleks ve Protamin Cre hayvanlar ile Rosa rtTA transgenine
sahip fareler listelenmistir.

Transgenik soy Stok numarasi
Syncp-1-cre (B6;D2-Tg(Sycpl-cre)4Min/J) | 003466
Prm-1 (B6Ei.129S4-Tg(Prm-cre)580g/EiJ) | 007252
B6.Cg-Gt(ROSA)26Sor™ (1 TAECEINagy g 005670

3.4. Uclii Boris Transgenik Farelerin Genotiplemesi

Rosa rtTA elementi, Snaptonemal kompleks ve Protamin Cre PCR
amplifikasyonlari icin dizayn edilen primerler (Yale Universitesi Tip Fakiiltesi Keck
Biyoteknoloji  Laboratuvarlar1) asagida listelenmistir (Cizelge 3.3). PCR
protokoliiniin detaylar1 yukarida sunulmustur. Yapilan ¢iftlestirmelerde her ii¢ geni

(Boris, rtTA ve Cre) iceren erkek fareler (triple transgenik fareler)
degerlendirmelerde kullanilmistir.
Cizelge 3.3. PCR reaksiyonlari i¢in dizayn edilen primer dizileri.

Primerler

F 5'-CTA GGC CAC AGA ATT GAA AGA TCT -3'

R 5'- GTA GGT GGA AAT TCT AGC ATC ATC C-3'
Rosa rtTA F-5'- GAA TCG AAG GTT TAA CAA CCC GTA A-3'
Transgen = 560 bp | R-5'- GGA CCC ACT TTC ACA TTT AAGTTGT -3'
Cre F-5'-AAG TTC ATC TGC ACC ACCG -3

Transgen =520 bp | R-5- TCC TTG AAG AAG ATG GTG CG -3'

internal kontrol
=324 bp

DNA’nin c¢ogaltilmas1 amaciyla, PCR reaksiyonlar1 asagida belirtildigi
sekilde hazirlandi (Cizelge 3.4).

Cizelge 3.4. Rosa rtTA ve Cre transgenleri i¢in PCR reaksiyonlari.

Bilesen Rosa rtTA PCR | Cre PCR
10x Coralload PCR Tamponu (Qiagen, kit, | 1.2 pl 1.2 ul
katolog n0:201203)

25mM dNTPs (invitrogen, katolog no: | 0.125 ul 0.10 wl
18427-013)

[leri primer (Rosa rtTA igin 20uM; Cre igin 0.6 pl 0.5 ul
25uM)

Geri primer (Rosa rtTA icin 20uM; 0.6 ul 0.5l
Cre icin 25uM)

Tag DNA Polimeraz enzimi (Qiagen, kit, | 0.125 pul 0.10 ul
katolog n0:201203, 5 units/ul)

Distile su 6.35 ul 7.6 ul
Genomik DNA Kalib1 3ul 2 ul
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Snaptonemal kompleks ve Protamin Cre transgeni i¢in PCR kurulumu:

1. basamak 94°C .............. 1.5 dakika
2. basamak (35 siklus) 94°C .............. 30 saniye
54°C cooviini... 1 dakika
72°C ool 1 dakika
3. basamak 72°C oo, 5 dakika
4. basamak +4°C ... sonsuz

Rosa rtTA transgeni i¢cin PCR kurulumu:

1. basamak 94°C .............. 1.5 dakika
2. basamak (35 siklus) 94°C .............. 30 saniye
60°C ....coenea 40 saniye
72°C .o, 45 saniye
3. basamak 72°C ool 10 dakika
4. basamak +4°C ... sonsuz

PCR firiinleri %1°lik agaroz jel elektroforezinde degerlendirildi ve PCR
iriinlerine ait bantlar UV 15181 altinda goriintiilendi. Agaroz jelin hazirlanist
yukarida belirtilmistir.

3.5. Ektopik Gen Ekspresyonunun Indiiksiyonu

Mutant ve normal Boris transgen ekspresyonlarinin saglanmasi ig¢in, iiclii
transgenik fareler 2-3 ay siireyle icme suyunda %5’lik siikroz varliginda doksisiklin
(2mg/ml, Sigma katolog no: D9891-25G) ile indiiklendi. Doksisiklin uygulamasinin
baslama noktasindan itibaren, en az 2 spermatogenik siklus tamamlanincaya kadar
(spermatogenik siklus siiresi farelerde ortalama 34-35 giin) bu indiiksiyona devam
edildi.

Doksisiklin hyclate 2g
Siikroz 50g
Icme suyu 1 litre

GFP raportdr geni araciligiyla, spermatogenik hiicrelerde fluoresanin kuvveti
ile ekspresyon diizeyi degerlendirilebildi. Doksisiklin ile beslenen hayvanlara ait
testis dokulari, de8ismis spermatogenez ve degismis imprinte gen metilasyonu
acisindan analiz edildi.

Calismamizda, mutant ve normal ektopik Boris protein ekspresyonunun
yapildig1 2 ayri transgenik deney grubunun yanisira transgen icermeyen ancak
doksisiklin ile gen indiiksiyonunun yapildig1 ve transgen igermedigi gibi doksisiklin
uygulamasinin yapilmadigi iki ayr1 kontrol grubu ¢alismaya dahil edilmistir.
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3.6. Dokularin Toplanmasi

Cinsel olgunluga ulasan (7-9 hafta) iiclii transgenik ve kontrol gruplarina ait
farelerden testisler alindi. Testislerden biri, molekiiler uygulamalar i¢in (RNA
deneyleri ve kantitatif gercek zamanli PCR) RNAlater soliisyonu (Qiagen, katolog
no:76104) icerisine konuldu. Gece boyu +4°C’de inkiibe edildikten sonra, RNAlater
soliisyonu dokudan uzaklastirilarak sivi nitrojen tankinda saklandi. RNA later
sollisyonu RNA stabilizasyonunu saglayarak olusabilecek RNA degradasyonu
riskini minimalize etmektedir. Diger testis dokusuna ise asagida belirtilen yontemler
uygulanmuistir.

Boris’in spermatogenez {lizerindeki etkisini degerlendirebilmek amaci ile
gerek kontrol gerekse transgenik hayvanlardan elde edilen ikinci testis, Bouin
fiksatifinde (Ricca Chemical Company, Arlington, TX, USA, katolog no:
R1120000-1A 1120/32) oda 1sisinda 24 saat fikse edildi. Doku isleme makinasinda
(Thermo, Electron Corporation, Shandon Excelsior) takip uygulanarak parafin
bloklar elde edildi ve mikrotom yardimiyla Spum kalinliginda kesitler alindi.

Ayrica epididimal sperm ornekleri in vitro fertilizasyon deneyleri icin
topland1 ve metilasyon deneylerinde kullanilmak iizere DNA ekstraksiyonu i¢in sivi
nitrojende depolandi.

3.7. Isik Mikroskopik Degerlendirmeler

Hematoksilen-Eozin (HE) ve Periyodik asit Schiff (PAS) boyamalar
yapilarak, testis dokularindaki histopatolojik degisiklikler 151k mikroskobu ile
degerlendirildi. HE boyasi, seminifer tiibiillerin genel gdriiniimiinii belirlemek i¢in
uygulandi. PAS boyas1 ise Leydig hiicrelerini ve spermatidleri daha net bir sekilde
ortaya koydugu i¢in kullanildu.

3.8. Kantitatif Gercek Zamanh PCR (qRT-PCR)

Doksisiklin ile ektopik gen ekspresyonunun saglanip saglanmadigini kontrol
etmek icin, erigkin kontrol ve transgenik farelere ait testis ve karaciger dokularinda
kantitatif gercek zamanli PCR metodu uygulanmigtir. Bu amagla kontrol ve Boris
transgenik fare testislerinden ve karacigerden RNA izolasyonu gerceklestirildi.
Karaciger dokular1 testise 0Ozgii ektopik ekspresyonu dogrulamak amaciyla
kullanildi.

3.8.1. RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in RNeasy kiti (Qiagen, katolog no: 74106) kullanilmistir.
Biitiin santrifiigasyonlar oda 1sisinda (15-25°C) 13,200 rpm’de masaiistii
mikrosantrifiijde gergeklestirildi.

1. Izolasyona baslamadan 6nce doku miktar1 belirlendi. Her 6rnek icin yaklasik
30mg testis dokusu kullanildi. Optimal RNA eldesi i¢in baslangi¢c dokusunun
miktart  Onemlidir. RNAlater  solisyonunun  dokudan  tamamen
uzaklastirildigindan emin olundu.
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10.

Dokularin QIAshredder (Qiagen, katolog no: 79654) ile homojenizasyonu
gergeklestirildi. 2ml’lik bir mikrosantrifiij tiipline konulan dokunun {izerine,
agirligima gore 600ul RLT tampon eklendi. Karisim pipet ile QIAshredder
cevirme kolonuna aktarildi. 2 dakika en yiliksek devirde santrifiij yapildi.
Pipet yardimiyla supernatant alindi ve yeni bir mikrosantrifiij tiipiine
aktarildi. Ilerleyen asamalarda sadece bu supernatant kullamildi.
Kullanmadan 6nce RLT tamponuna betamerkaptoetanol eklendiginden emin
olundu.

Lizat 3 dakika tekrar en yiiksek devirde santrifiij edildi. Supernatant
dikkatlice pipet yardimiyla alind1 ve yeni bir mikrosantrifiij tiipline aktarildi.

350ul lizat alinarak iizerine 350ul %70’lik etanol eklendi. Pipetlenerek hizla

karigtirldi. QIAshredder homojenizasyonundan artan ©rnek -80°C’ ye
kaldirildi.

700l ornek, ¢okmeler ile birlikte 2ml’lik toplama tiipline yerlestirilmis
RNeasy cevirme kolonuna transfer edildi. Kapag1 kapatilip 30 saniye 13,500
rpm’de santrifiij edildi. Tiipteki sivi kisim dokiildii ve toplama tiipli tekrar
kullanildi.

RNeasy cevirme kolonuna 700ul RW1 tamponu eklendi. Kapagi kapatilip,
cevirme kolonunun membranimin yikanmasi i¢in 30 saniye 13,500 rpm’de
santrifiyj edildi. Tiipteki s1v1 kistm dokiildii ve toplama tiipii tekrar kullanildi.

RNeasy c¢evirme kolonuna 500ul RPE tamponu eklendi. Kapag1 kapatilip,
cevirme kolonu membraninin yikanmasi i¢in 30 saniye 13,500 rpm’de
santrifiij edildi. Tiipteki sivi kisim dokiildii ve toplama tiipii tekrar kullanildi.
Kullanmadan 6nce RPE tamponuna etanoliin eklendiginden emin olundu.

RNeasy cevirme kolonuna 500ul RPE tamponu eklendi. Kapag: kapatilip,
cevirme kolonunun membranmin yikanmasi i¢in 2 dakika 13,500 rpm’de
santrifij edildi. Tiipteki s1v1 kistm dokiildil ve toplama tiipii tekrar kullanildi.
Uzun santrifiigasyon, cevirme kolonu membranmin kurumasini saglar.
RNA’nin elute edilmesinden once herhangi bir etanol kalintisinin olmamasi
gerekir. Kalit1 etanol izleyen asamalarda zararli olabilir.

Santrifiijden sonra RNeasy cevirme kolonu toplama tiipiinden dikkatlice
cikartildi. RNeasy c¢evirme kolonu 2ml’lik yeni bir toplama tiipiine
yerlestirilerek en yiiksek devirde 1 dakika daha santrifiij edildi. Herhangi bir
s1v1 kontaminasyonu olmamasina 6zen gosterildi.

RNeasy cevirme kolonu, 1.5ml’lik bir mikrosantrifiij tiipline yerlestirildi.
Membranin tam ortasina 30ul RNaz icermeyen su eklenerek 1 dakika oda
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1is1sinda beklendi. RNA’nin eliisyonu i¢in 13,500 rpm’de 1 dakika santrifiij
edildi. RNA ornekleri kisa siirede calisilacaksa -20°C’de, uzun vadede
calisilacaksa -80°C’de saklandi.

3.8.2. qRT-PCR

Reaksiyonun hazirlanacagi yiizey DNAoff (Takara, Clontech, katolog
no:TAK9036) ile temizlendi. Syber green tek asamali PCR kiti (Stratagene, Brilliant
I SYBR® Green qRT-PCR Master Mix Kit, 1-Step, katolog no:600825) kullanildi.
Her bir reaksiyon ii¢ defa tekrarlandi. Hazirlanan reaksiyonlar, M.J. Reasearch
Opticon?2 real-time sistem makinasinda degerlendirildi.

Toplam 25ul reaksiyon karisimi:

2xBrilliant I QRT-PCR Master Mix 12.5ul
Distile su (DNaz/RNaz icermeyen) 9.1ul
10uM ileri primer 0.2ul
10uM Geri primer 0.2ul
RT/RNaz Blok Enzim Karigimi1 Tul
RNA 0Ornegi 2ul

1. basamak 50°C c.ccinnnnn. 30 dakika

2. basamak 95°C .civiinininnn, 10 dakika

3. basamak 95°C i 1 dakika

4. basamak 52°C .cociiininn, 1 dakika

5. basamak 65°C.ccinnnnnn. 2 saniye

6. basamak Okuma

7. basamak P G 75 saniye

8. basamak 3.basamaga 40 kez tekrar

9. basamak 0 G 5 dakika

10. basamak 60°C ....coneni 5 saniye

11. basamak 65°C-95°C’ye erime egrisi, her 0.2 siklusta bir okuma

12. basamak +4°C .o sonsuz

Negatif kontrol olarak kalip RNA yerine distile su konularak
amplifikasyonun dogrulugu tespit edildi. Pozitif kontrol olarak konstrakta ait
plasmid DNA’st kullanildi. Hedef genlere ait mRNA’larin normalizasyonu igin
gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) primerleri (iiriin boyutu 150-160bp)
kullanildi.

GAPDH primerleri  F-‘5-CAA TGC ATC CTG CAC CAC CAA CT-3°
R-‘5-TCA CGC CAC AGC TTT CCA GAG-3’
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3.9. immiinofluoresan Degerlendirme

Kontrol ve gen indiiksiyonunun yapildig1 transgenik hayvanlara ait dokular,
GFP i¢in immunofluoresan analizler yapilarak, ekspresyon agisindan karsilastirildi.
Eriskinde sadece testiste, yavru soylarda ise biitiin dokularda GFP ekspresyonunun
olmasi beklendi.

3.10. immiinohistokimyasal Degerlendirme

Boris-testikiiler yapi iliskisine paralel olarak, immiinohistokimya yontemi ile
hiicre proliferasyon iliskisi arastirildi. Immiinohistokimyasal incelemeler igin
kullanilacak olan hayvanlara ait doku bloklarindan 4-5um kalinliginda alinan
kesitler poli-L-lizin kapli lamlara alind1 ve oda 1s1sinda kurutuldu.

1. Kesitler immiinohistokimya boyamasi Oncesinde parafinin erimesi igin
56°C’lik etiivde 30 dakika bekletildi. Deparafinizasyon icin kesitler ii¢c kez
S’er dakika ksilollerden gecirilerek ve her birinde ikiser kez 5’er dakika
olmak iizere %100 ve %95’lik alkol serilerinden gecirilerek dehidrate edildi.
Daha sonra iki degisim distile suda 5’er dakika bekletildi.

2. Antijenik maskelenmenin giderilmesi amaciyla, sebze buhar makinasinda
(vegetable steamer) sitrik asit ¢ozeltisinde (pH:6.0) 20 dakika kaynatilip 20
dakika sogutulan kesitler, endojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak
icin %3’liik hidrojen peroksit ile oda 1s1sinda 10 dakika inkiibe edildi.

3. Distile suda iki kez 5 dakika yikandi. Kesitler distile suya aktarildiktan
sonra, etraflar1 hidrofobik kalem (Dako, katolog no: S2002) ile cizildi. 5
dakika 1X TBS-T tamponunda (pH:7.6) yikanan kesitler, nemli ortamda
ozgiil olmayan immunoglobulin (Ig) baglanmalarin1 6nlemek amaciyla 6
dakika oda 1sisinda blokland1 (Lab Vision Corporation, Ultra V Block,
katolog no: TA-060-UB).

4. Bloklama agamasindan sonra yikama yapilmadan kesitler, 1:1000 dilusyonda
primer antikor (PCNA - Proliferating Cell Nuclear Antigen; Dako, katolog
no: M0879) ile gece boyu +4°C’de inkiibe edildi. Kontrol kesitlerine primer
antikor yerine izotip kontroller uygulandi. Primer antikor, antikor dilusyon
soliisyonu (Dako, katolog no: S0809) icerisinde hazirlandi.

5. Kesitler tekrar TBS-T ile 3 kez 5’er dakika yikanip, 1:400 dilusyonda
biyotinli anti-fare sekonder antikor (Vector Laboratories, katolog no: BA-
9200) ile 30 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Sekonder antikor TBS-T
igerisinde hazirlandi.

6. Kesitler tekrar TBS-T ile 3 kez 5’er dakika yikandi. Uretici firmanin tavsiye
ettigi sekilde, kesitler Vectastain Elite ABC kit (Vector Laboratories,
Burlingame, CA) ile 30 dakika oda 1sisinda, nemli ortamda muamele edildi.

52



7. Kesitler tekrar TBS-T ile 3 kez 5’er dakika yikandi. Yikama asamasindan

sonra, sinyalleri gelistirmek i¢in kesitler diaminobenzidin (DAB) kromojeni
ile (Biocare, Betazoid DAB, katolog no: BDB2004H) (1ml DAB substrat
tamponu + 1damla DAB kromojeni) muamele edildi ve distile suda yikandi.

Mayer’in hematoksileninde 5-10 saniye zit boyamanin ardindan kesitler
cesme suyunda 5 dakika yikandi. Daha sonra ikiser kez sirastyla 20 saniye
%95’lik ve %100’liik alkol serilerinden geg¢irildi. Kesitler daha sonra 2 defa
5’er dakika ksilolden gegirildi.

Kesitler lamel kullanilarak, cytoseal kapatma medyumu ile kapatildi.
Boyanmalara ait fotomikrograflar Axioplan mikroskobu (Zeiss, Oberkochen,
Almanya) ile ¢ekildi ve dokunun proliferasyon durumu degerlendirildi. Tiim
testikiiler doku ornekleri ayn1 zamanda ayni protokole tabi tutuldu.

PCNA indeksi, 200X biiyiitmede elde edildi. Her slaytta tesadiifi alanlar

say1ldi. Seminifer tiibiiliin bazalindeki hiicreler sayildi. PCNA orani, her seminifer
tiibiildeki pozitif boyanan PCNA hiicresinin toplam bazal hiicre orani seklinde
degerlendirildi. Ortalama PCNA indeksi ise, biitiin PCNA indekslerinin toplaminin
sayilan seminifer tiibiil sayisina oran1 seklinde hesapland1 [172].

Immiinohistokimyada Kullanilan Soliisyonlar

10X Tris Tamponu (TBS) pH 7.6

Trizma baz (C4H{1NO3) 242¢

NaCl 80g

Distile su 1 It’ye kadar
Konsantre HCl ile pH 7.6’ya ayarlanir.

1X TBS/0.1% Tween-20 (1X TBS-T)

100ml 10X TBS + 900yl distile su+ Iml Tween-20 eklenir, karistirilir.

10X Sodyum Sitrat tamponu (pH 6.0)

29.4g sodyum sitrat trisodyum tuz dihidrat (C¢HsNazO722H,0O) + 1 litre

distile su. Konsantre HCl ile pH 6.0’ya ayarlanir.

%3’liikk H,O,

3.11.

10ml %30°luk H,O, (J.T Baker katolog no: 2186-01) + 90ml metanol

Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz-aracili dUTP Nick End Labeling
(TUNEL)
Boris’in kanser-iireme hiicre hatti antijen aile iiyesi olmasi nedeniyle,

testikiiler hiicre proliferasyonuna ek olarak apoptoz mekanizmasi degerlendirildi.
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Kontrol ile transgenik hayvanlarda, testikiiler dokulardaki hiicre Olimii ile
proliferasyon durumu degerlendirildi. Testis dokusundaki apoptoz, DNA
iplik¢iklerindeki kirilmalarin TUNEL yontemi ile enzimatik olarak isaretlenmesiyle
belirlendi. TUNEL metodu ile isaretleme, Hiicre Oliimii Belirleme Kiti (Roche,
katolog no:1 684 809) ile iireticinin 6nerileri dogrultusunda yapildu.

1. Poli-lizin kapli lamlara alinan Sum kalinligindaki parafin kesitler, parafinin
erimesi i¢in 56°C’de etiivde 30 dakika birakildi. Deparafinizasyon icin kesitler
iki kez 5’er dakika ksilolden gegirilerek, her birinde 5’er dakika olmak tizere
%100, %90, %80 ve %70’lik algalan alkol serilerinden gecirildi ve dehidrate
edildi. Daha sonra iki degisim distile suda 5’er dakika bekletildi.

2. Fosfat tamponunda (PBS) 2 kez 5’er dakika yikama yapildi. +4°C’de
(buzdolabinda ya da oda 1s1sinda buz lizerinde) 8 dakika inkiibasyon yapildi.

3. Taze olarak permeabilizasyon soliisyonu (%0.1’lik sodyum sitrat soliisyonu
icinde %0.1’lik Triton-X 100) hazirlandi. 100ml distile su + 100ul Triton-X
hazirlandiktan sonra i¢inde, 0.1g Sodyum sitrat ¢oziildii.

4. PBS soliisyonunda 2 kez 5’er dakika yikama yapildi. Ardindan TUNEL
sollisyonu asagida belirtildigi miktarlarda hazirlandi. 37°C’de, 1 saat, nemli
ortamda ve karanlikta inkiibasyon yapildu.

Enzim soliisyonu (vial 1) 50ul (10X)
Isaretleme (Label) soliisyonu (vial 2) 450ul (1X)
Tunel dilusyon tamponu 500ul

Tiipte artan 100ul isaretleme soliisyonu negatif kontrol olarak kullanildi.
Negatif kontrole sadece 100ul isaretleme soliisyonu ve 100ul tunel dilusyon
tamponu karigimi eklendi.

5. PBS soliisyonunda 2 kez 5’er dakika yikama yapildi. Daha sonra 30ul
doniistiiriicii ajan (Converter-AP; vial 3) kesitler iizerine damlatildi ve
37°C’de, 30 dakika, nemli ortamda, karanlikta inkiibasyon yapildi.

6. PBS soliisyonunda 2 kez 5’er dakika yikama yapildi. Yikamadan sonra
isaretli DNA iplik¢igi kiriklarini iceren hiicrelerin lokalizasyonu i¢in renk
gelistirme islemi Fast Red substrat soliisyonu kullanilarak yapildi. Kesitler
Fast red substrat soliisyonu ile oda 1sisinda, 1-2 dakika, nemli ortamda ve
karanlikta bekletildi.

0.1 M Tris HCI (pH=8.2) soliisyonunun 2ml’sinde 1 tablet Fast Red (Roche
Applied Science, katolog no: 11 496 549 001) ¢oziiliir.
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7. PBS soliisyonunda 2 kez 5’er dakika yikama yapildi. Ardindan hematoksilen
ile hafif bir zit boyama yapildi.

8. Kaiser’in gliserol jelatin soliisyonu (Merck Kaisers Glycerin Gelatine,
katolog no: 1.09242.0100) ile kapatma islemi yapildi.

Testis dokusunda TUNEL yontemiyle pozitif boyanan apoptotik hiicre
sayisinin belirlenmesi i¢in her bir seminifer tiibiilde, TUNEL pozitif apoptotik
hiicreler sayildi. TUNEL yo6ntemiyle pozitif boyanan apoptotik hiicrelerin toplam
alandaki sayis1 belirlenerek dokudaki apoptotik hiicre oran1 (%) belirlendi.
Degerlendirme yapilirken kesit diizeyi yuvarlak olan ve liimeni net olarak goriinen
seminifer tiibiiller dikkate alinmistir.

3.12. Boris Transgenik Farelerin Fertilite/Infertilite Durumu
Boris’in infertilite ile iligkisi olup olmadig1 sorusu in vivo ve in vitro olmak
tizere iki agidan degerlendirdi.

3.12.1. In vivo Fertilizasyon

Kontrol ve transgenik erkek fareler, yabanil tip disi fareler ile ¢iftlestirildi (1
erkek: 4 disi), ertesi sabah vajinal plak tespit edilen disiler gebeligin 0.5. giiniinde
kabiil edildi. Vajinal plak kontrolii i¢in hayvanlar 1-2 hafta boyunca hergiin kontrol
edildi. Farelerin fertilizasyon durumlari ve yavru agirliklar1 degerlendirildi.

3.12.2. In vitro Fertilizasyon
Protokole ait asamalar asagida basliklar altinda sunulmustur.

3.12.2.1. Siiperovulasyon ve Ovosit Toplanmasi

Kumulus hiicreleri ile ¢evrelenmis fare ovositleri yabanil tip disilerden elde
edildi. Bu disiler, 5 IU pregnant mare serum gonadotropin (PMSG) ve bunun 46-48
saat ardindan 5 IU human koryonik gonadotropin (HCG) ile intraperitoneal olarak
injekte edildi. Ovosit/kumulus hiicre kompleksleri, HCG injeksiyonundan 12-13 saat
sonra bir pens ¢ifti yardimiyla disi farelerin ampulla boélgesinin yirtilmasi ile elde
edildi. Daha sonra ovositler IVF kiiltiir medyumu (modified human tubal fluid;
mHTF) i¢eren 4 adet damlaciktan gegirilerek yikandi.

3.12.2.2. Fare Spermlerinin Hazirlanmasi

En azindan 5 giin siire ile ciftlestirilmemis yetiskin kontrol ve transgenik
hayvanlara ait sperm Ornekleri kauda (kuyruk) epididimis ve vasa deferens
bolgelerinden elde edildi. Her fareden alinan kauda epididimis ve vasa deferens
doku pargalari, kiiltiir yagi altinda, 1ml mHTF medyumu igerisine konuldu, 20
dakika stireyle 5’lik CO, igeren, 37°C’ye ayarlanmis inkiibatorde bekletildi. Kauda
epididimis ve vasa deferens kanali, spermatozoanin dagilmasi i¢in hafifce parcalandi
[173]. Yiizeye ylizen spermler toplanarak (swim up) IVF’de kullanildu.
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3.12.2.3. Fare In Vitro Fertilizasyonu (IVF)

Fertilizasyon i¢in 10ul sperm siispansiyonu 250ul mHTF igerisine eklendi.
0.25ml mHTF medyumu damlaciklarinda, ovosit ve kumulus hiicreleri sperm ile
inkiibe edildi. %5’lik CO, iceren, 37°C’ye ayarlanmis inkiibatorde mineral kiiltiir
yag1 altinda 4-6 saat inkiibasyon yapildi.

Inkiibasyon siiresinin sonunda, ovositler damlaciktan uzaklastirildi. Bu
ovositler 3 kez yikama islemi sonrasinda, K simpleks optimizasyon medyumu
(KSOM) ile hazirlanan bagka bir IVF petrisine aktarilarak yeniden inkiibe edildi
(Cizelge 3.5). Embriyolar takip edilerek, fertilizasyon orani, 24 saatlik post
inseminasyon siiresi sonrasinda, 2 hiicreli asamaya gecen zigot orani seklinde
belirlendi. Yikamalar dahil olmak iizere tiim inkiibasyonlar mineral yag altinda
gerceklestirildi.

Cizelge 3.5. KSOM medyumunun hazirlanis1.

KSOM medyumu g/100ml mM
NaCl 0.555 95
KCl 0.019 2.5
CaC12.2HzO 0.025 1.71
KH2P04 0.005 0.35
MgSO4.7HZO 0.005 0.2
NaHCO3 0.210 25
Dekstroz 0.004 0.2
Na Laktat 0.206 10
EDTA 0.004 0.01
Na Pruvat 0.004 0.34
Penicillin G 100IU/ml
Streptomycin 0.005 0.05IU/ml
L-Glutamine 1
Fraction V BSA 4mg/ml
Essential Amino Asitler (aa) 1ml 10ul/ml
Non Ess aa. 0.5 ml Sul/ml
Fenol kirmizis1 (11 mg/ml) 0.1 ml

Karigim filtre edilir ve +4°C’de 4 haftaya kadar kullanilabilir.

3.13. Metilasyon Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Metilasyon, CpG adalar1 iginde bulunan sitozin bazlarinda meydana
gelmektedir. Sodyum bisiilfit uygulamasi sayesinde metile olan sitozin bazlari
degisime ugramaz ancak metile olmayan sitozin bazlar1 urasil bazina doniisiir.
Transgenik erigkin erkek hayvanlarin epididimal spermatozoasinda ve yavrularda
metilasyon imprintleri arastirildi. Toplanan erigkin fare spermi asagida belirtilen
islemlere tabii tutuldu. Yavrular ile ilgili deneylerde kuyruk DNA’s1 elde edilerek,
deneylere devam edildi.
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3.13.1. Spermden Genomik DNA’nin izolasyonu

Epididimisler toplanarak, PBS icerisinde pargalandi. Doku debrisinin
¢Okmesini takiben, supernatant igerisindeki spermlerden genomik DNA izole edildi
[174].

1. 100pl sperm 1.5ml’lik mikrosantrifiij tiipiine konuldu. Uzerine 100pl X2
tamponu eklendi. Ornek ¢oziintinceye kadar 55°C’de 2 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon boyunca, 6érnegin tiip i¢inde dagilmasi i¢in tiip ters ¢evrildi.

2. Ornege 200pl AL tamponu ve 200ul etanol eklendi. Vortekslenerek
karistirildi. Bu karisim herhangi bir ¢okme varsa o da dahil olmak iizere
pipetlenerek, daha onceden lizeri kodlanmis ve 2ml’lik toplama tiipiine
yerlestirilmis DNeasy Mini ¢evirme kolonlara aktarildi. 8000 rpm’de 1
dakika santrifiij yapildi. Igindeki siv1 ile birlikte toplama tiipii uzaklastirildi.

3. DNeasy c¢evirme kolonlari, 2ml’lik yeni toplama tiiplerine yerlestirildi.
Uzerine 500ul AW1 tamponu eklendi. 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij
yapildi. igindeki siv1 ile birlikte toplama tiipii uzaklastirildi.

4. DNeasy cevirme kolonlar1 tekrar 2ml’lik yeni toplama tiiplerine yerlestirildi.
Uzerine 5001 AW2 tamponu eklendi. DNeasy membraninin kurumasi igin
14,000 rpm’de 3 dakika santrifiij yapildi. Igindeki siv1 ile birlikte toplama
tiipli uzaklastirildi. Eger kolonda etanol kalintis1 goriiliirse 14,000 rpm’de
tekrar 1 dakikalik santrifiij yapilmalidir.

5. DNeasy cevirme kolonlari, iizeri onceden kodlanmis temiz 1.5ml’lik
mikrosantriflij tiiplerine yerlestirildi. 50ul AE tamponu dogrudan DNeasy
membran1 {izerine eklendi. 1 dakika oda 1sisinda inkiibasyon yapildi ve
sonrasinda eliisyon i¢in 8000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Bu basamak
bir kez daha tekrarlandi ve toplam 100ul DNA elde edildi. DNA ornekleri,
+4°C’de kullanilma zamanina kadar saklandi.

X2 Tamponu:

IM Tris, pH 8.0 2ml
0.5m EDTA 4ml
%20’1lik SDS 20ml
NaCl 1.1688¢g
Distile su 74ml

Kullanmadan hemen 6nce, uygun miktarda Proteinaz K stok soliisyonu (20
mg/ml) eklendi (100ul X2 tamponu i¢in 12.5 pl Proteinaz K).
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DTT, siv1 soliisyonlarda ¢ok ¢abuk oksidize olur. Bu nedenle kullanimdan
hemen Once soliisyona eklendi (100ul X2 tamponu icin 8ul 1M DDT). 1M
stok DTT aliquatlar1 hazirlanarak (0.77g DDT + 5ml distile su) -20°C’de
saklandi.

3.13.2. DNA’nin Bisiilfit ile Muamelesi

Metile olmayan sitozinlerin urasile doniisiimii i¢in Epitech Bisiilfit Kiti
(Qiagen, katolog no: 59104) kullanildi. Bu kit kullanilarak 20ul’de 2 pg-1 ng
DNA’ya kadar DNA ile ¢aligilabilir.

1. Calisilacak ornek sayisina bagli olarak, kitte bulunan bisiilfit karigimi
aliquatlarinin herbirine 800ul RNaz icermeyen su eklendi ve karigimin
¢Oziinmesi i¢in vorteksleme yapildi. Tam olarak ¢oziinme yaklasik 5 dakika
kadar siirebilir. Ayrica bisiilfit karigimi-RNaz icermeyen su soliisyonu
60°C’de 1sitilarak ¢oziinme saglanabilir. Bistilfit karistmi kesinlikle buz
tizerinde ¢oziinmemelidir.

2. 200ul’lik PCR tiipleri kullanilarak bisiilfit reaksiyonlar1 asagidaki ¢izelgede
belirtilen siraya gore hazirland1 (Cizelge 3.6). PCR tiipleri kapatildi ve
bistilfit reaksiyonlar1 karistirildi. Tiipler oda 1sisinda tutuldu. DNA koruma
tamponunun rengi, DNA-Bisiilfit karistminin eklenmesinden sonra yesilden
maviye donmelidir. Bu yeterli ve etkili bir karisma oldugunun ve bistilfit
doniisiim reaksiyonu i¢in dogru pH degerinin bir belirtecidir.

Cizelge 3.6. Bisiilfit reaksiyonu bilesenleri. *DNA soliisyonu ve RNaz icermeyen suyun toplam
hacmi 20 pl olmalidir.

Bilesen Reaksiyon basina hacim (ul)
DNA soliisyonu (1ng-2 pg) Degisken (maksimum 20)*
RNaz icermeyen su Degisken*
Bisulfit Karisimi (¢6zlinmiis) 85
DNA Koruma Tamponu 35
Toplam hacim 140

PCR makinas1 kullanilarak, DNA bisiilfit doniisiimii yapildi. Kullanilan
program asagida belirtilmistir (Cizelge 3.7). Doniistiiriilen DNA, gece boyunca
herhangi bir sorun olmadan makinada tutulabilir. Toplam siire yaklasik 5 saattir.
PCR tiiplerinin iyice kapatildigindan emin olunmalidir.
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Cizelge 3.7. DNA nin bisiilfit ile muamelesinde kullanilan PCR programu.

Asama Siire Sicakhik
Denatiirasyon | 5 dakika 99°C
Inkiibasyon | 25 dakika | 60°C
Denatiirasyon | 5 dakika 99°C
Inkiibasyon | 85 dakika | 60°C
Denatiirasyon | 5 dakika 99°C
Inkiibasyon 175 dakika | 60°C
Bekleme sonsuz 20°C

3.13.3. Bisiilfit ile Muamele Edilmis DNA’nin Temizlenmesi

1.

Bisiilfit reaksiyonu tamamlaninca, bisiilfit reaksiyonlarini igeren PCR tiipleri
kisa bir siire santrifiij edildi. Daha sonra reaksiyonlar temiz 1.5ml’lik
mikrosantrifiij tiiplerine aktarildi. Soliisyondaki herhangi bir ¢6kme,
reaksiyonu ya da performas: etkilememektedir. Tiiplere, 10pg/ml tasiyici
RNA igeren 560ul taze olarak hazirlanmis BL tamponu eklendi. Karisim
vortekslenerek karistirildi ve kisa bir sure santrifiij edildi. 100ng DNA’dan
fazla DNA kullaniliyorsa, tastyict RNA’ya gerek yoktur.

Bir 6nceki asamada elde edilen tiim karisim, toplama tiipii igindeki EpiTect
cevirme kolonuna transfer edildi. Kolona 15,000 rpm’de 1 dakika santrifiij
yapildi. Toplama tiiplindeki sivi atildi ve kolon tekrar toplama tiipiine
yerlestirildi.

Kolona 500ul BW tamponu (yikama tamponu) eklendi. 15,000 rpm’de 1
dakika santrifiij yapildi. Toplama tiiplindeki sivi atildi ve kolon tekrar
toplama tiipiine yerlestirildi.

Kolona 500ul BD tamponu (desiilfonasyon tamponu) eklendi. Oda 1sisinda
15 dakika beklendi. Eger herhangi bir ¢okme varsa, bunun ¢evirme kolonuna
aktarilmamasina dikkat edildi. Inkiibasyon boyunca kolonun kapagi
kapatildu.

15,000 rpm’de 1 dakika santrifiij yapildi. Toplama tiipiindeki sivi atildi ve
kolon tekrar toplama tiipiine yerlestirildi.

Kolona 500ul BW tamponu (yikama tamponu) eklendi. 15,000 rpm’de 1
dakika santrifiij yapildi. Toplama tiiplindeki sivi atildi ve kolon tekrar
toplama tiipiline yerlestirildi. Bu agsama bir kez daha tekrarlandi.

Cevirme kolonu 2ml’lik yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi. 15,000 rpm’de
1 dakika santrifiij yapilarak kalint1 olabilecek sivinin uzaklastirilmasi
saglandi.
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8. Cevirme kolonu 1.5ml’lik yeni bir mikrosantrifiij tlipline yerlestirildi.
Membranin ortasina 20ul eliisyon tamponu (EB) eklenerek yaklasik 15,000 x
g (12,000 rpm)’de 1 dakika santrifiij yapildi ve DNA elute edildi. Eliisyon
asamasi bir kez daha tekrarlanarak toplam 40ul bisiilfit ile muamele edilmis
DNA hazirlandi..

3.13.4. Bisiilfit ile Muamele Edilmis DNA’nin PCR ile Amplifikasyonu

HI19 DMD (differentially methylated domain)’de bir bdlge, paternal allelde
yogun bir sekilde metile iken, maternal allelde hipometile durumdadir [175]. Bu
bolge transkripsiyon baglama alanina gore -1968 ve -2555 arasinda lokalizedir
(Erisim numarast AF049091) ve 26 tane 26 CpG alan1 ve bir adet CTCF-baglanma
alan1 icermektedir [135, 176] (Sekil 3.8).

CpG 1 2 3 4 5 67 8 9 10111213 141516 17 18 1920 21 22 23 24 2526
-2555 CTCF

baglanma alam

Sekil 3.8. Bisiilfit sekanlamasinda analiz edilen 588bp uzunlugunda H79 DMD bdlgesinin sematik
gosterimi. Bolge 26 adet CpG adacigi ve bir CTCF baglanma alani (gri) igermektedir.

Secilen bolge PCR ile amplifiye edilmis ve degerlendirilmistir. Reaksiyon
icin HotStar TagDNA polimeraz (Qiagen, katolog n0:203203) kullanildi. Hazirlanan
primerler sadece bisiilfit ile muamele edilmis genomik DNA’ya 6zgii olarak asagida
belirtildigi sekilde dizayn edilmistir. PCR {iriinii 588-bp’dir. PCR reaksiyon karigimi
asagida sunulmustur (Cizelge 3.8).

HI9DMR F 5°-CAA CCT CTA CTT TTA TAA CTA TAA AAT-3’
HI9DMR R 5°: AAT GGT TTT TTT ATA TAT TGA ATT AGA-3’

Cizelge 3.8. H/9 DMD icin PCR reaksiyon karigimi.

Bilesen H19DMR PCR (ul)
Distile su 28.1

10x PCR Tamponu (Qiagen, kit, katolog no:201203) 5

25mM dNTPs (invitrogen, katolog no: 18427-013) 0.65

20uM lleri primer 2.55

20uM Geri primer 2.55
HotStar TagDNA  polimeraz  (Qiagen, katolog 0.65
n0:203203)

Bisiilfit ile muamele edilmis genomik DNA Kalib1 10.5
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PCR kosullar1 asagidaki sekilde programlanmigtir. PCR amplifikasyon
iiriinleri poliakrilamid jel elektroforezi ile kontrol edildi. Orneklerin yiiriitiilme
islemi tamamlandiktan sonra jel, UV 1sik altinda kontrol edildi. Amplifikasyon
dogrulandiktan sonra subklonlama agamalarina gegildi.

1. basamak 95°C............ 15 dakika
2. basamak (35 siklus) 94 °C................. 1 dakika
50°C..niiiiinnnnen. 1 dakika
72 °C e 1 dakika
3. basamak 72°C i, 10 dakika
4. basamak +4°C............. sonsuz

3.13.5. HI9 DMD PCR Uriinlerinin pCR"4-TOPO® TA Vektoriine
Klonlanmasi
Taq polimeraz ile amplifiye edilen H/9 DMD PCR iiriinleri pCR™ 4-TOPO
TA vektoriine (Invitrogen katolog no:45-0030) klonlandi. PCR iiriinii vektorde ¢oklu
klonlama alani icerisine entegre edildi (Sekil 3.9)

73bp 330D
! ' o0 60 bp
5 _T —
=83 =
| M1I3R T3 §E§§ EE% T7 M13F |
/
o
2 pCR'4-TOPO'

4.0 kb

Sekil 3.9. pCR®4-TOPO® vektoriine ait harita.

3.13.5.1. HI19 DMD PCR Uriinlerinin Elektrokompetent One Shot® TOP10 E.
coli Hiicrelerine Transformasyonu
Calismamizda hem kimyasal (invitrogen, katolog no: C4040-03) hem de
elektrokompetent (invitrogen, katolog no: C4040-52) One Shot® TOP10 E. coli
hiicreleri kullanilmistir. Elektroporasyon ile transformasyon etkinliginin kimyasal
yolla transformasyona gore daha yiiksek sonu¢ vermesi nedeniyle elektrokompetent
hiicreler ile ¢alismalara devam edilmistir.
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1.

Her bir transformasyon igin, yetenekli hiicrelerin bulundugu tek bir vial
kullanildi. Her 6rnek i¢cin LB-Ampisilinli (50 pg/ml Ampisilin) 2 adet kiiltiir
kabi1 kullanildi. Transformasyona baglamadan dnce bir vial S.0.C. medyumu
oda 1sisina getirildi. Aymi sekilde kullanilacak olan secici LB-Ampisilin
kiiltiir kaplar1 30 dakika 37°C’de 1sitildi. Bir vial elektrokompetent E. coli
hiicreleri (One Shot® TOP10), transformasyon ic¢in buz iizerinde ¢oziildii.
Bu hiicreler kullanilarak TOPO® Klonlama reaksiyonu hazirlandi. 30 dakika
oda 1sisinda beklenildi. Biitiin bilesenler hazirlandiktan sonra -20°C’de
saklanabilir.

TOPO® Klonlama Reaksiyonu

Taze PCR iiriinii 4ul
Diliiye edilmis tuz soliisyonu (1:4)  1pul
TOPO® vektor 1ul
Toplam Hacim 6 ul

2ul  TOPO® Klonlama reaksiyonu, 1 wvial (50ul) One Shot®
Elektrokompetent E. coli hiicresine eklendi ve hafifce karistirildi. Bu
asamada pipetleyerek karistirma yapilmamalidir. Soliisyon hava kabarcigi

yapilmadan 0O.lcm kiivete (E.coli pulser cuvette, BioRad katolog no:
1652089) aktarildi.

Ornekler elektropore edildi (1.8V) (BioRad, E. Coli pulser, model:
1652102). Hemen ardindan f{izerinde 250ul oda 1sisina getirilmis S.0.C
medyumu eklendi.

Soliisyon, 14ml’lik kapakli bir tlipe aktarilarak (Becton Dickinson, Falcon
352057), antibiyotik diren¢ genlerinin ekspresyonu i¢in en azindan 1 saat
37°C’de calkalandi (225rpm).

Her transformasyondan alman 10-50pul 6rnek, daha dnceden 1stilmis segigi
LB-Ampisilin kiiltiir kaplarina yayildi. Gece boyunca 37°C’de inkiibasyon
gerceklestirildi. Kiiciik hacimlerin daha kolay yayilmasi icin 20ul S.O.C.
medyumu eklenebilir. Tki farkli hacim ile ¢alisilarak en uygun dagilimin
goriildiigi kiiltiir kabindan koloniler kullanildi. Etkili bir TOPO® Klonlama
reaksiyonu, yiizlerce koloninin olugsmasini saglar.

3.13.5.2. Plasmid DNA’sinin Bakteriden Uzaklastirilmasi ve Sekans Analizi

1.

Elektroporasyondan bir giin sonra, LB-Ampisilinli kiiltiir kaplarinda
kolonilerin  gelisimi  gdzlendi. Kiiltiir kaplarinda bulunan bakteri
kolonilerinden hangisinin vektorii icerdigini belirlemek i¢in 10-12 koloni
secilerek 3ml’lik LB-Ampisilinli soliisyonda 37°C’de gece boyu ¢alkalamali
kiiltiirasyon (12-16 saat) yapildi.
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2. Kiiltiirasyon sonrasinda 1.5ml’lik kiiltiir karigimi alinarak miniprep (Qiagen,
QIAprep® Miniprep, katolog no: 27106) kiti kullanilmak suretiyle, plasmid
DNA’s1 izole edildi. Protokoliin detaylar1 6nceki boliimlerde sunulmustur.

3. Vektore sokulan H/9 DMD gen amplikonunun varligini dogrulamak i¢in
plasmid DNA’s1 6rnekleri “EcoRI” restriksiyon enzimi kullanilarak kontrol
edildi. Toplam 20ul reaksiyon karigimi hazirlanarak, 37°C’de, gece boyu
inkiibasyon gergeklestirildi.

3ul DNA

2ul 10X NEBuffer EcoRI

1ul EcoRI (New England BioLabs, katolog no: RO101S, 20,000U/ml)
14ul distile su (American Bioanalytical, katolog no: AB02128)

4. Kesim sonrasi, ornekler 6x ylikleme boyasi ile karistirilarak %1°lik agaroz
jele yiiklendi ve vektore sokulan genin varligi kontrol edildi. Dogrulama
sonrasinda, ornekler sekanslama igin hazirlanarak Yale Universitesi Tip
Fakiiltesi Keck Biyoteknoloji Laboratuvarlari’na gonderildi.

Sekans icin kullanilan primer (TE tamponunda 0.1 pg/ul, pH 8)
M13 ileri primer (-20) -5"-GTAAAACGACGGCCAG-3”

5. Sekanslama i¢in 6rnekler 96 kuyucuklu kiiltiir kabinda (Eppendorf twin.tec®
96 Red PCR Plates, katolog no: 951020389) hazirlandi. Kapatma filmi
kullanilarak, kiiltiir kab1 yiizeyi kapatildi. Herbir kuyucuga asagidaki karisim
eklendi. DNA miktar1 spekrofotometre yardimiyla dl¢iildii.

550 ng plasmid DNA’s1 16 ul
4 uM M13 ileri primer 2 ul
Toplam hacim 18 pl

3.14. [Istatistiksel Analizler

Calisma sonucunda elde edilen tiim veriler SigmaStat (Version 3.5) programi
kullanilarak karsilastirmali testler yapilarak (ANOVA, t-test) degerlendirildi ve
gruplar arasinda anlamli farkliliklarin olup olmadig: belirlendi. Sonuglar ortalama
+SEM olarak sunulmustur. P<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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BULGULAR

4.1. Kurucu Boris Transgenik Fare Soylar1 ve PCR Degerlendirmeleri

C57BL/6 zigotlarina normal ve mutant Boris c¢cDNA’larin injeksiyonu
sonucunda sirasiyla 38 ve 58 adet fare dogumu gozlendi. Kuyruk DNA’s1
kullanilarak yapilan PCR degerlendirmelerinde (Sekil 4.1), 38 adet potansiyel
normal Boris transgenik yavru igerisinden 4 tanesinin (2 adet erkek ve 2 adet disi)
transgeni igerdigi ve fertil oldugu tespit edildi. 58 adet potansiyel mutant Boris
transgenine sahip fare icerisinden ise sadece 3 tanesi mutant Boris transgenini icerdi.
Bu 3 farenin 1 tanesinin erkek ve fertil iken, 1 tanesinin disi ve fertil, 1 tanesinin ise
ilging olarak erkek ve steril oldugu gozlendi. Steril fareye ait testisin histolojik
analizi, tiibiillerde spermatogenetik duraksamanin (arrest) varligini ortaya koyarken,
epididimis kesitleri incelendiginde herhangi bir sperm hiicresine rastlanilmadi (Sekil
4.2).

1kb plus Pos. Neg. Kurucu soylar
belirtec  Kont. Kont.  s———

~200 bp — mutant Boris

~440 bp— normal Boris

Sekil 4.1. Mutant ve normal Boris transgenine sahip kurucu soylarin PCR analizi.

Boris transgenine sahip transgenik fareler, testise Ozgii Snaptonemal
Kompleks ve Protamin Cre transgenik fareler ile ¢iftlestirildi. Genotipleme yapilmak
suretiyle Boris ve Cre transgenini tasidigi tespit edilen ikili (double) transgenik
fareler, Rosa rtTA transgenini tagiyan {i¢lincii bir transgenik fare ile ¢iftlestirildi.
rtTA transgeninin fonksiyonel hale gelmesiyle, Boris ekspresyonunun indiiklenebilir
bir sistemde sadece testiste olmasi saglanmis oldu. Elde edilen her ii¢ transgeni
tastyan (liclii) transgenik farelerin (Sekil 4.3) fertilite durumlar test edildikten sonra,
%5 oraninda siikroz iceren igme suyunda 2mg/ml doksisiklin muamelesi ile Boris
gen indiiksiyonu yapildu.
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4

Sekil 4.2. Steril mutant Boris transgenik kurucu soyun testis kesitinin H&E boyamasi (a-c).
Seminifer tiibiiller, pakiten spermatosit asamasinda spermatogenezde duraksama (arrest)
gostermektedir. Germinal hiicre aplazisine sahip, sadece Sertoli hiicrelerine sahip tiibiiller
(SCO) gozlendi. Oklar, seminifer tiibiillerdeki anormal hiicreleri isaret etmektedir. d)
Epididimiste sperm hiicrelerinin yoklugu dikkat cekmektedir.

JIdFdT?II9¢8 707 229
1 2 3 4 5 6 7 8 91011121314 1516 1718 19 20 2122

Prm Cre ~+—~520 bp

Rosa rtTA ~—~560 bp

normal Boris ~-—~440 bp

Sekil 4.3. Genotipleme ve transgenik farelerin belirlenmesi. 22 potansiyel ti¢lii transgenik fare
icerisinden, 4, 7, 10, 14, 18 ve 22 numarali fereler her ii¢ transgeni de icermektedir.
Bunlardan sadece 4 ve 18 numarali (kirmizi) hayvanlar erkektir. Bu sekilde belirlenen
erkek iicli transgenik farelere (6rnegin Tet-On Boris/Rosa rtTA/Protamin-Cre)
doksisiklin ile gen indiiksiyonu uygulandi.

4.2. Transgen Ekspresyonunun Doku Ozgiilliigii

Boris ekspresyonunu doku ozgiin yapabilmek amaciyla, Rosa 26 lokusu
yerlesimli tetrasiklin-kontrollii transaktivator proteinin (r#7A) bulundugu ayr1 bir
transgenik soy ile ciftlestirmeler yapildi. 7#7A’in fonksiyonel hale gelebilmesi i¢in
Cre rekombinazin bu lokusta yeniden bir diizenlenme yapmasi gerekmektedir.
Dolayistyla Cre rekombinazin testis 0zgli promoterlerin kontrolii altinda
yerlestirildigi Synaptonemal Kompleks Cre ve Protamin Cre transgenik hayvanlar
kullanildig1 i¢in, gendeki yeniden diizenlenme sadece testiste olmustur. Testise 0zgii
ekspresyon, fluoresan bir mikroskop kullanilarak {i¢lii transgenik farelerin farkli



dokularmin GFP ekspresyonu acisindan degerlendirilmesi ile ¢ok net bir sekilde
gosterildi (Sekil 4.4).

Cre rekombinaz erigkin testisinde gendeki yeniden diizenlenimi yaptig1 icin
biitiin sperm hiicrelerinde fonksiyonel r#TA olusumu gerceklesmistir. Bu nedenle,
eriskinde sadece testiste goriilen GFP ekspresyonu, yavru soylarda biitiin dokularda
goriilebilecektir (Sekil 4.5).

EPIDIDIMIS

Sekil 4.4. Boris, Rosa rtTA ve Cre genlerini tagiyan ii¢lii transgenik farelere ait karaciger, testis, kas
ve epididimis organlarmin makroskopik goriintiisii. Sol panel 151k mikroskopik, sag panel
fluoresans filtrelerle elde edildi. Yesil fluoresanin sadece testis, epididimis ve vasa
deferenste (oklar) varligina dikkat ediniz. Kullanilan promoterler testise 6zgii oldugu i¢in
karaciger ve kas gibi diger dokularda herhangi bir GFP ekspresyonu goériilmemektedir.

Sekil 4.5. Makroskopik olarak tiglii Boris transgenik fare yavrularina ait GFP ekspresyonu. Bu
makroskobik sekillerde, GFP ekspresyonu goriilen transgeni igeren bir yavru ve yaninda
ekspresyonun goriilmedigi iki ayr fare yavrusu drneklenmistir.
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4.3. Testiste Ektopik Boris Transgen Ekspresyonu ve qRT-PCR

Uclii transgenik farelerde doksisiklin muamelesi ile ektopik gen indiiksiyonu
oldugunu dogrulayabilmek amaciyla, doksisiklin ile muamele edilmis Tglii
transgenik farelerin testis Ornekleri ile qRT-PCR uygulamasi yapildi. Bu amacla
izole edilen RNA Ornekleri, oncelikle ters (revers) transkribe edildi. Daha sonra
Boris’e 0zgl primerler kullanilarak amplifiye edilen cDNA’lar kantitatif olarak
degerlendirildi. Kontrol gruplar1 olarak qRT-PCR ¢aligmalarina, farkli genotiplere
sahip ve gen indiiksiyonunun yapilmadig: fareler de dahil edildi.

Elde ettigimiz sonuglara gore, doksisiklin muamelesi ile mutant Boris
transgen RNA’sinda farkli genotipteki kontrol hayvanlarina gore yaklasik 10-12 kat
artis goriildii (Sekil 4.6). Benzer sekilde normal Boris transgeni agisindan
ekspresyon artigi rapor edildi. Normal Boris transgen ekspresyonunda yaklasik 60-
65 kat artis gozlendi (Sekil 4.7).

Testise ek olarak doksisiklin ile muamele edilmis {iglii transgenik farelerin
karaciger ornekleri ile qRT-PCR sonuglar1 karsilastirildiginda, ektopik Boris
overekspresyonunun sadece testise Ozgii oldugu ortaya konuldu (Sekil 4.6).
Karaciger oOrneklerindeki mutant veya normal Boris ekspresyonu diger kontrol
gruplaria gore herhangi bir farklilik gostermedi.
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Sekil 4.6. Farkli fare genotiplerine ait testis orneklerinde, mutant Boris transgeni i¢in qRT-PCR
sonuglart. Igme suyunda doksisiklin muamelesi ile mutant transgen ekspresyonunda
yaklagik 10-12 kat artig goriildi. Testiste goriilen bu artisa kiyasla ayni hayvana ait
karaciger ornegi (KC) kullanildiginda herhangi bir artisin olmamasi, testise 06zgii gen
overekspresyonu yapildigint dogrulamaktadir. Tg:Transgenik. Not: Grafikteki son 6rnek
karacigerden digerleri testis 6rneklerinden hazirlanmstir.
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Sekil 4.7. Testiste normal Boris transgeni icin qRT-PCR sonuglari. Igme suyunda doksisiklin
muamelesi ile kontrole gore yaklasitk 60-65 kat artmig mutant Boris transgen
ekspresyonu gosterilmektedir. Tg:Transgenik.

4.4. Boris Transgenik Fare Testislerinin Histolojik Olarak Degerlendirilmesi

Ektopik Boris ekspresyonunun testisteki olas1 patolojik etkilerini ortaya
koyabilmek icin, parafin bloklardan elde edilen kesitlere Hematoksilen eozin ve
Periyodik asit Schiff boyamalar1 yapildi. Ozellikle mutant transgenik fare soyunda
baz1 seminifer tiibiillerde germinal hiicre aplazisi olarak adlandirilan sadece Sertoli
hiicrelerinin bulundugu tiibiillerin goriilmesi dikkat ¢ekici oldu (Sekil 4.8). Normal
Boris transgenik farelere ait testis kesitlerinde patolojik tiibiil yapilari izlendi (Sekil
4.9).

Her iki gruba ait testis kesitlerinde, liimene atilmig anormal gortinimli
hiicresel yapilar gozlendi. Ozellikle normal Boris transgenik fare testisinde olmak
tizere, gerek mutant gerekse normal Boris transgenik fare testis kesitlerinde
yogunlagmis kromatin materyaline sahip spermatositler dikkat ¢ekti. Bununla
birlikte kesitlerde normal goriiniime sahip tiibiiller de bulunmaktaydi.

Seminifer tiibiillere ait intersitisyel alanlarda herhangi bir patoloji ile
karsilagilmadi. Leydig hiicreleri ve damar yapilar1 normal olarak gozlendi.
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Sekil 4.8. Parafine gomiilmiis mutant Boris transgenik fare testisine ait kesit. Sadece Sertoli
hiicreleri iceren (SCO) bozuk tiibiillere dikkat ediniz. Ok ve ok baslari liimene atilmis
anormal hiicreleri isaret etmektedir. H&E: Hemotoksilen-eozin boyamasi; PAS: Periyodik
asit Schiff boyamasi

Sekil 4.9. Parafine gomiilmiis normal Boris transgenik fare testisine ait kesit. Mutant olan farelerde
oldugu gibi sadece Sertoli hiicreleri (SCO) ve liimene atilmig anormal hiicreleri (oklar)
iceren tiibiiller goriildii. Ok baslart yogunlasmis kromatine sahip spermatositleri
gostermektedir. H&E: Hemotoksilen-eozin boyamasi; PAS: Periyodik asit Schiff
boyamasi.

4.5. Boris Transgenik Fare Yavrularinin Dogum Agirhklar:

Doksisiklin ile gen indiiksiyonu yapilan Boris transgenik hayvanlar, yabanil
tip disi fareler ile ciftlestirildi. Gebelik boyunca disiler takip edildi ve dogumun ilk
giinii dogan yavrularin viicut agirliklar tartilarak kaydedildi ve kontrol gruplar ile
karsilastirildi. Sonuglarimiza gore doksisiklin ile muamele edilmis mutant (1.326 +
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0.02g) ve normal (1.316 = 0.01g) transgenik fare yavrularinin viicut agirliklari,
kontrol gruplarina (1.438 + 0.02g) gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha
diistiktii (P = <0.001) (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. Kontrol (n=87) ve transgenik (Tg) hayvanlara ait yavru viicut agirliklari. Mutant (n=82)
ve normal (n=317) Boris transgenik fare yavrularinin, kontrol yavrularina kiyasla daha
diisiik viicut agirligia sahip oldugu gériiliyor (P = <0.001).

4.6.  Boris Transgenik Fare Yavrularinin in vivo Hayatta Kalim Oranlar:

Dogan yavrularin viicut agirliklarina ek olarak, yasamlarinin ilk haftas:
boyunca hayatta kalim oranlari (viabilite) hesaplandi. Kontrol (n=88), mutant
(n=103) ve normal (n=328) Boris transgenik fare yavrulari i¢in postnatal hayatin ilk
haftasindaki ortalama viabilite yiizdeleri, sirastyla 98.09 + 1.28; 70.65 + 9.70 ve
71.43 + 3.75. olarak bulundu. Bulgularimiza gére kontrol grubu ile Boris transgenik
fare yavrulan karsilastirildiginda anlamli olarak azalmis postnatal hayatta kalim
orani gozlendi (P = <0.001). Dolayisiyla ektopik Boris ekspresyonu artmis mortalite
orani ile iliskili bulundu (Sekil 4.11).
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yavrular yavrulari yavrulari

Kontrol ve transgenik farelere ait
yavrularin hayatta kalhm-mortalite

Sekil 4.11. Kontrol ve Boris transgenik yavrularin postnatal hayatin ilk haftasina ait ortalama hayatta
kalim (viabilite) ve 6liim (mortalite) oranlar1. Transgenik (Tg) fare yavrularinda ortalama
hayatta kalim yiizdesi kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir diisiis gostermektedir.
Ortalama 6liim orani ise paralel bir sekilde artmis goriilityor (P = <0.001).
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4.7. Patolojik Goriiniimlii Boris Transgenik Fare Yavrulari

Doksisiklin ile muamele edilmis, mutant Boris transgenik fare yavrularmin
detayli degerlendirmesinde, postnatal hayatin ilk 24 saati igerisinde, transgene sahip
yavrularin 6ldiigii gozlendi. Bu yavrularin makroskopik olarak analizinde, 6zellikle
beyin ve yiiz gelisiminde gelisim geriligi gozlendi (Sekil 4.12).

Sekil 4.12. Doksisiklin muamelesi sirasinda mutant Boris transgenik fareler ile ¢iftlestirmelerden
olusan normal ve anormal goriiniimlii yavrular. Kraniyumun neredeyse olmadig kiiciik bir
bas yapisi ile rudimenter gozlere (oklar) sahip anormal bir yavru (sag tarafta) ile normal
fenotip ve genotipte olan kardesi (sol tarafta) goriilmektedir.

Doksisiklin uygulamasindaki normal Boris {iglii transgenik farelerin
ciftlestirmelerinde de anormal yavrular olustu. Genotipleme yapilarak transgeni
kesinlikle tasidigi tespit edilen normal Boris transgenik fare yavrularinin, tipik
olarak gbz kapag flizyonu olmadan, gozleri acik olarak diinyaya geldikleri ve
postnatal hayatin ilk 12 saati icerisinde oldiikleri goriildii (Sekil 4.13). Mutant
gruptan daha belirgin olarak hemen hemen ¢ogu organda gelisim geriligi gozlendi.

Sekil 4.13. Doksisiklin ile muamele sirasinda normal Boris transgenik farelerin yabanil (vahsi) tip disi
fareler ile ¢iftlestirilmesi ve diginin gebelik boyunca doksisiklin ile muamelesine devam
edilmesi durumunda anormal yavru fenotipi gozlendi. a) Kapali géz kapagi (ok) ile normal
yavru, b) Acik goz kapagi (ok) ile anormal yavru, ¢) Goziin olmadigi, ucu kalkik, basik
burun (yildiz), d) Cenenin olmadig1 (ikili ok) anormal yiiz 6zellikleri ve agik goz
yapisina sahip yavru.
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4.7.1. Patolojik Goriiniimlii Boris Transgenik Fare Yavrularimin Dogum

Agirhiklan

Patolojik olarak gozii agik sekilde dogan yavrular, normal goriinimlii
kardesleri ile karsilastirildiklarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde, daha
diisiik viicut agirliklaria sahipti (P = <0.001). Gozii agik olarak diinyaya gelen
yavrular (n=33), ortalama 1.124+0.018g viicut agirligia sahip iken, bu yavrularin
normal gOriinimlii ve transgeni igermeyen kardesleri (n=155), ortalama
1.394+0.013g viicut agirligma sahipti (Sekil 4.14). Genotipleme ile dogrulanmis
fenotipi tasiyan yavrular ile kontrol yavrular arasinda yaklasik %20 civarinda bir
fark oldugu ortaya konuldu.
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Sekil 4.14.  Kontrol ve gozii agik dogan transgenik yavrularin viicut agirliklari. Gozii agik olarak
dogan ve postnatal hayatin ilk giiniinde kaybedilen yavrular, normal genotip ve
fenotipe sahip kardeslerine gore daha diisiik viicut agrliklarina sahiptir (P = <0.001).

4.7.2. Patolojik Goriiniimlii Boris Transgenik Fare Yavrularimin
Histopatolojik Analizi
Doksisiklin uygulamasindaki normal Boris iglii transgenik farelerin
ciftlestirmelerinden olusan fenotipi tasiyan yavrular makroskopik degerlendirmenin
yanisira histolojik olarak degerlendirildi.

Yavrularin tipik olarak gozlerinin agik olarak diinyaya gelmesiyle paralel bir
sekilde, gozde lens vezikiil olusumu ve gelisiminin bozuk oldugu gozlendi (Sekil
4.15). Anteriyor lens Kkapsiiliiniin posteriyor korneaya adhezyonu (yapismasi)
nedeniyle ciddi niikleer ve posteriyor polar katarakt oldugu tespit edildi (Sekil 4.16).
Anterior lens epiteli diizensizdi ve primer fibrillerde dejenerasyon goriildii. Ilave
olarak, Desement membranin yoklugu gozlendi.
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Sekil 4.15. Kontrol (a) ve normal Boris transgenik fare yavrularinda (b,c) okiiler fenotip. Boris
transgenik fare yavrularinda, primer lens fibrilleri, lens vezikiiliinii (asteriks)
dolduramamaktaydi. Anteriyor lens kapsiilii ile kornea (noktali ok) arasinda adhezyonlar
(yapismalar) goriildii. Goz kapaklar1 agikt (ok).

Kontrol (yabanil tip) Normal Boris Tg Normal Boris Tg

Sekil 4.16. Normal Boris transgenik fare yavrusunda anteriyor lens-kornea defekti (b,c). Korneal
stroma ve endotelyum normal olarak gelismemisti ve sonugta anteriyor lens ve kornea
(ko) arasinda adhezyonlar (asteriks) goriildii. Kontrole kiyasla (a), anteriyor lens epiteli,
Boris yavrularinda anormal olarak proliferatif 6zellikte goriildii (ok). Tg: Transgenik.

Gozdeki patolojiye ek olarak, akciger, karaciger, bobrek ve kas gibi bircok
organda gelisim geriligi gozlendi (Sekil 4.17).
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Akciger

Karaciger

Bobrek

Sekil 4.17. Kontrol (a,c,e,g) ve fenotipe sahip normal Boris transgenik fare yavrularinda (b,d,f,h)
goriillen organ patolojileri. b) Boris fare yavrularinda, akcigerler az gelismisti. d)
Karaciger, soluk renkte ve daha az hematopoetik prekiirsor (onciil) hiicre igerdi. f)
Bobrekler, az gelismis bir korteks yapisina sahipti ve bazilarinda debris igeren ¢ok
sayida dilate tiibiil goriildii. Bobrek gelisiminde kantitatif bir anormallik mevcuttu. h)
Kas yapist miyofibril dejenerasyonu ve az sayida niikleus ile hipoplastik 6zellikteydi.
Tg: Transgenik.
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4.8. Boris Transgeni ve Testis Hiicre Proliferasyonu iliskisi

Boris’in kanser-iireme hiicre hatti antijen ailesi iiyesi olmasi nedeniyle,
eriskin transgenik fare testisinde PCNA antikorlar1 kullanilarak ektopik Boris
ekspresyonunun proliferasyon ile iligskisi olup olmadig1 arastirildi (Sekil 4.18).

Her slaytta tesadiifi alanlar sayilarak PCNA indeksi c¢ikartildi. PCNA
antikorlar1 ile seminifer tiibiillerin bazalindeki spermatogoniya ve spermatositlerin
boyandigi goézlendi. Seminifer tiibiillerin bazalindeki hiicreler, DNA sentezinin
gerceklestigi aktif hiicreler oldugu icin, sadece bu hiicreler degerlendirildi. Elde
edilen PCNA indeksleri toplanarak degerlendirilen toplam seminifer tiibiil sayisina
boliindii. Ortalama PCNA indeksleri kullanilarak, kontrol, mutant ve normal Boris
transgenik testis ornekleri karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak anlamli
bir fark goriilmedi (Sekil 4.19) (p>0.05).

50 pm NRE 2 Sre iy o ®
—=4 MutantBoris 725!

e

Sekil 4.18. Kontrol, mutant ve normal Boris transgenik fare testis Kkesitlerine ait
immunohistokimyasal PCNA boyanmalarl. Sag alt panel negatif kontrolii
gostermektedir. Seminifer tiibiillerin bazalindaki spermatogoniya ve spermatositlerdeki
PCNA boyanmalar1 (kahverengi) dikkat ¢ekmektedir. Insetler, patolojik tiibiil
alanlarindaki PCNA ekspresyonlarini gostermektedir.
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Sekil 4.19. Kontrol, mutant ve normal Boris transgenik (Tg) fare testislerine ait ortalama % PCNA
indeksi. Kontrol ve Boris transgenik testis kesitlerinde PCNA indeksleri agisindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

4.9. Boris Transgeni ve Apoptoz iliskisi

Boris transgenine sahip farelerin testis kesitleri lizerinde TUNEL boyanmast
gerceklestirildi (Sekil 4.20) ve TUNEL pozitif hiicre oranlar1 hesapland1 (Cizelge
4.1 ve Sekil 4.21). Mutant ve normal Boris transgenik fare testislerindeki apoptotik
hiicre yiizdeleri arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunurken (P = 0.001), kontrole
kiyasla her iki grup arasinda herhangi bir fark tespit edilemedi (Sekil 4.21).

Kontrol Mutan_t Boris Tg

Normal Boris Tg

B S R

SO Fsoum
Nt

Sekil 4.20. Kontrol (a,d), mutant (b,e) ve normal (c,f) Boris transgenik (Tg) fare testis kesitlerine ait
TUNEL boyanmalari. TUNEL pozitif apoptotik hiicreler (oklar) kirmizi renkte
izlenmektedir. SCO:Sadece Sertoli hiicrelerinin oldugu tiibiiller. Ok baslar1 anormal
goriiniimlii hiicreleri isaret etmektedir.
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Cizelge 4.1. Kontrol, mutant ve normal Boris transgenik (Tg) fare testislerine ait ortalama apoptotik
hiicre ylizdeleri belirtilmistir.

Ortalama %
Kontrol 2317 +£0.184
Mutant Boris Tg 3.503+0.310
Normal Boris Tg 1.783+0.305
457 #P=0.001

3.5 4

2.5

1.5

Apoptotik indeks (%)

0.5 +

Kontrol Mutant Boris Tg Normal Boris Tg

Sekil 4.21.  Kontrol, mutant ve normal Boris transgenik (Tg) fare testislerine ait ortalama apoptotik
hiicre yiizdeleri sematize edilmistir.

4.10. Boris Transgeninin Erkek Fertilitesi Uzerindeki Etkisi
Ektopik Boris ekspresyonu ve fertilite iliskisi hem in vivo hem de in vitro
olarak degerlendirildi.

4.10.1. Boris Transgeninin Erkek Fertilitesi Uzerindeki in vivo Etkisi

In vivo eslestirmeler yapildigindan 6nceki bulgulardan da anlasilacagi tlizere,
gerek mutant gerekse normal Boris transgen ekspresyonunun fertilite lizerinde
goriiniirde herhangi bir etkisinin olmadig1 ve bu farelerin fertil oldugu tespit edildi.

4.10.2. Boris Transgenik Fare Spermleri ile in Vitro Fertilizasyon (IVF)

Fertilizasyon kapasitesi in vitro yapilan deneylerle de test edildi (n=5264
ovosit). Doksisiklin ile muamele edilmis Boris iiclii transgenik fareler sakrifiye
edildikten sonra, epididimis ve vasa deferens kanallarindan spermatozoa elde edildi.
Benzer sekilde kontrol erkeklerinden de sperm oOrnekleri toplandi ve es zamanli
olarak her gruba ait sperm Ornekleri ile IVF deneyleri gergeklestirildi. Fertilizasyon
orani, in vitro kiiltiirde 24 saat sonra 2 hiicreli asamaya gecen hiicre orani olarak
degerlendirildi.

Ayni anda prosediir uygulanan kontrol ve Boris transgenik fare spermleri
kullanilarak yapilan IVF ¢aligmalarinda kontrollere kiyasla azalmis fertilizasyon
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orani dikkat cekici oldu (Cizelge 4.2. ve Sekil 4.22). Bununla birlikte gruplar
arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmadi (p>0.05).

Cizelge 4.2. Kontrol, mutant ve normal Boris transgenik (Tg) fare spermleri ile yapilan IVF
deneylerine ait sonuglar goriilmektedir.

Grup 1 Grup 2
Kontrol Mutant Boris Tg Kontrol Normal Boris Tg
(n=1146) (n=1070) (n=1352) (n=1696)

Fertilizasyon

orani (%) 83.6+3.63 53.7+£12.47 79.875+£5.91 56.125+12.93

Fertilizasyon oram %)

Kontrol ~ Mutant Boris Tg Kontrol ~ Normal Boris Tg

Sekil 4.22. Kontrol gruplarina kiyasla mutant ve normal Boris transgenik (Tg) fare spermlerine ait
ortalama % fertilizasyon oranlari.

4.10.3. Boris Transgenik Farelerin Embriyo Transfer Sonuclari

Her gruptan IVF sonucu elde edilen 2 hiicreli embriyolar, vazektomize erkek
farelerle ciftlestirilmis embriyonik 0.5.giinde olan yalanci gebe disi oviduktlarina
transfer edildi (n=157 embriyo). Transfer edilen potansiyel transgenik fare
embriyolarinin genel olarak implantasyon ve ilerleyen gebelik agamalarini basarili
bir sekilde gectigi gozlendi. Bununla birlikte, Boris transgenik fare embriyolarinin
ovidukta transferi sonrasinda, normal gorlinlimlii yavrularin yanisira, anormal
goriinimlii yavru gelisimi de rapor edildi (Sekil 4.23). Kontrol farelere ait
spermlerin kullanildigr ve disilerin gebelik boyunca doksisiklin ile muamele
edilmedigi kontrol grubundan diinyaya gelen yavru orani, yaklasik %80 olarak
hesaplandi. Bununla birlikte doksisiklin ile muamele edilmis mutant ve normal
Boris transgenik fare spermlerinin kullanildigt ve disinin gebelik boyunca
doksisiklin ile muamele edildigi deney gruplarindan dogan yavru oranlar1 agisindan
bir diisiis kaydedildi. Ortalama dogan yavru ylizdeleri mutant ve normal Boris
trangenik fareleri i¢in sirasiyla % 31.25 ve % 34.54 idi.
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Sekil 4.23. Tasiyict disi, normalde dogum yapmasi gereken tarihte gebeligini tamamlayamadi.
Otanazi ve diseksiyon sonrasinda, kontrol hayvanlara (sol taraf) kiyasla bazi patolojik
fetiislerin kii¢lik bir bas yapisina ve kisa 6n uzuvlara sahip oldugu (sag taraf) goriildii.

4.11. Yetiskin Boris Transgenik Farelerde H19 DMD Metilasyonu

26 adet CpG adacig1 iceren H/9 DMD bdlgesinin metilasyon analizleri,
bistilfit sekanslama yontemi ile gergeklestirildi. Bu yontem, DNA’nin bisiilfit ile
inkiibe edilerek, metile olmamis biitiin sitozinlerin urasile doniisiimii, subklonlama
ve sonrasinda sekans analizlerini icermektedir. Bisiilfit ile muamele edilmis DNA’da
HI19 DMD bolgesinin sekans analizleri, 26 CpG alanlarmin her birindeki sitozin
dizilerinin metile olup olmadigin1 gosterdi. Kontrol, mutant ve normal Boris
transgenik farelerden elde edilen sperm ornekleri ile yapilan ¢alismalarda, H/79
DMD CpG alanlarinin total metilasyon yiizdeleri arasinda istatistiksel olarak fark
bulunmustur (p = <0.001) (Sekil 4.24). Sekans analizlerine gore her bir koloniye ait
metilasyon durumu Sekil 4.25’de sunulmustur. Kontrol orneklerinde 2418 CpG
adacig1 degerlendirilmistir. Mutant ve normal Boris transgenik sperm orneklerinde
ise sirasiyla 2262 ve 1040 adet CpG adacig1 incelenmistir.
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Sekil 4.24. Kontrol, mutant ve normal Boris ticlii transgenik fare spermlerine ait 26 adet CpG
adaciginin ortalama metilasyon dagilimi. Kontrole kiyasla normal ve mutant Boris
transgenik fare spermleri arasinda fark bulunmaktadir (p = <0.001).
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Sekil 4.25. Kontrol, mutant ve normal Boris transgenik fare spermlerine ait her bir kolonide
degerlendirilen 26 adet CpG adaciginin metilasyon durumu. Her satir bir koloniyi
gostermektedir. Siyah daireler metile, beyaz daireler metile olmamis anlaminda
kullanilmustir.
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4.12. Boris Transgenik Fare Yavrularinda H19 DMD Metilasyonu

Normal ve anormal olarak dogan yavrulardan elde edilen kuyruk DNA’s1
kullanilarak yapilan deneylerde, H/9 DMD CpG alanlarinda total metilasyon
yiizdeleri arasinda istatistiksel olarak fark bulunmustur (P = 0.011) (Sekil 4.26 ve
Sekil 4.27).
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Sekil 4.26. Kontrol ve anormal Boris liglii transgenik fare yavrularina (normal Boris transgenik) ait
kuyruk DNA’s1 oOrneklerinde 26 adet CpG alaninin ortalama metilasyon yiizdesi

goriiliiyor.
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Sekil 4.27. Kontrol ve anormal Boris {iglii transgenik fare yavrularma (normal Boris transgenik) ait
kuyruk DNA’s1 6rneklerinde her bir koloninin degerlendirilen 26 adet CpG adaciklarimin
metilasyon durumu. Her satir bir koloniyi gdstermektedir.
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Gen ekspresyonlarinin epigenetik olarak diizenlenmesi, DNA metilasyonu,
cesitli histon modifikasyonlar1 ve kromatinin yeniden modellenmesi gibi yap1 ve
fonksiyon arasinda karsilikli etkilesimleri gerektirmektedir. Etkilesim icindeki bu
sistemlerden biri ya da birkacinin bozuklugu, genlerin ekspresyonlarinda uygun
olmayan durumlara neden olmakta ve kromozomal kararsizlik, zihinsel gerilik ve
kanser gibi farkli patolojilerin gelismesine neden olabilmektedir. Dolayisiyla
genomdaki 06zgiin bir lokusta devam eden siireglerin dogru bir sekilde idame
ettirilmesi, insan gelisimi ve yagsamui i¢in kritik 6nem tasimaktadir.

Tez c¢alismamizda, genetik miihendisligi teknikleriyle Boris gen
ekspresyonunun degistirildigi fareler {izerinde ¢alismalar gergeklestirdik. Gen
indiiksiyonunun yapilabildigi 6zel transgenik hayvan modelleri olusturarak; a)
Boris’in normal spermatogenez; b) erkek fertilitesine iliskin roliinii (in vivo ve in
vitro); c) fetal biiylime ve yasayabilirlik lizerindeki etkilerini; d) spermatozoa ve bir
sonraki jenerasyonda, H19/Igf2 gibi énemli imprinting genlerinde dogru metilasyon
imprintlerinin olusmasindaki olasi1 roliinii aragtirdik.

BORIS, cok fonksiyonlu bir DNA baglanma proteini olan CTCF proteinin
paralogudur [30]. CTCF, promoter represyonu ya da aktivasyonu, izolator
elementlerin olusturulmasi1 ve fonksiyonel olarak allel spesifik metilasyon
isaretlerinin okunmas1 gibi bir¢ok onemli olayda goérev almaktadir [37, 177, 178].
CTCF’in, DNA metilasyonu, iist diizey kromatin yapisi ve soya 0Ozgii gen
ekspresyonlar1 arasindaki etkilesimleri diizenleyerek, epigenetik sistemin kalitilabilir
bir bileseni olabilecegini ileri siiren ¢aligsmalar bulunmaktadir [178].

BORIS ve CTCF benzer yapida olan 11 adet ¢inko-parmak DNA baglanma
domeynine sahiptir [30]. Genomik olarak sirasiyla 20ql13.2 ve 16q22.1
kromozomlarinda yerlesiktirler. Cinko-parmak yapilarini kodlayan ekzonlarin, her
iki protein arasinda benzer bir sekilde diizenlenimi, memeli evrimi boyunca
CTCF’in bu ekzonlarinin, ¢evresindeki bolgeler ile birlikte dublike oldugunu ve
farkli bir kromozoma transpose oldugunu akla getirmektedir [30]. Bununla birlikte
her iki protein, amino ve karboksi u¢larinin farkli olmasi ile birbirinden ayrilir. Bu
farklilik, BORIS ve CTCF’in aym1 DNA alanlarina baglanabilecegini fakat farkl
fonksiyonlar gosterebilecegini ifade etmektedir.

CTCF’in hemen hemen biitiin dokularda ubikiitéz olarak ekspresyonuna
karsilik, BORIS normal kosullar altinda, memeli testisindeki spesifik hiicrelerde
ekspre olmaktadir. Ilging olarak CTCF ekspresyonunun viicutta sadece bu
hiicrelerde olmamasi dikkat cekicidir. Dolayisiyla her iki protein arasindaki rekabet,
BORIS’in sinirli ekspresyon tarzi ile kismen de olsa engellenmistir. Gergekten de
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DNA metilazdan yoksun bir hiicre modelinde, Sun ve arkadaslarinin (2008)
yaptiklar1 bir ¢alismada, her iki proteinin esit oranda mevcudiyeti durumunda
rekabetin olabilecegi isaret edilmektedir [145]. Bu durum, bazi kanser hiicrelerinde
gerceklesiyor olabilir; ¢iinkii germ hiicreleri ve kok hiicrelere [32] ek olarak BORIS
ekspresyonu, 0zgiin olarak kanser hiicrelerinde tanimlanmaktadir [149, 153-155].

Iste BORIS ve CTCF’in, benzer DNA baglanma yapilarina sahip olmalar
bilgisinden yola ¢ikarak, BORIS’in CTCF’in rol oynadigi olaylarda, 6zellikle
testiste erkek iireme hattinin metilasyon paterninin yeniden diizenleniminde rol
oynayabilecegi ileri siiriilebilir [30]. Bu anlamda Boris’i daha iyi karakterize
edebilmek amaciyla tez ¢alismamizda, tetrasiklin ile indiiklenebilir tarzda iki farkl
transgenik hayvan modeli olusturduk. Transgenik hayvan modellerimizin ilkinde,
mutant Boris transgeni i¢in uygun konstrakt dizayni yapildi. Boris proteininin,
merkezi 11 c¢inko parmak domeynini koruyup, amino terminal domeyninin biiyiik
bir kismin1 kaybedecek sekilde klonlanmas1 gergeklestirildi. Bu sekilde elde edilen
degismis proteinin, hedef dizilere baglanabilecegi fakat normal fonksiyonlarini
gostermede yeteneksiz olacagi fikrini ileri attik. Mutant Boris transgenik modelimiz
icin diger 6nemli bir yaklasimimiz ise, degisime ugramis Boris’in, endojen Boris ile
rekabete girebilecegi ve bu durumun Boris gen iiriinlerinde fonksiyonel kayip ile
sonuclanabilecegi hipotezi oldu. Indiiksiyon sonrasinda eriskin testis kesitlerinin
histolojik analizinde, 6zellikle mutant grupta, germ-hiicre aplazisi (sadece Sertoli
hiicrelerinin varlig1) gibi bazi testikiiler bozukluklar dikkat ¢ekici oldu. Dolayisiyla
kismen de olsa bazi tiibiillerde spermatogenez siirecinde bozukluklar gézlendi.

Calismamizin ikinci transgenik soyunda ise Boris geni tam boy cDNA
primerleri (full length; normal Boris transgeni) kullanilarak klonlandi. Boylelikle
mutant ve normal Boris transgen ekspresyonlarina ait fenotipler karsilastirildi.
Literatiirde Boris geni hakkinda in vivo yapilmis sadece bir ¢alisma olmakla birlikte
[147], bu genin fonksiyonlar1 hakkinda yeterli ve detayli bilgi mevcut degildir.
Ozellikle indiiklenebilir bir transgenik hayvan modelinde in vivo olarak Boris’in
etkilerini degerlendiren herhangi bir ¢alisma yoktur. Bu nedenle olusturdugumuz
deney modeli, Boris’in olasi in vivo etkilerini ortaya koyabilmemizi miimkiin kilmig
orijinal bir modeldir.

Calismamizda indiiklenebilir ve testis spesifik bir sistem olusturuldugu igin
sadece Boris transgenik hayvanlari degil, ilave olarak farkli transgenik hayvan
soylar1 da sisteme dahil edilmistir. Testise Ozgii ekspresyon igin testis-spesifik
promoterlerin bulundugu Protamin Cre veya Snaptonemal kompleks Cre transgenik
fare soylar1 kullanilirken, indiiksiyon i¢in tetrasiklin-kontrollii transaktivator protein
(rtTA)’e sahip rtTA transgenik fare soylar1 kullanilmistir. Calismamizda iki farkl
testis-spesifik Cre transgenik fare soyu kullanilmasinin nedeni fenotipin
dogrulanmasi amaciyla tercih edilmistir. Dolayisiyla {i¢ transgeni (normal ya da
mutant Boris transgeni, testis-spesifik Cre ve rtTA) iceren li¢li (triple) transgenik
erkek fareler ¢aligmaya dahil edilmistir. Testiste goriilen patolojik tiibiiller dahil
olmak iizere, yavrularda Cre transgeninin orijinine (Protamin Cre veya Snaptonemal
kompleks Cre) bagli olmaksizin benzer fenotipler gozlenmistir.
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Teknik olarak calismada kullanilan tetrasiklin ile indiiklenebilir sistem ve
vektorii (Tet-On sistemi), zaman-bagimli ve doku-spesifik bir tarzda pekcok
biyolojik sorunun cevaplanabilmesi avantajini saglayabilen, teknik olarak oldukca
yiiksek potansiyelli bir sistemdir. Bu sistemde doksisiklin ile indiiksiyon sonrasinda,
hedef genin transkripsiyonu ve sonrasinda da translasyonuna gergeklesir [179]. Bu
anlamda c¢alismalarimizin baslangicinda kantitatif gercek zamanli PCR yapmak
suretiyle, Boris transgenik hayvanlariin testislerinden RNA izolasyonu yapilmistir.
Doksisiklin ~ verilen ve transgene sahip farelerde gen indiiksiyonunun
gerceklestirilebildigi dogrulanmistir. Bir tetrasiklin analogu olan doksisiklinin,
sitotoksik diizeyin altinda rtTA’i etkili bir sekilde aktive ettigi ve herhangi bir
patolojiye neden olmadigi bilinmektedir [179, 180]. Gercekten de c¢aligmamizda
doksisiklin verilen, ancak transgen icermeyen kontrol grubu hayvanlarinda ve
yavrularinda bir patolojik gelisim izlenmemistir.

Tez projemizin temelini olusturan Tet sistemi, Cre, FRT ve ER (&strojen
reseptor) gibi diger kosullu (kondisyonel) gen ekspresyon sistemlerine gore daha
avantajli bir sistemdir. Ayrica daha hizli cevap sagladig1 i¢in tercih edilmistir.
Dolayisiyla calismamiz teknik dizayn ve kurulum bakimindan, in vivo bir sistemde
Boris proteini ve lireme biyolojisi arasindaki iliskiyi ortaya koyan Onemli bir
caligmadir.

Calismamizda kullandigimiz vektorde yer alan yesil fluoresan protein (GFP),
dolayli olarak gen ekspresyonu izleyebilme imkani saglamistir. Eriskin Boris
transgenik farelere ait karaciger, kas, testis ve epididimis gibi farkli dokular, GFP
icin uygun filtrelere sahip bir fluoresan mikroskop altinda degerlendirildiginde
sadece testiste ve dolayisiyla epididimis kanalindaki spermlerde GFP
ekspresyonunun gozlenmesi, testise 0zgii gen ekspresyonunun gerceklestirildigini
cok net bir sekilde ortaya koymustur.

Daha onceki c¢alismalarda BORIS’in erkek iireme hiicrelerinde ekspre
edildigi gosterilmis olsa bile, literatiirde sadece bir g¢alismada spermatogenez
iizerindeki fonksiyonuna deginilmistir [147]. Bu c¢alismada BORIS’in fonksiyonel
aktivitelerini ortaya koyabilmek i¢in Boris nakavt fareler liretilmistir. Calismanin
sonuclarina gére, homozigot Boris nakavt fare testislerinde, artmig hiicre 6liimii ile
iligkili bir sekilde kiiciik testis yapist gozlenmistir. Dikkat ¢ekici diger bir nokta ise
spermatogenezde goriilen bozukluklar olmustur. Bu bozukluklar, haploid hiicrelerin
iretiminde bir gecikme ile postnatal hayatin 21. giinii gibi olduk¢a erken bir
donemde agik bir sekilde gozlenebilmistir. Calismamizda elde ettigimiz bulgulara
gore gerek normal gerekse mutant Boris transgenik fare testislerinde, histolojik
olarak bazi seminifer tiibiil defektleri dikkat cekici olmustur. Ozelllikle germ
hiicrelerinden yoksun sadece Sertoli hiicrelerini igeren tiibiiller, mutant Boris
transgenine sahip hayvanlarin testis kesitlerinde daha belirgin olarak goriilmiistiir.
Suzuki ve arkadaslarimin (2010) yapmis oldugu gen ekspresyon profillemesi
caligmalarinda, mayozda hayati 6nem oynadigr bilinen GAL3stl (serebrosid
stilfotransferaz-CST olarak da bilinen) transkript diizeylerinin Boris nakavt fare
testislerinde dramatik bir sekilde diistiigli gosterilmistir [147]. Calismada
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promoterde BORIS baglanma alanindaki mutasyonun, BORIS’in promoteri aktive
etme yeteneginde bir azalmaya neden oldugu ileri siiriilmiistiir. Bu bulgular,
BORIS’in CST ekspresyonunu transkripsiyonel diizeyde diizenlemek suretiyle
spermatogenezde onemli bir rol oynadigin1 dogrular niteliktedir [147].

Boris’in kanser ile iliskisi lizerine yogun arastirmalar yapilmaktadir [181-
184]. Ogzellikle MAGE-A1 ve NY-ESO-1 gibi kanser-testis genlerinin
ekspresyonunu indiiklemesi ve malignansinin erken donemlerinde ekspre olmasi
nedeniyle immiinoterapi i¢in oldukga cekici bir aday olarak goriilmektedir. Bununla
birlikte calismamizda normal ya da mutant Boris transgeninin ektopik ekspresyonu
sonrasinda makroskopik ya da mikroskopik olarak herhangi bir tiimdr olusumu
gozlenmedi. Ayrica yapmis oldugumuz PCNA immiinohistokimyas1 ve TUNEL
degerlendirmelerinde, kontrol testislerine kiyasla proliferasyon ya da apoptotik
indekslerde herhangi bir fark kaydedilememistir. Daha uzun siireli doksisiklin
muameleleri sonrasinda durumun degerlendirilmesi farkli bir sonug olusturabilir.

Deney modellerimizde Cre enzimi denek ebeveynin testisinde gerekli
rekombinasyonu yaptig1 i¢in, denek ebeveynin spermi araciligiyla yavru nesillerde
Boris proteininin biitiin dokularda ekspresyonu saglanmis oldu. Dolayisiyla
doksisiklin ile muamele edilen eriskinde, sadece testiste goriilen GFP ekspresyonu,
Boris transgeni ve rtTA’e sahip yavrularin biitliin dokularinda gézlenmistir.

Ebeveyn gonadlarindaki bozukluklarin yavru nesillerde anormal gelisime yol
acabilecegi bilinmektedir [185, 186]. Biz de c¢alismamizda, bozuk Boris
ekspresyonunun yavru nesillerde ne gibi patolojilere neden olabilecegini ortaya
koyabilmek amaciyla, doksisiklin muamelesi yaptigimiz Boris transgenine sahip
erkek fareleri, yabanil tip disi fareler ile ¢iftlestirdik. Calismamizda Boris transgenik
fare yavrularinin dogum agirliklarinin, kontrol gruplara gore, istatistiksel olarak
anlaml1 bir sekilde daha diisiik oldugu gozlenmistir (P = <0.001). Bu yavrularin,
postnatal hayatin ilk haftasindaki in vivo hayatta kalim oranlar1 karsilastirildiginda
ise yine anlamli bir sekilde azalmis postnatal viabilite orani goézlenmistir
(P=<0.001). Bulgularimiz ektopik Boris ekspresyonunun artmis mortalite orani ile
iligkili oldugunu gostermektedir.

Caligmamizda gebelik siireci boyunca devam ettirilen doksisiklin muamelesi
ile Boris’in normalde olmamasi gerekirken ektopik olarak gerceklestirilen
ekspresyonunun, yavru nesillerde organ gelisimlerinde ciddi patolojilere yol agtigini
gozlemledik. Bu fenotip normal Boris transgenine sahip farelerin yavrularinda
goriildiigii gibi mutant Boris transgenine sahip farelerin bazi yavrularinda da
gozlendi. Bununla birlikte, mutant grupta genotiplemeye paralel bir sekilde gozlenen
fenotip her zaman dogrulanamadig1 i¢in, 6zellikle normal Boris transgenine sahip
farelerin yavrularinda degerlendirmeler yapildi. Normal Boris transgenik fare
yavrularinin fenotipi tagiyan bireylerinin postnatal hayatin ilk giinlinde 6lmesi dikkat
cekicidir. Mutant Boris transgenine sahip farelerin yavrularindaki anormal yavru
gelisiminin altinda yatan mekanizmalar igin daha ileri c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir.
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Normal Boris transgenine sahip yavru farelerde ilk gdze carpan fenotip, bu
yavrularin tipik olarak gozlerinin acgik olarak diinyaya gelmesi ve goz kapagi
flizyonunun ger¢eklesmemis olmasiydi. Gozde lens vezikiil olusumu ve gelisiminde
bozukluklar oldugu goézlendi. Anteriyor lens Kkapsiiliiniin posteriyor korneaya
yapigmasi (adhezyonu) nedeniyle ciddi diizeyde katarakt oldugu tespit edildi. Ayrica
Desement membranin olmadig1 goriildii. Anteriyor lens epiteli diizensizdi ve primer
fibrillerde dejenerasyon gozlendi. Gozlenen bu patoloji, insanlarda goriilen ve
anteriyor segment disgenezinin (gelismemesi) bir formu olan Peters anomalisine
biiyiik benzerlik gostermektedir [187]. Bu anomali, calismamizda elde ettigimiz
sonuglara benzer bir sekilde, katarakt ve korneal opasite ile karakterizedir. Peters
anomalisinin kalitilabilir bir patern gostermekle birlikte, 6zellikle PAX6, FOXES3,
CYP1B1, PITX2, FOXCI1 gibi genlerdeki mutasyonlar ile iligkili oldugu
bildirilmistir [188-192]. Ayrica diger okiiler ya da sistematik bozuklukluklar ile
iligkili de olabilecegi ileri siiriilmektedir [193]. Elde ettigimiz bulgularin 15181
altinda, Boris geni ve sozii edilen genler arasinda herhangi bir iliski olup olmadigi
sorusunun cevabini ileriki ¢alismalarimizla cevaplamaya calisacagiz.

Normal Boris transgenine sahip yavru farelerde, gbz yapisinda goriilen
patolojiye ek olarak, akciger, karaciger, bobrek ve iskelet kasi gibi bircok organda
gelisim geriligi gozlenmistir. Akcigerlerin az gelismis olmasi, bu yavrularda goriilen
oliimiin primer nedeni olabilir. Ozellikle fenotipi tasiyan etkilenmis yavrular, normal
gorinimlii ve transgen icermeyen kardeslerine gore daha diisiik viicut agirliklarina
sahipti (P = <0.001). Bu durum embriyogenez siirecinde Boris ekspresyonunda
goriilen anormal ekspresyonun, global anlamda tiim yavru viicudunu etkiledigini ifade
etmektedir. Dolayisiyla ¢alismamiz Boris ile dogum defektleri ve konjenital
malformasyonlar hakkinda temel bilgileri sunan literatiirdeki ilk c¢aligmadir.
Bulgularimiz Boris geninin embriyogenez siirecinde kritik rol oynadigini ortaya
koymaktadir.

Infertilite 6nemli bir saglik sorunu olup, ozellikle infertilite nedenleri
arasinda genetik faktorlerin Onemine dikkat c¢ekilmektedir. Calismamizda
olusturdugumuz kurucu mutant Boris transgenik farelerden birinin steril olmasi
dikkat c¢ekici olmustur. Testisin histolojik analizinde spermatosit asamasinda
spermatogenetik tutulum (arrest) gézlenmistir. Bu erkek farede, transgenin bozuk
ekspresyonunun steriliteye neden olup olmadigi bilinmemektedir. Bununla birlikte
diger mutant ya da normal Boris transgenine sahip farelerin in vivo analizinde bu
farelerin fertil olduklar1 gozlenmistir. Kontrol ve Boris transgenik fare spermleri
kullanilarak yapilan IVF calismalarinda ise kontrollere kiyasla azalmis fertilizasyon
orani gozlense de istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir. Dolayisiyla bu
calismanin sonuclar1 ektopik Boris ekspresyonunun infertiliteye sebep olmadigini
gostermistir.

Yapilan birgok c¢alisma, UYTE ile diinyaya gelen cocuklarda anormal
genetik imprinting oldugunu vurgulamaktadir. Beckwith-Weidemann, Prader-Willi
ve Angelman sendromlar1 gibi genetik imprintinginde hatalarla iligkili hastaliklarin
insidansinda artis rapor edilmistir [9, 11-18, 194]. Bu sendromlara ek olarak
imprinting baz1 kanserler ile de iliskilendirilmektedir [133]. Calismamizda
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epigenetik bir diizenleyici oldugu ileri siiriilen Boris’in embriyonik gelisim boyunca
ekspresyonu ve rolii heniiz tam olarak bilinmemektedir. Epigenetik bilgilerin,
memeli tireme hatt1 boyunca nesiller arasinda aktarilabildigi temel bilgisinden yola
cikarak, oOzellikle yavrularda goriilen patolojiler, ektopik Boris ekspresyonu
nedeniyle olusabilecek bozulmus bir imprinting sistemi ile iligkili olabilir. Diger bir
deyisle, eger Boris geni paternal-spesifik metilasyon paterninin olusmasini
yonlendiriyorsa, asirt Boris ekspresyonu, normal siireclerde bozulmalara neden
olabilir ve IGF2/H19 ya da diger imprinte gen bolgelerinde anormal metilasyon ile
sonuglanabilir. Bu varsayimdan hareketle ¢alismamizda, Boris’in asir1 ekspresyonu
sonrasinda, erigkin sperminde ve yavru soylarda IGF2/HI19 lokusu gibi oldukca
yaygin olarak calisilan, 6nemli bir imprinting gen bolgesinde anormal imprinting
olup olmadigini aragtirdik. Bu amagla erigkin transgenik hayvanlara ait epididimal
sperm Orneklerinden DNA izolasyonu gergeklestirildi. DNA o6rnekleri bisiilfit ile
muamele edildikten sonra, H/9 DMD boélgesi klonlanarak, metilasyon analizlerine
tabi tutuldu. Benzer bir sekilde, bu farelerin normal ve anormal olarak dogan
yavrularia ait DNA ornekleri ile analizler gergeklestirildi.

Yetiskin Boris transgenik farelerde 26 adet CpG adacig1 iceren H/9 DMD
bolgesinin  metilasyon  analizleri,  bisiilfit  sekanslama  yontemi @ ile
gergeklestirildiginde, kontrol spermlerine goére, mutant ve normal Boris transgenik
farelerden elde edilen sperm orneklerinde metilasyon oraninin bozuldugu ortaya
konmustur (p = <0.001). Normal ve anormal olarak dogan yavrulardan elde edilen
kuyruk DNA’st kullanilarak yapilan deneylerde, bu lokusta total metilasyon
ylzdeleri agisindan fark bulunmustur (p = 0.011) Gozlenen degismis metilasyon
paterninin anormal fetal gelisim ile dogrudan iliskili olup olmadigr sorusunun
cevaplandirilabilmesi i¢in daha ileri diizeyde calismalara ihtiya¢c duyulmaktadir.

Shaw ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 bir caligmada, erkek iireme hattinda
H19 ICR’mn metilasyonu i¢in BORIS tarafindan spesifik bir kromatin imzasimin
taninmasinin gerektigi rapor edilmistir [33]. Bilindigi lizere CTCF, maternal H19
imprinting kontrol bolgesine (ICR) baglanmak suretiyle, DNA metilasyonunu
engeller ve boylelikle H19/Igf2 lokusunun imprintinginde kritik rol oynar [195].
DNA metilasyonuna duyarli H19 ICR ise izolatdr olarak gorev yapar, [gf2’yi
susturur ve maternal allelde H19’u aktive eder. Embriyonik 15.5. giinde testis
ornekleri kullanilarak yapilan kromatin immiinopresipitasyon c¢aligmalarinda,
BORIS’in erkek iireme hiicrelerinde paternal olarak metile H19 ICR’a baglandig
gosterilmistir [33]. Eger BORIS, H19 ICR’nin DNA metilasyonuna katiliyorsa,
BORIS’in azaltilmasi, metilasyonu bozabilir ve imprinting kaybima neden olabilir
[196]. Bu nedenle, ¢calismamiz ile in vivo bir sistemde Boris’in IGF2/H19 lokusu ile
iliskisinin ortaya konulmasinin, genetik imprinting defektlerinin neden oldugu
sendromlarin anlasilmasi ve klinik olarak ¢6ziim aranmasi agisindan onemli bilimsel
katk1 saglayabilecegini diislinliyoruz. Dolayisiyla ¢alismamiz; imprintingin nasil
islediginin anlagilmast ve normal imprintingi bozacak kosullarin belirlenmesi
acisindan 6nem ve yeni bilgi-bulgu tasimaktadir. Bu anlamda sadece IGF2/HI19
lokusu degil, diger imprinte genlerin metilasyon paterninin arastirilmasinda da yarar
vardir.
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Bu

SONUCLAR

tezde, transgenik hayvan modellerinde ektopik Boris ekspresyonu

gerceklestirilerek, spermatogenez ve yavru soylar iizerindeki muhtemel rolleri
arastiritlmig ve elde edilen sonuglar maddeler halinde asagida 6zetlenmistir

1.

Bu proje kapsaminda literatiirde ilk kez Tet/ON sistemini kullanmak
suretiyle indiiklenebilir bir tarzda normal ve mutant Boris transgenik fare
modelleri olusturulmustur.

Transgenik fare testislerinde normal tiibiil yapilarinin yanisira, bozuk tiibiil
yapilar1 ve liimene atilmig anormal goriiniimlii hiicresel yapilar goriilmiistiir.
Calismamiz, in vivo bir sistemde Boris proteini ve spermatogenez arasinda
potansiyel bir iliski oldugunu vurgulamaktadir.

Normal ya da mutant Boris transgeninin ektopik ekspresyonu sonrasinda
makroskopik ya da mikroskopik olarak herhangi bir tiimoér olusumu
gozlenmemistir.

PCNA immiinohistokimyast ve TUNEL degerlendirmelerinde, kontrol
testislerine kiyasla proliferasyon ya da apoptotik indekslerde herhangi bir
fark kaydedilememistir. Bu durum gen indiiksiyon siiresi ile iligkili olabilir,
arastirmaya deger bir konudur.

Doksisiklin ile muamele edilmis mutant ve normal Boris transgenik fare
yavrulari, kontrol gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha
disik viicut agirligina sahip iken yiiksek postnatal mortalite orani
gostermektedir.

Doksisiklin  uygulamasindaki normal  Boris  transgenik  farelerin
ciftlestirmelerinde patolojik yavrular olusmustur. Basta gbz olmak iizere,
iskelet kasi, karaciger, akciger ve bobrekleri i¢eren pek ¢ok organ sisteminde
biliyiime geriligi tespit edilmistir. Arastirmamiz, Boris geni ile embriyogenez
ve fetal gelisim bozukluklarini iligkilendiren literatiirdeki ilk ¢alismadir.

Boris transgenik fare soylar fertildir. [IVF ¢alismalarinda kontrollere kiyasla
azalmis fertilizasyon orami dikkat c¢ekici olsa da gruplar arasinda bir fark
bulunamamastir.

Yetiskin ve yavru Boris transgenik fare DNA’sinda H/9 DMD metilasyonu

kontrollere gore farklilik gostermektedir. Dolayisiyla ektopik Boris
ekspresyonu metilasyon paternlerini etkilemistir.
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Abstract

Individual spermatozoa were assessed with pairs of probes for persistent histones and cytoplasmic retention, persistent
histones and DNA fragmentation, and persistent histones and apoptotic markers. The individual spermatozoa were treated
sequentially with combinations of probes for these cytoplasmic and nuclear biochemical markers. Sperm fields were recorded
with computer-assisted imaging, and staining patterns with the two probes in the same spermatozoa were examined and
scored as light, intermediate or dark (mature to arrested-maturity spermatozoa). The effects of arrested sperm maturation
were similar with respect to the cytoplasmic and nuclear characteristics of spermatozoa in 84% of cells, indicating that
cytoplasmic and nuclear attributes of arrested sperm maturation are related. However, there were moderate (intermediate—dark
or intermediate-light patterns, 14.5% of cells) or major (light—dark patterns, 1.6% of cells) discrepancies in the intensity of
the double staining patterns. Thus, testing with single maturity markers may not be fully reliable. These findings are important
with respect to: (i) arrested sperm maturation; (ii) potential efficacy of antioxidant and similar therapeutic strategies in
subfertile men, as spermatozoa with infrastructure defects due to mismaturation or maturation arrest are unlikely to respond
to interventions; and (iii) detection of adverse male environmental exposures.

Keywords: anti-oxidant therapy, apoptosis, DNA fragmentation, multiple biochemical probes, persistent histones, sperm maturity

Introduction

DNA integrity is an attribute of paramount importance in
spermatozoa, because fragmented DNA in spermatozoa

render the DNA chains more vulnerable to damage due to
inappropriate DNA folding and packaging (Spano et al., 2000;

adversely affects the paternal contribution to fertilization and
conception, and to zygote development (Aitken et al., 2003,
2004; Seli et al., 2005; Borini et al., 2006; Tarozzi et al., 2007).
DNA chain fragmentation is thought to be related to the various
nuclear attributes of arrested/diminished sperm maturity, as
shown by excessive persistent histones, which indicate a lower
efficiency of histone—protamine replacement (Dadoune et al.,
1988; Foresta et al., 1992; Hammadeh et al., 1996; Morel et al.,
1998). Lower concentrations of the protamine-DNA complex

Steger et al., 2003; Ozmen et al., 2007).

Further, studies on sperm maturity and expression levels of
the heat shock protein (HspA2) chaperone protein indicated
that the low expression of HspA2 in diminished maturity
spermatozoa contribute to a reduced DNA repair capacity
(Eddy, 1999; Huszar et al., 2000). Indeed, the destruction of
the gene for the homologous chaperone protein, HSP70-2,
in mice caused diminished sperm production, apoptosis

© 2008 Published by Reproductive Healthcare Ltd, Duck End Farm, Dry Drayton, Cambridge CB3 8DB, UK
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and male infertility (Dix et al., 1996). Conversely, in
human spermatozoa with arrested maturity and low HspA2
concentrations, increased levels of the apoptotic process have
been found (Cayli et al., 2004).

Another relevant aspect of DNA damage is the relationship
between production of sperm reactive oxygen species
(ROS) and arrested sperm maturation. This relationship was
established based on proportionally increased ROS production
and cytoplasmic retention in spermatozoa, as detected by
higher concentrations of sperm creatine kinase (CK) and other
cytoplasmic proteins (Aitken et al., 1994; Huszar and Vigue,
1994). A further relationship was demonstrated between
sperm cytoplasmic content and the rate of lipid peroxidation
measured by malonyl dialdehyde production (a direct end
product of lipid peroxidation). Regarding spermatozoa
with arrested maturation, in combined fractions of mature
spermatozoa and spermatozoa with arrested maturity subjected
to repeated co-centrifugation and co-coincubation at 37°C
that provided extensive sperm-to-sperm contact, there was no
increase in ROS production in the mature sperm fraction. The
conclusion was drawn that increased sperm ROS production
is primarily an ‘inborn’ error of arrested spermatogenetic
maturation, rather than a process that may be ‘acquired’ by
mature spermatozoa (Huszar and Vigue, 1994). The CK probe
of cytoplasmic retention also indicated that in semen samples,
there is a polymorphism, as well as a day-to-day and a subject-
to-subject variation regarding the proportion of mature and
arrested maturity spermatozoa, whether in normozoospermic
and oligozoospermic men (Huszar et al., 1988, 2007).

Article - Double probing arrested-maturity spermatozoa - L Sati et al.

With the various sperm biochemical markers aimed at the
cytoplasmic and nuclear attributes of spermatozoa, one can
detect features of diminished sperm maturity, including
cytoplasmic retention with CK (Huszar and Vigue, 1993),
persistent histones by aniline blue staining (Dadoune et al.,
1988; Foresta et al., 1992; Morel et al., 1998), and the presence
of active apoptotic process with caspase-3 staining (Cayli et al.,
2004). The assessment of DNA degradation is also possible by
in-situ DNA nick translation (Irvine et al., 2000).

Most recently, methods were developed the authors’ laboratory
that allow the application of multiple biochemical probes
to the same spermatozoa, in order to explore the hypothesis
that there is a relationship between the various nuclear and
cytoplasmic attributes in arrested sperm maturation. In the
present experiments, this relationship was studied with probe
combinations for persistent histones and cytoplasmic retention,
persistent histones and DNA degradation, and persistent
histones and apoptotic markers.

Materials and methods

Overview of experimental design and
methods

The double probing studies in the same spermatozoa were
carried out as outlined in Figure 1. The steps were as follows.
The spermatozoa, smeared onto glass slides, were fixed with

Nick translation
Caspase-3 immunostaining

-—

Figure 1. Flow chart of the experimental design. CK = creatine kinase.
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methanol-acetic acid, and the sperm cells were stained with
aniline blue, a stain that detects persistent histones. Images of
sperm fields and individual spermatozoa were then captured
using the Metamorph™ imaging program (Universal Imaging
Co. Downingtown, PA, USA) (Celik-Ozenci et al., 2003).
Subsequently, with the slides still on the microscope platform,
the X-Y co-ordinates of the fields were determined, in order to
facilitate the re-localization of the same sperm fields. Following
this step, the sperm slides were de-stained from aniline blue
by overnight incubation in the fixative solutions that were
appropriate for the second biochemical markers (methanol
for DNA nick translation, and paraformaldehyde for the
immunocytochemistry studies). In further steps, the de-stained
spermatozoa were treated with one of the second biochemical
probes: (i) CK immunocytochemistry to demonstrate
cytoplasmic retention in diminished-maturity spermatozoa
(Huszar et al., 1993); (ii) DNA nick translation for detection
of DNA chain breaks (Irvine et al., 2000); and (iii) caspase-3
immuno-staining to detect the apoptotic process in spermatozoa
(Cayli et al., 2004).

Following the staining steps with the second probes, the
previously noted X-Y co-ordinates were used to re-locate the
same fields that were captured by the Metamorph program
following the aniline blue staining. Next, the images of the
same spermatozoa treated with the second probe were captured,
in order to compare side-by-side the same spermatozoa stained
with aniline blue and the second probe applied (Figures 2, 3
and 4). The sperm cells, based on the staining intensity, were
classified as light (mature), intermediate or dark (arrested-
maturity spermatozoa), as described by Huszar e al. (2003).
In this latter study and in a subsequent study (Huszar et al.,
2007), the spermatozoa were probed with the various single
biochemical markers, and the sperm staining patterns of parts
(a) or (b) of Figures 2, 3 and 4 in this work were in all aspects
comparable with the earlier images.

The men studied presented for semen analysis in the Sperm
Physiology Laboratory, Department of Obstetrics, Gynecology
and Reproductive Sciences, Yale University School of Medicine.
All studies were approved by the Yale Human Investigation
Committee.

Sperm preparation

Aliquots of liquefied semen were assayed for sperm
concentration and motility, and the semen samples were diluted
with physiological saline containing 0.3% bovine serum
albumin and 30 mmol/l imidazole pH 7.2 (SAIM) up to a final
volume of 10 ml. The semen samples were then centrifuged at
500 g for 18 min at room temperature. After the supernatant
was discarded, each sperm pellet was re-suspended in the
SAIM solution to a concentration of 10-25 x 10° sperm/ml.
Sperm slides were prepared by smearing 5-10 ul of sperm
suspension onto clean glass slides and allowing them to air-
dry. The sperm cells were treated with the various biochemical
markers as described below. For the aniline blue/DNA nick
translation studies only, the semen samples were first purified
by centrifugation through 1.5 ml of a 40% single-phase isolate
gradient (Irvin Scientific, Santa Ana, CA) at 500 g for 10 min at
room temperature, and the re-suspended sperm pellet fraction
was used for the studies.

Aniline blue staining of sperm chromatin

Sperm smears were dried on glass slides and stained with a 5%
aniline blue solution (Sigma Co., St Louis, MO, USA) acidified
to approximately pH 3.5 with acetic acid. The slides were
washed, air-dried and a cover slip was applied before evaluation.
Mature spermatozoa, having completed histone—protamine
replacement, stained very lightly with aniline blue (light =
mature spermatozoa), the slightly immature spermatozoa
were stained more extensively (intermediate = diminished
maturity), and immature spermatozoa with substantial degrees
of persistent histones were darkly stained (dark = immature
spermatozoa Huszar et al., 2003). It is of note that the first
fixation—aniline blue staining treatment prior to application
of the second probe was identical in each of the three double
staining studies (Figure 1).

For the second probe treatments, the methods used were varied,
as the conditions required for the immunological and the DNA
nick translation studies were different.

Immunostaining of spermatozoa for CK

After recording the sperm fields, the aniline blue-stained
sperm cells were de-stained with 0.5% paraformaldehyde
incubation in phosphate buffer/sucrose (PB—suc) overnight
at room temperature. All de-staining procedures were carried
out on a shaking platform. The formaldehyde was removed by
three washing steps with PB—suc, the slides were allowed to air
dry, and the spermatozoa were exposed to a 3% bovine serum
albumin (BSA) blocking solutionin PB—suc atroom temperature.
After further washing, the spermatozoa were overlaid with a
1:1000 dilution of polyclonal anti-CK-B antiserum (Chemicon
Co, Temecula, CA, USA). Following further PB—suc washes,
the slides were treated with a biotinylated second antibody
(Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI) at a 1:1000 dilution and
were exposed to a Vector horseradish peroxidase/ABC kit
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. The avidin—biotin complex (ABC)-
treated slides were further processed with diaminobenzidine and
hydrogen peroxide (Sigma, St Louis, MO, USA). The developed
brown colour highlighted spermatozoa with various degrees of
cytoplasmic retention (Figure 2). The specificity of the CK
staining was established by using pre-immune serum (Sigma-
Aldrich, Milwaukee, WI, USA) in place of the first antibody,
or by applying the second antibody only. In these experiments,
1284 spermatozoa were studied (four men, concentration: 10.9
+ 2.2 x 10%ml, motility: 32.5 + 4.8%, 321 sperm/man, range:
209-610).

Immunostaining of spermatozoa for
caspase-3

The de-staining and other procedures for caspase-3
immunocytochemistry were carried out similarly to those
described for CK immunostaining (Cayli et al., 2004).
However, after the spermatozoa were exposed to the 3% BSA
blocking solution, they were treated with a 1:300 dilution of
active caspase-3 (PharMingen, San Diego, CA, USA) antibody
overnight at 4°C. Further, the slides were processed with 1:1000
dilution of a biotinylated anti-rabbit second antibody (Vector
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Figure 2. (a) Aniline blue staining and (b) creatine kinase (CK)-immunostaining of the same spermatozoa. Note the substantial
degree of similarity in the light-, intermediate- and dark-staining patterns with aniline blue and CK.
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Figure 3. (a) Aniline blue staining and (b) caspase-3 immunostaining of the same spermatozoa. Note the similarity in the light-,
intermediate- and dark-staining patterns of the aniline blue and caspase-3 panels. Also, caspase-3 immunostaining is present in the
mid-piece of intermediate-type spermatozoa, whereas in dark spermatozoa with more extensive maturity arrest both the head and
the mid-piece are stained (a and b).
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Figure 4. (a) and (b) DNA nick translation of the same spermatozoa. Note the substantial degree of similarity in the light-,
intermediate- and dark-staining patterns with the two methods.
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Laboratories). The brown colour representing the caspase-3
content of spermatozoa was developed by the ABC method
(Vector and Sigma; Figure 3). The specificity of staining was
established by applying the secondary antibody only. These
studies were carried out in 2101 spermatozoa (4 men, sperm
concentration: 11.9 + 1.4 x 10°ml, motility: 34.0 + 6.6%).

Assessment of DNA integrity by nick
translation

The basic concept of the assay is as follows. The enzyme
DNA polymerase repairs DNA strand breaks by incorporation
of nucleotides. However, one of the repair elements is
biotin-labelled dUTP, which serves as the anchor for avidin-
conjugated horseradish peroxidase. Thus, after the assay, the
horseradish peroxidase-generated colour in a spermatozoon
is proportional to the extent of DNA breaks and repair (Irvine
et al., 2000).

All steps were carried out at room temperature. After recording
of the fields, the aniline blue-stained sperm cells were de-
stained in 30% methanol overnight. Further, the slides were
covered with 20 mmol/l of imidazole buffer pH: 7.0 for 1
h, and 30% methanol applied for 15 min, followed by air
drying. The slides were further treated with methanol-glacial
acetic acid (3:1) for 15 min. After exposure to a dehydrating
ethanol series (70, 85, 100%), the slides were air dried and
treated with 10 mmol/l dithiothreitol (DTT) (in 100 mmol/I
Tris, pH: 7.2) for 30 min to initiate DNA decondensation.
After a washing step with 100 mmol/l Tris, pH 7.2, the slides
were exposed to 10 mmol/l lithium diiodosalicylic acid in
100 mmol/l Tris, pH 7.2 for 3 h. Following further washing
with PBS, the slides were blocked with biotin (1:10 dilution
of 2 0.01% stock) for 20 min, washed again, and then blocked
with avidin (1:10 dilution of a 1 mg/ml solution) for 20 min.
Further, the slides were exposed to a solution containing 1
mmol/l DTT, 10 mmol/l MgSO,, 50 mmol/l Tris-HCI, pH
7.2, 0.01 mmol/l biotin-16-dUTP, and a 0.01 mmol/l mix of
dGTP, dCTP, dATP, and DNA polymerase I (0.025 IU/ml)
for 30 min. The repair with biotin-labelled nucleotides was
detected by avidin—-biotin horseradish peroxidase using the
Vector ABC method (Vector Laboratories; all other chemicals
were from Sigma). After further washing, the slides were
developed in 3,3-diaminobenzidine solution for 10-15 min.
The slides were counterstained with Coomassie Blue (0.04%
in 25% isopropanol, 10% glacial acetic acid) for 30 s, in order
to optimise visualization of the sperm contours. The slides
were then washed, and mounted with Permount (Sigma-
Aldrich, Milwaukee, WI) (Figure 4). In these experiments,
2446 spermatozoa were studied (5 men, sperm concentrations:
17.6 = 1.1 x 106 sperm/ml, motility: 38.4 = 5.9%, 489 sperm/
man; range: 276-602).

Evaluation of sperm morphology

Sperm smears were dried on glass slides and stained with
Dift-Quik (Dade-Behring, Newark, USA) according to the
manufacturer’s instructions. The slides were scored by two
investigators in a blinded manner according to the Tygerberg
criteria (Kruger et al., 1986, 1988; Menkveld et al., 1990;
WHO, 1999). The results were averaged for each slide.

Statistical analysis

Data analysis was carried out using Sigma-Stat 2.0 (Jandel
Corporation, San Rafael, CA, USA). Differences among
groups, and the various morphometric parameters, were
compared using one-way analysis of variance (ANOVA) on
normally distributed data, and one-way ANOVA on ranks test
on data that were not normally distributed. Following ANOVA,
Dunn’s post hoc test was performed. Data analysis was carried
out using R statistical software (R Core Development Team,
Vienna, Austria) and Sigma-Stat 2.0 (Jandel Corporation). All
data are presented as mean = SEM.

In order to compare the level of agreement between probe
pairs in the same spermatozoa, weighted kappa analysis with
quadratic weights was used. A rating scale for kappa, suggested
by Altman (1991), indicates that a kappa value >0.8 represents
an excellent level of agreement.

Results

Experimental design

In this series of studies, two biochemical probes were applied
on the same sperm cell following the experimental scheme
of Figure 1. For these experiments, oligozoospermic or low
normal sperm concentration samples were selected in order
to achieve an adequate representation of arrested/diminished
maturity spermatozoa. Approximately 5600 double stained
spermatozoa were studied, originating from semen samples
from 13 men (mean sperm concentration: 25.0 + 6.2 x 10%
ml, motility: 36.2 + 6.5%.) It is of note that the double-stained
sperm cells in Figures 2, 3, and 4 are from individual semen
samples.

Double probing of spermatozoa with
CK-immunocytochemistry and aniline
blue staining

In the first study, the spermatozoa were double stained
with nuclear and cytoplasmic markers of arrested sperm
maturation. Initially, aniline blue was applied to highlight the
presence of persistent histones, and this step was followed
by CK immunocytochemistry. As Figure 2a,b indicates, the
spermatozoa stained light, intermediate or dark, represent
spermatozoathatare mature, intermediate maturity or diminished
maturity respectively. There was good agreement between the
two staining patterns with the aniline blue and CK probes. The
dark spermatozoa showed high degrees of persistent histones
as well as retained cytoplasm. A quantitative analysis of the
1284 cells evaluated is presented in Table 1. The actual number
of spermatozoa with light-light, intermediate—intermediate
and dark-dark staining, and the proportion of spermatozoa
expressed as a percentage of the total, is presented.

The majority of the spermatozoa follow a light-light
(approximately40%), intermediate—intermediate (approximately
25%) and dark-dark (approximately 18%) pattern. The
representation of intermediate-light or intermediate—dark is
approximately 18%, whereas spermatozoa with the discordant
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staining pattern of light—dark and dark-light occur only in <1%
of the cells. Thus, 82% of the spermatozoa showed conforming
staining patterns with the biochemical markers of nuclear
(persistent histones) and cytoplasmic (cytoplasmic retention)
probes of sperm maturity/arrested maturity.

Double probing of the same spermatozoa
with aniline blue and for DNA chain
fragmentation with DNA nick translation

In this study, similar to the previous experiment, the sperm
fields were stained first with aniline blue, and in-situ DNA
nick translation was subsequently performed on the same cells.
Figure 4a,b demonstrates a substantial agreement between the
staining patterns with the two nuclear markers. In Table 2, the
distribution of the 2446 spermatozoa studied with both probes is
presented. The overwhelming majority of spermatozoa showed
staining patterns that were conforming, as light-light (n = 1261),
intermediate—intermediate (n = 498), and dark—dark (n = 291).
The data are also expressed as a proportion of all spermatozoa,
as light-light (approximately 52%), intermediate—intermediate
(approximately 20%) and dark—dark (approximately 12%), 84% in
all. Sperm cells with heterogeneous staining of light—intermediate,
dark—intermediate, intermediate-light or intermediate—dark, were
approximately 15% of the population, whereas the discordant
light—dark or dark-light spermatozoa represented approximately

Table 1. Double probing of spermatozoa with aniline blue and
creatine kinase (CK) immunocytochemistry.

CK staining
Aniline blue Light Intermediate  Dark
staining
Light 511 (39.8) 117 (9.1) 3(0.2)
Intermediate 34 (2.6) 313 (24.4) 47 (3.7)
Dark 1(0.1) 34 (2.6) 224 (17.4)

Total of 1284 spermatozoa studied from four men (sperm concentration:
10.9 + 2.2 x 10%ml, motility: 32.5 + 4.8%).
Values are actual numbers of spermatozoa (% of total).

Table 2. Double probing of spermatozoa with aniline blue and
DNA nick translation.

Aniline blue DNA nick translation

staining Light Intermediate  Dark
Light 1261 (51.6) 162 (6.6) 20 (0.8)
Intermediate 80 (3.3) 498 (20.4) 71 (2.9)
Dark 8(0.3) 552.2) 291 (11.9)

Total of 2446 spermatozoa studied from five men (sperm concentration:
17.6 = 1.1 x 10%ml, motility: 38.4 + 5.9%).
Values are actual numbers of spermatozoa (% of total).
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1.2%. As with the aniline blue-CK experiment, 84% of the
spermatozoa showed an identical staining pattern between aniline
blue and DNA fragmentation. Thus, spermatozoa with arrested
maturity and persistent histones also exhibited a high level of
DNA degradation (about 12% of the population), and about 52%
of the sperm population tested normally developed mature cells,
devoid of both persistent histones and DNA fragmentation.

Double probing of spermatozoa with
aniline blue and caspase-3

In Figure 3a,b, fields of spermatozoa double stained with
aniline blue and caspase-3 immunostaining can be seen.
As Table 3 indicates, 2101 spermatozoa were evaluated for
the staining patterns. There was light-light staining in 1047
spermatozoa, intermediate—intermediate pattern in 483
spermatozoa and dark—dark staining in 261 cells. Light-light
pattern occurred in approximately 50% of the spermatozoa,
intermediate—intermediate pattern in 23% and dark-dark
diminished maturity pattern in about 12% of spermatozoa.
Thus, as with the other cytoplasmic and nuclear markers
(Tables 1 and 2), approximately 85% of the double stained
spermatozoa showed conforming staining patterns with aniline
blue and the apoptotic marker. Similarly to the other markers,
intermediate—light or intermediate—-dark sperm staining
occurred in about 14% of the cells, and the discordant pattern
of dark-light and light-dark staining was <1.0%.

Sperm shape and sperm maturity

Sperm morphology evaluated according to the Tygerberg strict
criteria seems to be related to the sperm biochemical maturity
because the abnormal head and mid-piece shapes, and abaxial
insertion of the tail occur as a consequence of cytoplasmic
retention in spermatozoa with arrested spermatogenetic
maturation. The shorter sperm tail, characteristic for
spermatozoa with arrested maturity, is also a component of the
Kruger strict morphology evaluation.

Table 3. Double probing of spermatozoa with aniline blue and
caspase-3.

Caspase-3 staining
Aniline blue Light Intermediate  Dark
staining
Light 1047 (49.8) 123 (5.9) 3(0.1)
Intermediate 77 (3.7) 483 (23.0) 46 (2.2)
Dark 0(0.0) 61 (2.9) 261 (12.4)

Total of 2101 spermatozoa studied from four men (sperm concentration:
11.9 + 1.4 x 10%ml, motility = 34.0 + 6.6%).
Values are actual numbers of spermatozoa (% of total).
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The relationship between Tygerberg normal morphology and
aniline blue staining intensity was studied in five samples by
counting approximately 400 spermatozoa for each patient (n
= 3882 in all, evaluated by two investigators independently).
Within the groups of spermatozoa that stained light (normal
spermatozoa), intermediate (intermediate maturity) and
dark (diminished maturity), the proportion of Tygerberg
normal spermatozoa were 9.5 + 1.3, 2.3 £ 0.9 and 0.5 + 0.3%
respectively. There were significant differences in the light
versus intermediate (P < 0.05), and intermediate versus dark
groups (P < 0.01). Thus, there is a relationship between the
proportion of spermatozoa with various degrees of arrested
maturity and abnormal Tygerberg morphology.

Inter-subject variation in staining patterns
with the various probes

In order to better evaluate the validity of the two probe
staining pattern data, variations among the men studied with
each probe combination are presented.

Within the group of four men whose spermatozoa were studied
with the aniline blue-CK immuno-probe combination, the
proportion of light-light spermatozoa was 36.0 + 4.4% (mean
+SEM), and in the individual men 34.4, 30.3, 30.4 and 48.9%,
respectively, the mean incidence of intermediate—intermediate
staining was 24.9 + 4.1% (25.8, 15.8, 35.4 and 22.8%),
whereas spermatozoa with dark—dark pattern were present in
21.1 +5.9% (28.7, 33.3, 12.7 and 9.5%).

In the group of five men whose spermatozoa were studied
with aniline blue-DNA nick translation, the mean light-light
pattern was 52.0 £ 6.7% (54.8, 66.4, 32.9, 55.2 and 50.8%),
the mean intermediate—intermediate pattern was 19.7 + 1.9%
(20.6, 16.6, 25.9, 20.5 and 15.0%). The dark-dark pattern
was 12.2 + 1.7% (12.5,7.2, 16.1, 9.8 and 15.4%).

Finally, within the group of four men whose spermatozoa were
double stained with aniline blue—caspase 3, the proportion
of light-light spermatozoa was 49.4 + 6.7% (44.5, 56.7,
33.2 and 63.3%) and the intermediate—intermediate stained
spermatozoa were 23.3 + 3.5 (30.3, 26.4, 20.9 and 14.4%).
Further, the dark-dark spermatozoa were 12.7 + 5.5% (11.3,
3.5,28.3 and 7.6%).

Interpretation of the staining patterns: a
close relationship among probes

The consistently high agreement (83-85% overlap) of probe
signal within the mature, intermediate and arrested/diminished
maturity spermatozoa, indicates that cytoplasmic retention, DNA
chain fragmentation and the presence of the apoptotic process are
all related to persistent histones.

This relationship among the various nuclear and cytoplasmic
probes was quantified with regression analysis based on the
weighted kappa method. There was a very close correlation (kappa
=0.8) among the attributes of arrested maturation within the same
sperm cell. Thus, double probing of the same spermatozoa is an
extremely sensitive demonstration of the proportion of mature
and immature spermatozoa in semen.

Discussion

In these experiments, individual spermatozoa have been
studied with probes for persistent histones combined with other
probes for cytoplasmic retention, for apoptotic processes, and
for DNA fragmentation with in-situ nick translation. All these
probes provide light, intermediate and dark staining patterns
representing mature, intermediate maturity and arrested/
diminished maturity spermatozoa respectively (Huszar et
al., 2003). In line with the present hypothesis, approximately
84% of the spermatozoa studied showed maturity levels with
aniline blue that were consistent with the staining patterns
for cytoplasmic retention, DNA chain fragmentation, and the
presence of the apoptotic process. These attributes are also
related to persistent histones, and presumably also to lower
expression of transition proteins and protamines (Steger et al.,
2003; Aoki et al., 2006).

Thus, there is substantial agreement between the cytoplasmic
and nuclear probes of maturity in individual spermatozoa.

Confirming that the cytoplasmic and nuclear attributes
of arrested sperm maturity are related, there was >80%
agreement in the presence or absence of the cytoplasmic and
nuclear biochemical marker combinations within individual
spermatozoa. Thus, the majority of sperm cells with DNA
fragmentation also showed diminished sperm maturity, as
detected by cytoplasmic retention, aniline blue staining and
apoptotic processes. In Figure 3a,b, one can observe fields
of spermatozoa double stained with aniline blue and caspase-
3 immunostaining. Caspase-3 is an important marker because
it is a probe of active apoptotic processes in conjunction with
cytoplasmic retention, and in some spermatozoa with the
expression of the anti-apoptotic protein, Belx2 (Carrell et al.,
2003; Cayli ez al., 2004; Seli et al., 2005).

In addition to the relationship between arrested sperm maturity
and DNA integrity, the data also contribute to the compensatory
concepts of sperm DNA fragmentation, and to the limitations
of antioxidant therapy and similar strategies. It is likely that a
substantial proportion of spermatozoa with arrested maturation
and related defects of spermatogenesis, as well as the
consequential infrastructure deficiencies, would not and could
not respond to such therapeutic interventions (Gil-Guzman et
al., 2001; Aitken et al., 2003; Steger et al., 2003; Suzuki et al.,
2003; Agarwal and Said, 2005; Combhaire et al., 2005; Greco
et al., 2005; Lewis and Aitken, 2005; Aitken and Baker, 2006;
Ménézo et al., 2007).

Considering the nuclear probes, the aniline blue-DNA
fragmentation and the aniline blue—caspase combinations
indicated that approximately 12% of spermatozoa showed
arrested maturity, whereas with the aniline blue-cytoplasmic
retention probes there was a slightly higher, approximately
17%, incidence of spermatozoa with dark and intermediate
staining. It is unclear whether this difference arises from the
probe specific attributes alone, or because spermatozoa that
show nuclear impact of immaturity survive at a lower rate.

Approximately 15% of spermatozoa tested with any probe

combination showed an intermediate—light or intermediate—dark
maturity pattern. In these spermatozoa one can see signs of
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arrested maturity with one probe that is not detected to the
same extent with another probe. This is an important finding
for two reasons. First, this heterogeneity in staining intensity
or in the regional distribution of markers in the head and mid-
piece is in line with the polymorphic attributes of spermatozoa.
Thus, even in arrested maturity the sperm cell may follow
a variety of pathways (Huszar et al., 2003, 2007). Second,
due to this polymorphism, it has become apparent that one
cannot determine sperm maturity reliably with a single probe.
However, the quick aniline blue test is very useful in detecting
the proportion of spermatozoa that are suspected to be of
arrested maturation in semen (Dadoune et al., 1988; Foresta et
al., 1992; Liu et al., 1992; Morel et al., 1998).

The association between aniline blue staining and caspase-3
in the same spermatozoa suggests that DNA degradation is
also related to arrested maturity. An earlier study investigated
why these spermatozoa with increased levels of cytoplasmic
retention, caspase-3 content and DNA fragmentation
survive to be ejaculated rather than, as one would expect,
being eliminated by apoptosis within the adluminal area
or in the epididymis (Cayli et al., 2004). The probe studies
demonstrated the simultaneous presence of caspase-3 and
the anti-apoptotic Bclx2 protein in these surviving arrested
maturity cells. Further, caspase-3 and BclX2 were located
almost exclusively together in the mid-piece. These data
suggest that these spermatozoa overcome apoptotic decay due
to the protective Belx2.

Additional factors that may lead to DNA strand breaks in arrested
maturity spermatozoa include an impaired capacity for DNA repair
due to the low levels of HspA2 chaperone, which would normally
deliver the enzymes and other DNA repair components. Low
HspA2 chaperone levels cause meiotic errors and chromosomal
aneuploidies, diminished zona pellucida binding, low fertilization
and oocyte activation rates, and increased miscarriage rates due
to defects of paternal contribution of spermatozoa (Aitken and
Baker, 2006, Huszar et al., 2007). Whatever cause may prevail,
in the present study it has been established that DNA chain breaks
are related to arrested sperm maturity, whether shown by one or
more of the nuclear and cytoplasmic probes. Additional adverse
effects related to persistent histones may reflect the upstream
events of spermatogenesis, as indicated by aberrant protamine-
1/protamine-2 ratios at both the mRNA and protein levels in
spermatozoa with arrested maturity (Steger et al., 2003; Aitken et
al., 2004; Agarwal et al., 2005; Seli and Sakkas 2005).

Another relevant aspect is that spermatozoa with intermediate or
dark staining with probes of arrested maturity may also exhibit
shape properties that reflect the spermatogenetic defects with
respect to cytoplasmic retention and tail sprouting, such as lower
proportion of spermatozoa with normal head shape, abaxial
insertion of the tail, shorter tail length, or lower tail length/head
long axis ratio (Gergely et al., 1999; Celik-Ozenci et al., 2003;
Chemes and Rawe, 2003). The shorter sperm tail, characteristic
for spermatozoa with arrested maturity, is also a component of
the Tygerberg strict morphology evaluation. (Menkveld et al.,
1990; Gergely et al., 1999; WHO, 1999; Carrell et al., 2003;
Celik-Ozenci et al., 2004). Mature spermatozoa present in
sperm-hemizona complexes are clear headed. This supports the
idea that sperm shape may also be considered as a biochemical
parameter (Huszar et al., 2007).
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The study of individual spermatozoa with the various probes
provides enhanced levels of statistical power in the analysis of
mature and immature spermatozoa, and with this approach,
a close correlation was demonstrated between the maturity
attributes (kappa = 0.8). It is suggested that this type of analysis,
and the use of biomarkers, will be useful in men exposed to
environmental reproductive toxicity. It is further suggested that
this may be particularly true in the early stages of exposure, when
the toxic agents interfere only with sperm maturation, but have
not yet placed stress on daily sperm production to cause a decline
in sperm concentrations.

The presence of spermatozoa with various degrees of maturity
in semen samples further supports the day-to-day and man-
to-man variations in sperm maturity, independent of sperm
concentrations (Huszar ez al., 1992, 2003, 2007). The pregnancy
success in couples treated with intrauterine insemination or IVF
was inversely related to the proportion of spermatozoa with
arrested maturation, as indicated by sperm cytoplasmic retention
and HspA2 concentrations (Huszar e al., 2007). Further, IVF
fertilization rates are inversely related to DNA damage (Sakkas
et al., 1999; Greco et al., 2005), although intracytoplasmic sperm
injection fertilization rates seem to be normal with spermatozoa
with damaged DNA. This discrepancy may be due to the fact
the paternal genome is only expressed at around the 4- to 8-cell
stage of human embryos; thus, the DNA breaks may not have
an effect in fertilization or in very early development, but the
negative effect becomes apparent in the later embryonic stages.
Indeed, the proportion of spermatozoa with DNA fragmentation
was related to the time needed to achieve pregnancy, and DNA
fragmentation was more extensive in men whose wives suffered
recurrent pregnancy loss compared with sperm donors in the
general population. Also, the incidence of miscarriage is higher
with the less mature testicular spermatozoa, compared with
ejaculated spermatozoa (Evenson et al., 1999; Spano et al., 2000;
Virro et al., 2004).

The present data are also relevant to therapies directed to improve
male subfertility, including several lines of research exploring
new strategies or therapeutic interventions, i.e. antioxidant
therapy, for the prevention or repair of sperm DNA fragmentation,
which causes a decline in fertility and the paternal contribution
of spermatozoa to the zygote (Aitken et al., 2003; Suzuki et al.,
2003; Agarwal and Said, 2005; Combhaire ef al., 2005; Greco et
al.,2005; Lewis and Aitken, 2005; Tesarik et al., 2006). However,
intermediate and diminished maturity spermatozoa, approximately
40% of spermatozoa in this study, in addition to DNA chain
fragmentation, show cytoplasmic retention, persistent histones,
apoptotic processes, and structural defects of spermatogenetic and
spermatogenetic origin. Those cells with a defective infrastructure
are not likely to be amenable to repair. Thus, the study of sperm
maturity is relevant to assessment of the potential sperm pool that
would be available for improvement by therapeutic interventions.
Otherwise, the proportion of spermatozoa that are subject to
rescue might be overestimated (Ménézo et al., 2007).
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Kinesin superfamily proteins (KIFs) are motor proteins that participate in chromosomal and spindle
movements during mitosis and meiosis, and transport membranous organelles and macromolecules
fundamental for cellular functions. Although the roles of KIFs in axonal and dendritic transports have

Keywords: been studied extensively, their role in intracellular transport in general is less well known. The diversity
Human placenta of kinesins suggests that each kinesin may have a specific function. Therefore, in this study we aimed to
E{ll;f; investigate the presence and cellular localization of KIFC1 and KIF17 in normal and pathological human
Preeclampsia placentas. First-trimester (22-56 days) and normal, preeclamptic (PE), and diabetic-term placental
Diabetes tissues were obtained and further studied by immunohistochemistry (IHC) and Western blot methods.

KIFC1 was mainly localized to the syncytiotrophoblast both in early and term placental samples.
However, a stronger immunoreactivity was observed both in PE and diabetic placentas compared to
normal-term placentas. KIF17 was most intensively localized in developing vascular endothelium in early
pregnancy. Even though KIF17 was moderately stained in the endothelium of villi from normal human-
term placentas, stronger immunoreactivity was observed in all types of villi of both PE and diabetic
placentas. Western blotting of tissue extracts confirmed the IHC results.

Here, we demonstrate the presence of KIFC1 and KIF17 in human placenta for the first time. The
intense expression of KIFC1 in syncytiotrophoblast and KIF17 in vascular endothelium suggests that both
the proteins might be important in a cargo-transport system. An increased expression pattern of both
KIFC1 and KIF17 in PE and diabetes might suggest that these proteins may be involved in complex
trophoblast functions and placental pathologies. Further studies will clarify the physiological role of KIFs
in human placental transport and development.

Placental transport

© 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The placenta is unique among all other organs in that it conducts
the functional activities of most fetal organs (except the locomotor
apparatus and the central nervous system) throughout its devel-
opment. Fetal gas transfer, excretion, catabolism, resorption, and
numerous metabolic, secretory, and immunological functions are
partially or completely performed by the placenta during preg-
nancy as a substitute for still immature embryonic and fetal organs
[1]. Abnormalities in any one of these functions can be associated
with poor pregnancy outcome, ranging from the mild (intrauterine
growth restriction, IUGR) to the severe (implantation failure and
embryonic, fetal, or perinatal death).

Maternofetal and fetomaternal diffusional transfer depends on
the thickness of the separating layers, whereas facilitated transport,

* Corresponding author. Tel.: +90 242 2496881; fax: +90 242 2274486.
E-mail address: rdemir@akdeniz.edu.tr (R. Demir).

0143-4004/$ - see front matter © 2009 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.placenta.2009.07.005

active transport, and vesicular transfer are influenced by the
number and kind of layers of the barrier. Increasing knowledge of
placental physiology lets us know that synthetic, secretory, and
transport functions of the placenta are important aspects of this
organ [2]. Also, it has been found that transporters play an impor-
tant role in this nutrient and waste exchange in the placenta [3, 4].
The trafficking of proteins is tightly regulated, and various different
types of proteins are known to be involved.

Kinesin superfamily proteins (KIFs) and cytoplasmic dyneins
serve as motors that move along microtubules carrying cargoes
such as organelles including mitochondria, lysosomes, synaptic
vesicles, protein complexes, and mRNAs [5-8]. Axonal and
dendritic transports serve as ideal systems for studying motors
involved in intracellular transport. However, studies have also
shown that transport mechanisms found in neurons are opera-
tional in other cell types as well.

The 45 KIFs have been classified into three major types on the
basis of the position of the motor domain: NH2-terminal motor
domain type, middle motor domain type, and COOH-terminal
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motor domain type (called N-kinesin, M-kinesin, and C-kinesin,
respectively) [7, 9]. Motor domain includes a p-loop motif, switch 1
and 2 motifs, and microtubule-binding regions [6] and utilizes ATP
to fuel their movement along microtubules. Microtubules serve as
rails for these transportation proteins and have a polarity in
a manner in which there is a fast-growing plus end and a relatively
stationary minus end. Outside the motor domain, kinesins also
contain different stalk and tail domains that mediate oligomeriza-
tion, regulation of motor activity, and interactions with their
specific cargos [10]. The organization is tightly regulated in cells.
Although the motor domain is highly conserved among different
KIFs, regions other than the motor domain are quite divergent and
these regions serve as cargo-binding domains. The sequence
diversity of the cargo-binding domains explains why KIFs transport
a wide variety of cargoes, including membranous organelles and
macromolecular complexes.

It is becoming increasingly clear that the cell uses a number of
KIFs and tightly controls the direction, destination, and velocity of
transport of various important functional molecules. How motors
regulate the binding and release of their cargo is critical; however,
only a few studies have attempted to address this important
question [11-14].

It is known that the placenta is an organ that develops in a short
period of time, and that its functions change with the progress of
gestation. It has been shown that the expression levels of amino
acid transporters, glucose transporters, placental efflux trans-
porters such as P-glycoprotein (P-gp), and other transporters that
contribute to the transfer of nutrients and waste between mother
and the fetus change during pregnancy [15-17]. The properties of
these transporters are still largely obscure. Therefore, the aim of
this study was to determine by immunohistochemistry and
Western blot analysis, first, the presence and cellular localization of
two different kinesins, KIFC1, a C-kinesin, and KIF17, an N-kinesin,
in the very early human placenta at various days of gestation and
second, their expression in normal and pathological (diabetes and
preeclampsia) human-term placentas.

2. Materials and methods
2.1. Tissue collection

A total of 26 samples of human early placental tissue [six samples at 22-28 days
(fourth week p.c.); eight samples at 29-35 days (fifth week p.c.); seven samples at
36-42 days (sixth week p.c.); and five samples at 43-49 days (seventh week p.c.)] in
the first trimester of pregnancy were obtained after legal termination of pregnancy
by curettage for medical or psychosocial reasons, which were unlikely to affect
placental structure and function. Besides, placentas from uncomplicated pregnan-
cies (n = 5) and those affected by either pregestational insulin-dependent diabetes
mellitus or by preeclampsia were obtained after vaginal delivery or cesarean section
at term (n = 4 each). Preeclampsia was defined as occurrence of hypertension
(sustained blood pressure greater than 140 mmHg systolic and 90 mmHg diastolic),
edema, and proteinuria (>1" protein on dip stick) after 20 wk gestation in a previ-
ously normotensive woman. Preeclampsia was associated with intrauterine growth
restriction based on both birth weight and placental size in the samples studied.
None of the normal pregnancies were receiving hormone treatment. Tissues were
obtained from the Department of Obstetrics and Gynecology, Faculty of Medicine,
Akdeniz University, and Clinic of Obstetrics and Gynecology, Government Hospital,
Antalya. Informed consent forms and protocols to use the tissue were approved by
the Ethical Committee of the Faculty of Medicine in Akdeniz University.

Placentas were transported to the laboratory immediately and (1) were
embedded in paraffin for further immunohistochemical analysis and (2) were snap-
frozen in liquid nitrogen for Western blot analysis. For light microscopic analysis,
tissue samples were fixed with 10% neutral formaldehyde for 12 h and were dehy-
drated in ethanol, cleared in xylene, and embedded in paraffin.

2.2. Immunohistochemistry

Serial sections at 5 pm thickness were collected on poly-L-lysine-coated slides
(Sigma, St. Louis, MO), dewaxed, rehydrated, and placed in citrate buffer. To unmask
antigens, an antigen-retrieval procedure was performed by treating the samples in
a microwave oven at 750 W for 5 min twice. After cooling for 20 min at room

temperature, the sections were washed in PBS and then kept in 3% H,0, for 15 min
to remove endogenous peroxidase activity, followed by three washes with PBS. After
blocking with Ultra V blocking reagent (Lab Vision, Fremont, CA) for 10 min at room
temperature to reduce non-specific binding, the sections were incubated with
a 1:150 dilution of mouse monoclonal KIFC1 (HO003833-MO01; Abnova), a 1:300
dilution of rabbit polyclonal KIF17 (ab11261-50; Abcam) antibodies, and a mouse
monoclonal anti-human CD31 (MS-1873-R7; Clone 1A10; prediluted, NeoMarkers,
Fremont, CA, USA) antibody for the detection of angiogenic cell cords and endo-
thelial cells for 2 h at room temperature in a humidified chamber. The sections were
washed three times in PBS and incubated with the biotinylated anti-mouse (BA-
9200; 1: 400 Dilution; Vector Laboratories, Burlingame, CA) and biotinylated anti-
rabbit (BA-1000; 1: 400 Dilution; Vector Laboratories) secondary antibodies for 45
min at room temperature. After three washes with PBS, the antigen-antibody
complexes were detected by using a streptavidin-peroxidase complex (TP-060-HL;
LabVision, Fremont, CA, USA) for 15 min followed by three rinses in PBS. The
resulting signal was developed with diaminobenzidine (DAB) tablets (D-4293;
Sigma), and the sections were counterstained with Mayer’s Hematoxylin (S3309,
Dako) and mounted with Permount (Fisher Chemicals, Springfield, NJ, USA) on glass
slides. For controls, the sections were treated with either appropriate mouse IgG or
normal rabbit serum depending on the primary antibody used and diluted to the
same final protein concentration as the primary antibody.

Photomicrographs were taken with an Axioplan microscope (Zeiss, Oberkochen,
Germany). All the samples for each individual antibody were exposed to the same
protocol at the same time and were stained using the same incubation periods.

2.3. Semi-quantitative analysis of staining intensities

The intensities of KIFC1 and KIF17 immunoreactivity were evaluated semi-
quantitatively as follows. Positively stained cells were grouped according to the
following categories: 0 (no staining), + (weak but detectable), ++ (moderate or
distinct), and +++ (intense). In addition, for each slide, an HSCORE value was
calculated by summing the percentages of cells grouped in one intensity category
and multiplying this number with the weighted intensity of the staining, using the
formula [HSCORE = Pi(i + 1)], where i represents the intensity scores and Pi is the
corresponding percentage of the cells. For each placental sample, five parallel tissue
sections were randomly selected and five randomly selected areas were evaluated
for each tissue section under a microscope using 400x original magnification. The
percentage of cells for each intensity within these areas was determined by two
investigators in “blind” (coded) studies, and the average score was used. The
HSCORE values were graphed.

2.4. SDS-PAGE and Western blotting

Total protein from early, normal, and pathological human-term placentas was
extracted with cell extraction buffer [BioSource International; Camarillo, CA] con-
taining 3 mM phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and protease inhibitor cocktail
(Sigma-Aldrich). The protein concentration was determined by a detergent-
compatible protein assay (Bio-Rad Laboratories; Hercules, CA). Samples (50 pg) were
loaded on 5% (for KIF17) and 10% (for KIFC1) Tris-HCl gels, electrophoretically
separated and electroblotted onto PVDF membrane (Bio-Rad Laboratories). The
membrane was blocked with 5% non-fat dry milk in TBS containing 0.1% Tween 20
(TBS-T) for 1 h to reduce non-specific binding. Subsequently, the membrane was
incubated overnight at +4 C with primary antibodies against KIFC1 (Abnova; 1:250
dilution) and KIF17 (Abcam; 1:250 dilution) in TBS-T. The membrane was washed
with TBS-T for 1 h and incubated with horseradish peroxidase-conjugated anti-
mouse and anti-rabbit secondary antibodies (Vector Laboratories) diluted at 1:6000
in 2.5% non-fat dry milk in TBS-T for 1.5 h at room temperature. The protein was
visualized by light emission on film (Amersham Biosciences; Buckinghamshire,
England), and the signal was detected using SuperSignal Chemiluminescent Kit
(Pierce Biotechnology) and quantified. As the internal control to confirm equal
loading of the samples, a f-actin antibody (sc-47778, C4; Santa Cruz Biotechnology
Inc., 1:5000 in 5% non-fat dry milk) was used for 2 h at room temperature to probe
each immunoblot simultaneous to the probe for KIFC1 and KIF17 antibody probes.
The relative densities of bands were assessed using an Alpha Digi Doc 1000 gel
documentation unit (Alpha Innotech Corporation, CA, USA). The intensity of B-actin
bands was quantified and their values were used to establish a ratio of KIFC1/B-actin
and KIF17/B-actin.

2.5. Statistical analysis

For the data obtained from HSCORE analysis, all the pairwise multiple
comparison procedures (Holm-Sidak method) were performed for KIFC1. However,
since the data from the HSCORE were not normally distributed for KIF17, all the
pairwise multiple comparisons were analyzed with ANOVA on ranks (Dunn’s
method). Statistical calculations were performed using SigmaStat for Windows,
version 3.0 (Jandel Scientific Corp., San Rafael, CA). Statistical significance was
defined as p < 0.05.
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3. Results

To characterize and clarify the presence of KIF isoforms and the
cell types that express KIFC1 and KIF17 proteins, initial immuno-
histochemical studies were performed with human placental
tissues.

3.1. Characterization and subcellular localization of KIFC1 in the
early human placenta

The cytotrophoblast cells revealed a very weak-staining pattern
with KIFC1 (Fig. 1a-e) in both the mesenchymal villous (MV) and
immature intermediate villi (IMIV). KIFC1 was mainly localized to
syncytiotrophoblast with a strong immunoreactivity in all types of
placental villi (Fig. 1a-e). It labelled numerous punctate structures
in the cytoplasm of syncytiotrophoblast cells (Fig. 1c). However, it
was interesting that some of the placental villi showed a strong
nuclear staining in cytotrophoblast cells and trophoblastic cell
columns with relatively less immunoreaction in syncytiotropho-
blast cells (Fig. 1b). Morever, syncytiotrophoblast microvilli were
barely immunopositive with KIFC1 (Fig. 1d). Weak immunoreac-
tivity was observed in the endothelial cells, stromal cells, Hofbauer
cells, which are placental macrophages, and angiogenic cell cords
(ACCs) (Fig. 1, inset c) (Fig. 1a—e). Even though most of the fetal
hematopoietic cells were immunonegative for KIFC1, there were
few immunopositive hematopoietic cells in the vessels (Fig. 1d).

According to the HSCORE analysis, KIFC1 showed a significant
increase from the 4th week to the 5th week (p < 0.05), and
a significant difference towards the 7th week compared to the 4th
and 5th weeks (p < 0.05). The HSCORE values were statistically

significant between the 4th and the 8th weeks as pregnancy pro-
gressed (p < 0.05) (Fig. 1f).

No immunostaining was observed in the sections where mouse
IgG was used instead of the KIFC1 antibody (Fig. 1e, inset).

3.2. Characterization and subcellular localization of KIF17 in the
early human placenta

Immunohistochemical analysis showed that the trophoblastic
layers of chorionic villous tree, Hofbauer cells, angiogenic cell cords,
and trophoblastic cell columns were moderately immunopositive
with KIF17 in both MV and IMIV when compared to the reaction
observed in the vascular endothelium (Fig. 2a-c). KIF17 was
intensively localized in the developing vascular endothelium
(Fig. 2a—-c). There was also a moderate to strong immunoreactivity
with KIF17 in the apical microvilli of syncytiotrophoblast forming
a brush border (Fig. 2b). KIF17 revealed a cytoplasmic staining in all
the specimens examined. However, there was a membranous
reaction, particularly in the apical membrane of cytotrophoblast
cells (Fig. 2b). In addition, a weak to moderate immunoreactivity
was observed with KIF17 in stromal cells (Fig. 2a-c). Moreover,
some of the fetal hematopoietic cells were strongly immuno-
positive for KIF17 even though there were still some negatively
stained hematopoietic cells (Fig. 2c).

KIF17 HSCORE values showed a significant decrease from the
4th week through the 6th week (p < 0.05), and were significantly
decreased at the 8th week when compared to the 4th week (p <
0.05). In addition, statistical analysis showed that the HSCORE
values obtained from the 5th and the 7th weeks of early pregnancy
were significantly higher than that of the 8th week (p < 0.05)
(Fig. 2d).

5 § 7 8§
GESTATIONAL WEEKS

Fig. 1. The distribution of KIFC1 in the early human placental villi with the progression of pregnancy. Tissue sections are taken from the 4th, 5th, 6th, 7th, and the 8th weeks of first-
trimester human placenta: (a) KIFC1 is mainly expressed in the syncytiotrophoblast (SN). Weak or no immunoreactivity is observed in the cytotrophoblasts (CTs). Inset: a weak
cytoplasmic immunostaining is present in trophoblastic cell columns (CCs). (b) A nuclear KIFC1 expression is observed in some of the cytotrophoblast cells (arrows) and CCs (arrow
heads) (inset). (c) The dot-like expression pattern of KIFC1 (asterisk) within the trophoblastic layers of villous tree. Moreover, Hofbauer cells (H) are weakly stained with KIFC1.
Angiogenic cell cords and endothelial cells of vessels are immunopositive for CD31 (inset). (d) Some of the hematopoietic cells (arrows) are found to be immunopositive. Please
observe a weak-staining pattern in syncytiotrophoblast microvilli (double arrows). (e) Angiogenic cell cords (ACCs) also reveal a weak-staining pattern. No staining is seen in the
negative controls (inset). MV: mesenchymal villous; IMIV: immature intermediate villi. Scale bars represent 50 um (a-e and insets). (f) The HSCORE of KIFC1 immunostaining
intensities in the early human placental villi. The data are represented as means + SEM. (a) p < 0.05, 5th, 6th, 7th, and 8th week vs. 4th week; (b) p < 0.05, 5th week vs. 6th and 7th

weeks.



L. Sati et al. / Placenta 30 (2009) 848-854 851

KIF17 HSCORE
3
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Fig. 2. The distribution of KIF17 in the early human placental villi: (a) KIF17 is expressed in both, the syncytiotrophoblast (SN), cytotrophoblasts (CTs), and angiogenic cell cords
(ACCs) and trophoblastic cell columns (CCs) (inset). KIF17 exhibits stronger immunoreactivity in vessel (V; arrows) endothelial cells in overall sections when compared to other cell
types in the villi. (b) A membranous reaction, particularly apical membrane, in cytotrophoblast cells is observed for KIF17 (arrow heads). Hofbauer cells (H) are also moderately
stained. Please observe a strong staining pattern in syncytiotrophoblast microvilli (double arrows). (c) Some but not all the hematopoietic cells (arrows) are strongly stained with
KIF17. Please observe the strongest immunoreaction in the endothelial cells of the vessels (V) as well. No staining is seen in the negative controls (b; inset). MV: mesenchymal
villous; IMIV: immature intermediate villi. Scale bars represent 50 pm (a-c and insets). (d) The HSCORE of KIF17 immunostaining intensities in the early human placental villi. The
data are represented as means + SEM. (a) p < 0.05, 4th week vs. the 5th, 6th, and the 8th week; (b) p < 0.05, 5th and 7th weeks vs. the 8th week.

There were no immunoreactions in negative control slides
which were treated with normal rabbit serum substituting the
KIF17 antibody at the same final protein concentration (Fig. 2b,
inset).

3.3. Changes in the protein expression levels of KIFC1 and KIF17
proteins in early human placenta with the progress of gestation

We also performed Western blot analysis on tissue extracts from
early human placentas. The blots revealed clear bands for KIFC1
(Fig. 3a) and KIF17 (Fig. 3b) corresponding to 37 and 170 kDa,
respectively. The intensity of B-actin on the bands was quantified
and their values were used to establish a ratio of the KIFC1/B-actin
and KIF17/B-actin (Fig. 3a and b). As a positive control, normal rat
testicular tissue for KIFC1 and brain tissue for KIF17 without any
pathological problems were used in order to confirm the bands
observed for placental lysates. Altogether, the Western blot results
confirm the presence of the KIFC1 and KIF17 in the early placenta
with changes in the protein expression levels over the course of the
first trimester and support the data obtained from
immunohistochemistry.

3.4. Characterization and subcellular localization of KIFC1 in the
normal and pathological human-term placentas

Syncytiotrophoblast cells displayed a strong KIFC1 immunore-
activity in all term-placental samples (Fig. 4). Similar to that
observed in early placental villi, KIFC1 labelled numerous punctate

structures in the cytoplasm of syncytiotrophoblast cells. KIFC1
revealed a moderate staining in syncytiotrophoblast cells of villi
from normal-term placentas (Fig. 4a), whereas a strong immuno-
reactivity was observed both in preeclamptic (Fig. 4b) and diabetic
(Fig. 4c) placentas. No alterations were observed among different
types of placental villi. Moreover, a weak KIFC1 immunoreactivity
was observed in the endothelium of vessels of stem villi in
preeclamptic (Fig. 4b) and diabetic (Fig. 4c) placentas. Stromal cells,
Hofbauer cells, and myofibroblasts within the villous core were
negative for KIFC1 in all term placentas investigated.

No immunostaining was observed in the sections where mouse
IgG was used instead of the KIFC1 antibody (Fig. 4, insets).

3.5. Characterization and subcellular localization of KIF17 in the
normal and pathological human-term placentas

KIF17 was predominantly expressed in the endothelium of
vessels in all the term placental samples investigated (Fig. 5). KIF17
was moderately stained in the endothelium of villi from normal
human-term placentas (Fig. 5a), while strong immunoreactivity
was observed in all types of villi of both preeclamptic (Fig. 5b) and
diabetic (Fig. 5¢) placentas. Endothelium of small vessels that are
located in mesenchymal, mature intermediate, and terminal villi
revealed a stronger immunostaining when compared to endothe-
lium of larger vessels located in stem villi. Syncytiotrophoblast
cells, stromal cells, Hofbauer cells, and myofibroblasts within the
villous core were negative for KIF17 in all the placentas
investigated.
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Fig. 3. Western blot analysis of KIFC1 (a) and KIF17 (b) proteins in the early days of human pregnancy. The bands for KIFC1 (37 kDa) and KIF17 (170 kDa) are detected by Western
blot. The immunoexpression of B-actin (43 kDa) is used to confirm equivalent amounts of total proteins loaded per lane. The OD (optical density) values of KIFC1 and KIF17 bands

are normalized to the OD values of B-actin bands.

No immunostaining was observed in the sections where normal
rabbit serum was used instead of the KIF17 antibody (Fig. 5, insets)
as a negative control.

3.6. KIFC1 and KIF17 protein expression in normal and pathological
human-term placentas

Western blot analysis was performed on tissue extracts from
human-term placentas. The Western blot results confirmed the
presence of the KIFC1 and KIF17 in term placentas. In accordance
with the immunohistochemistry data, both KIFC1 (Fig. 6a) and
KIF17 (Fig. 6b) protein expressions were relatively higher in
preeclamptic and diabetic placentas, when compared to normal-
term placentas according to Alpha Digi Doc 1000 gel documenta-
tion unit.

4. Discussion

Here, we report the presence of KIFC1 and KIF17 with different
expression patterns in the first trimester, normal, and pathological
human-term placenta for the first time with immunohistochem-
istry and Western blot methods. However, the exact nature of the
interaction between the two proteins was not determined in the
context of this study.

KIFC1 is a member of a highly related group of C-terminal motor
proteins that are very similar to one another, diverging only in their
tail domains [18]. Of the tissues examined, KIFC1 was found at its
highest level in the testis but was also abundant in ovary, spleen,
and liver [18-22]. It has been shown to be associated with
membranous organelles [23, 24], Golgi vesicles, and the acrosome
in developing spermatids [21]. Since the formation of the acrosome
is a major biosynthetic activity of the spermatid, the abundance of

SR e

KIFC1 in the testis is consistent with a role for this motor in
formation of this organelle. In our study, we have observed that
KIFC1 was mainly localized to syncytiotrophoblast cells in all types
of placental villi during early, normal, and pathological human-
term placentas. The syncytiotrophoblast is the primary barrier for
transplacental transfer of nutrients and there is relatively unre-
stricted transfer of molecules such as glucose and amino acids
across the human placental capillary wall [25]. The presence of
KIFC1 in these cells might suggest a role for this protein in cellular
transport to perform all these important functions. Whether this
motor is also involved in trophoblast migration or invasion in
human placenta needs to be investigated with further functional
experiments.

According to our study, in the early human placental samples
the expression of KIFC1 had a strong nuclear-staining pattern in
cytotrophoblast cells and trophoblastic cell columns in some of the
villi. Staining in syncytiotrophoblast cells, however, was cyto-
plasmic. It is likely that syncytiotrophoblast cells arise from cyto-
trophoblast, and during this differentiation KIFC1 becomes more
cytoplasmic. As a precedent, it has been previously shown that
KIFC1 motor was found in the nucleus of very immature round
spermatids just prior to its appearance on the acrosome [21].
However, KIFC1 is not detectable in the nuclei of spermatogonia,
spermatocytes, or later-stage spermatids. The authors suggested
that perhaps the KIFC1 motor is sequestered in the nucleus in an
inactive state until the proper stage of spermatid development [21].
Upon activation, it was proposed that KIFC1 exits the nucleus
through nuclear pores. On the other hand, Zhang et al. have shown
that disruption of vesicle trafficking by either Brefeldin A or
Nocodazole resulted in accumulation of KIFC1 in the nucleus and at
the nuclear membrane [24]. Therefore, it would be interesting to
investigate whether or not there is a disruption of vesicle trafficking

.

Fig. 4. The distribution of KIFC1 in normal (a), preeclamptic (b), and diabetic (c) placental villi. KIFC1 is mainly expressed in the syncytiotrophoblast cells (arrows) in all the samples
investigated. While a very weak KIFC1 immunoreactivity is observed in the endothelium (arrow heads) of larger vessels (asterisk) in stem villi of normal-term placentas, a slight
increase is observed in the endothelium (arrow heads) of preeclamptic and diabetic placentas. No staining is seen in the negative controls (insets a—c). Scale bars represent 100 pm

(a-c) and 200 pm (insets).
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Fig. 5. The distribution of KIF17 in the normal (a), preeclamptic (b), and diabetic (c) placental villi. KIF17 is predominantly expressed in the endothelium (double arrows) of vessels
in all types of villi from term placental samples investigated. The endothelium of small vessels shows stronger KIF17 immunostaining when compared to that of larger vessels
(asteriks) in stem villi. No staining is observed in the negative controls (insets a—c). Scale bars represent 100 um (a-c) and 200 um (insets).

or if those cells with nuclear-staining pattern are in an inactive
state in the placental villi.

KIF17, a motor protein, belongs to N-kinesin family [26] and is
composed of a head domain with ATPase activity used for micro-
tubule binding, whereas the carboxy (C)-terminal tail contains the
cargo-binding domains. According to our study, KIF17 was mainly
localized to developing vascular endothelium in the early, normal,
and pathological term placental villi where intensive placental
vasculogenesis and angiogenesis take place.

In addition, Hofbauer cells, the macrophages of the placenta,
were also been found to be KIF17-immunopositive in the early
human placental samples. Seval et al. have previously shown the
relationship between vasculogenesis and angiogenesis with Hof-
bauer cells [27, 28], and stated that these cells may act in a para-
crine manner and influence these processes by expressing
angiogenic factors such as Ang-2, Tie-1, and Tie-2. Therefore, we
may speculate that Hofbauer cells might play active roles in regu-
lating the placental vascular formation through a motor protein,
such as KIF17, since these cells are in close proximity to angiogenic
cell cords and vessels. The moderate immunoreactivity in ACCs
further supports this idea. In contrast, both normal and patholog-
ical term placental samples showed no KIF17 immunoreactivity in
Hofbauer cells.

Moreover, we have observed KIFC1 and particularly KIF17
expression in some of the hematopoietic cells in the vessels in the
first-trimester placenta even though there was no immunoreaction
in the hematopoietic cells of the vessels in the term placenta when
the pregnancy progressed. Further studies are needed to elucidate
the roles of KIFs in the development of hematopoietic cells and
also the maturation and stabilization of vessels in the placenta, and
their possible relationship to angiopoietins and their receptors in
the early periods of human pregnancy.

Using a yeast two-hybrid screen of a testis cDNA library, Kim-
mins et al. showed that there was a strong interaction between ACT

a Term Placenta
N N D D PE PE
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(activator of CREM in testis) and a kinesin protein highly similar to
a KIF17 isoform found in the brain, which was named KIF17b [29].
The authors also suggested that KIF17b operates in a unique
manner that differs from somatic kinesins that are motor-transport
molecules normally associated with microtubules and involved in
the movement of organelles, vesicles, and proteins [30-33]. Lack of
ACT could lead to abnormalities in sperm tail development because
of the malfunctioning of KIF17b [34]. As there are several studies on
CREM transcripts from decidua and placenta, additional experi-
ments are needed to address this issue in human placenta as well
[35-37]. Thus, our study would potentially provide the first
evidence of KIF17 in human placenta.

It is known that GLUT1 is the primary transporter responsible
for transplacental glucose transport, but it is also present in plasma
membranes of placental barriers facing the maternal and fetal sides
and on the cells of the placental vasculature [38, 39]. It has been
shown that GLUT1 C-terminal-binding protein (GLUT1CBP) was
able to bind to native GLUT1 extracted from cell membranes, self-
associate, or interact with kinesin superfamily protein KIF-1B [40].
According to our study, KIFC1 revealed a stronger immunoreac-
tivity in syncytiotrophoblast cells of villi both in preeclamptic and
diabetic placentas compared to that of normal-term placentas.
Whether the KIFC1 subfamily evolves distinct roles in glucose
transport in human placenta or can execute a similar function as
KIF-1B remains an open question. On the other hand, the patho-
physiology of preeclampsia remains poorly understood and there
are still many unanswered questions in the development of this
disease.

Both preeclampsia and diabetes mellitus are associated with
increased fetal morbidity and mortality and may display abnormal
placental blood flow velocity waveforms, indicating increased
vascular resistance. According to our study, KIF17 showed stronger
immunoreactivity in the endothelium of all types of villi from both
preeclamptic and diabetic placentas compared to normal placentas,
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Fig. 6. Western blot analysis of KIFC1 (a) and KIF17 (b) proteins in human-term placentas. The bands for KIFC1 (37 kDa) and KIF17 (140 kDa) are detected by Western blot. The
immunoexpression of f-actin (43 kDa) is used to confirm equivalent amounts of total proteins loaded per lane. An increase in both KIFC1 and KIF17 protein expression is observed in
diabetic (D) and preeclamptic (PE) placentas when compared to normal (N)-term placentas.
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suggesting a possible association with those pathologies. However,
further investigations are necessary to determine whether KIF17 is
a participant in the pathogenesis of these and other abnormalities
observed in diabetic or preeclamptic placentas or changes seen in
maternal tissues affected by these conditions.

We have also examined the total protein levels of KIFC1 and
KIF17 in placental samples, as early as the 22nd day of pregnancy
during first trimester. The slight difference between the total
protein levels in Western blot and immunohistochemical scores
might be due to the gestational age range of tissues examined.

In conclusion, many recent molecular cell biology and molecular
genetics studies reveal that KIFs are fundamental not only for
various cellular functions but also for developmental events, and
that their functions may underlie some diseases. However, the
presence, distribution, and potential function of KIFC1 and KIF17 in
placental tissues have not been previously reported. It is hoped that
this and the future investigations will elucidate the role of these
proteins in human placenta.
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Abstract

During spermiogenesis, a plasma membrane remodelling step facilitates formation of sperm zona pellucida and hyaluronic acid
(HA) binding sites. Enrichment of Tygerberg normal spermatozoa in HA-bound versus semen sperm fractions was postulated.
Semen was placed on the uncoated A side and HA-coated B side of a semen chamber. After 15 min, the HA binding score
(proportion of HA-bound motile spermatozoa) was assessed on the B side, and unbound spermatozoa were removed by gentle
rinsing. Following Diff-Quick staining, sperm morphology of A and B sides was evaluated by three blinded investigators at
Yale and Tygerberg. The proportion of Tygerberg normal spermatozoa was higher in HA-bound versus semen spermatozoa (n
= 63 subjects) with a 3.04-fold improvement (95% confidence limits: 1.9-4.7) in 37 teratozoospermic men, comparable with a
4.2-fold enrichment in zona pellucida-bound spermatozoa reported earlier by the Tygerberg group. The morphology scores of three
investigators were different but related, indicating that the variations reflect individual-to-individual differences in the perception
of shape normality. The selection power of HA and zona pellucida for normal spermatozoa are similar. The sperm biomarkers
of creatine phosphokinase (reflecting retained cytoplasm in arrested maturity spermatozoa) and chaperone protein HspA2 (heat
shock protein) were proportional with sperm HA binding. As HA binding reflects sperm maturity and function, the combination of
Tygerberg morphology and HA binding is likely to improve male infertility management.

Keywords: hyaluronic acid binding, sperm biochemical maturity markers, sperm maturity, sperm selection, zona pellucida binding
Introduction

During late human spermiogenesis, simultaneously with
the maturation step of cytoplasmic extrusion, a plasma

Spermatozoa of arrested maturation, which also contain surplus
cytoplasm, and show consequential abnormal morphology,

membrane remodelling process occurs that facilitates the
formation of the zona pellucida and hyaluronic acid (HA)
binding sites in mature spermatozoa (Huszar et al., 1997,
2007). Previous studies have indicated a very close inverse
correlation (r > —0.8) between the degree of cytoplasmic
retention and the expression of the membrane maturity
marker galactosyl transferase in human spermatozoa
(Huszar et al., 1997).

have diminished ability to bind to the zona pellucida or to HA
(Huszar et al., 1994; Cayli et al., 2003). Conversely, spermatozoa
that are able to bind to solid state HA are mature and devoid of
cytoplasmic retention, excess persistent histones, apoptotic
processes, DNA chain fragmentation, and show a normal
frequency of chromosomal aneuploidies (Clermont, 1963;
Huszar et al., 1998a, 2003; Cayli et al., 2004; Jakab et al., 2005,
Sati et al., 2008).

© 2009 Published by Reproductive Healthcare Ltd, Duck End Farm, Dry Drayton, Cambridge CB23 8DB, UK
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Arrested maturity spermatozoa, due to the retained cytoplasm,
may be characterized by larger and irregular heads, enlarged
post-acrosomal and mid-piece region, and abaxial insertion of
the tail. As a consequence of spermiogenetic arrest, these cells
also have shorter tails, and a lower tail length/head long axis
ratio (Huszar and Vigue, 1993; Gergely et al., 1999; Chemes
and Rawe, 2003). Conversely, the shape attributes of mature
spermatozoa conform with normal Tygerberg strict morphology,
as these criteria were developed based on zona pellucida-bound
spermatozoa (Kruger et al., 1986; Menkveld et al., 1990).

The relationship between sperm maturity and sperm shape has
also been studied with computer-based objective morphometry
assessment. In line with the attributes of mature spermatozoa,
semen samples with low, intermediate and normal levels of
sperm maturation, detected by the biochemical markers, were
significantly different in head long axis, head area, sperm shape
symmetry, tail length and the tail length/head long axis ratio
(Gergely et al., 1999; Celik-Ozenci et al., 2003, 2004).

In earlier studies focusing upon sperm morphology in semen
and in the respective zona pellucida-bound sperm fractions of
the same ejaculate, the Tygerberg group has reported a x4.2
increase in spermatozoa with normal strict morphology in the
zona pellucida-bound fraction (Menkveld er al., 1991). At that
time, the investigators believed that selection of the normal
spermatozoa was a consequence of rejection of the abnormal or
amorphous sperm by the zona pellucida. It is now understood
that due to sperm plasma membrane remodelling, the selection
of mature spermatozoa with normal morphology is a sperm-
initiated active process (Huszar er al., 1994, 1997, 2007).
Because mature spermatozoa were shown selectively to bind
either to the zona pellucida or HA, the present work has tested
the hypothesis that, similarly to the sperm—zona pellucida
studies, there will be an improvement in the proportion of
spermatozoa with normal Tygerberg morphology in the HA-
bound versus the respective semen sperm fractions.

Materials and methods

Experimental design

Sperm morphology was studied according to the Tygerberg
criteria in 63 men. The proportion of Tygerberg normal
spermatozoa in semen and in their respective HA-bound sperm
fractions were evaluated by three independent investigators in
a blinded manner. Two readers were from the USA (US1 and
US2) and the third, TSA (TFK) was from Tygerberg, South
Africa. All studies were approved by the Human Investigation
Committee of the Yale School of Medicine.

Preparation of spermatozoa for the
studies

For the sperm studies and sperm—HA binding assay, a modified
Cell-View semen chamber was used (MidAtlantic Diagnostics
Inc., USA). One side (A side) was composed of plain uncoated
glass, whereas the second side (B side) was coated with
hyaluronic acid. A 7 ul aliquot of semen (neat semen, without
washing, centrifugation or any other intervention) were placed
on the B side, and the spermatozoa were allowed to bind to

the HA-coated surface in a wet chamber at room temperature.
After 15 min, repeated gentle rinsing to the B side was applied
in order to remove the unbound spermatozoa. Following that, a
7 ul aliquot of semen was smeared on the uncoated glass on the
Aside. Subsequently, spermatozoa on both sides of the chamber
were fixed and stained with Diff-Quik (VWR, Bridgeport, NJ,
USA). Following the staining step, cover slips were placed on
both the A and B sides and were sealed with Permount (Fisher
Scientific, Fair Lawn, NJ, USA). For the assessment, 200
spermatozoa, from at least three or four areas of the fields, were
evaluated for strict morphology on the A and the B sides by each
investigator. After evaluation by the two Yale investigators, the
slides were sent to South Africa by overnight mail.

Sperm morphology evaluation

This assessment was carried out using the Tygerberg strict
criteria (Kruger et al., 1986; Menkveld ef al., 1990). A normal
spermatozoon was classified as such if the head was oval
shaped and had a well-defined acrosome covering 40-70% of
the apical part of the head. The midpiece was smooth, and to
the base of the head there was one tail symmetrically attached.
The tail was not coiled or abnormally bent. All borderline forms
were classified as abnormal. In addition, spermatozoa that were
overlapping or not positioned fully flat on the glass surface
were not considered.

Determination of sperm HA binding score

For the determination of the HA binding score in the semen
samples, 6-8 ul aliquots of semen were applied to the HA-
coated hyaluron binding assay glass chambers (sperm-HB test;
MidAtlantic Diagnostics Inc.) according to the manufacturer’s
recommendation. After application of the semen drop, sperm
binding to HA was observed at room temperature under
phase contrast microscopy. After 15 min, the proportions of
spermatozoa that were HA-bound and exhibited vigorous
tail beating versus the unbound spermatozoa that were freely
swimming were assessed.

Assessment of the biochemical markers
of sperm maturity

The determination of sperm creatine phosphokinase (CK) activity
(reflects surplus cytoplasm in arrested maturity spermatozoa) and
the expression levels of the chaperone protein HspA2 (heat shock
protein) (measure of sperm maturity) are standard procedures in
the laboratory. For these studies, aliquots of semen were washed
with 10-15 volumes of ice-cold 0.15 mol/I NaCl and 30 mmol/l
imidazole (pH 7.0) and centrifuged at 5000 g, in order to remove
seminal fluid. The sperm pellets were disrupted by vortexing in
0.1% Triton X-100, 30 mmol/l imidazole (pH 7.0), 10% glycerol,
and 5 mmol/l dithiothreitol. The sperm extract was clarified by
centrifugation at 5000 g, and aliquots of the clear supernatant were
subjected to CK activity determinations by a spectrophotometric
CK kit (Sigma Co., St Louis, MO, USA). For HspA2 assessment,
CK-B and HspA2 were separated by electrophoresis on precast
agarose gels (Helena Laboratories, USA). The separated bands
were developed by overlaying the gel with a fluorescent ATP
substrate, and the ATP-containing CK-B and HspA2 bands were
quantified under long-wave ultraviolet light with a scanning
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fluorometer. The HspA2 levels were quantified as a ratio of per
cent [HspA2/(HspA2/CK-B)], as described previously (Huszar et
al., 1990, 1992, 2000; Ergur et al., 2002).

Statistical analysis

Statistical analyses were carried out using one-way and two-way
analyses of variance (ANOVA) with Tukey post-hoc analyses,
chi-squared and Spearman tests as well as Pearson correlations
with the SigmaStat version 2.0 program (Systat Software, San
Jose, CA, USA). Likelihood ratio analysis was calculated by the
Microsoft Excel spreadsheet program. The B side versus A side
Tygerberg morphology improvement was calculated by taking
the actual improvement value for each pair of data on each slide,
and then calculating the mean improvement values for each
investigator. All values are reported as mean + SEM.

Results

Relationship between semen parameters,
sperm morphology, biochemical markers,
and HA binding scores

Semen samples from 63 men were studied. The sperm
concentrations were 34.6 + 3.4 x 10° sperm/ml semen (4.0-115)
and sperm motility was 42.1 + 2.2% (10-70, Table 1). Among the
63 men, 16 were oligozoospermic (group 1), 27 were in the 20-30
x 108 per ml low normal sperm concentration range (group 2),
and 20 men were in the 230 x 10° sperm/ml semen high normal
sperm concentration range (group 3). The division of the >20 x
10° sperm/ml World Health Organization normal concentration
samples into two groups was based on the consistent finding
that within the 20-30 x 10° sperm/ml samples the biochemical
markers showed a substantial proportion of samples with arrested
maturity. Further, some of these men in subsequent semen analysis
showed sperm concentrations in the <20 x 10%ml range (Huszar
et al., 1988). Indeed, in the present study six of the 27 samples
in group 2 (22%) showed arrested maturity. In comparison, the
proportion of such men was 7 out of 16 in the oligozoospermic
group 1 (44%).

There was a balanced representation of semen samples with
various sperm concentrations, including oligozoospermic men
(group 1, <20 x 108/ml n=16,25.4% of the study population), men
with low normal sperm concentration (group 2, 20-30 x 10%/ml, n
=27,42.9% of the study population), and men with high normal
concentration samples (group 3 with >30 x 108 sperm/ml, n = 20,
31.7% of the study population, Table 1). Regarding Tygerberg
strict morphology, 37 men were classified teratozoospermic
(=14% normal forms) by all three investigators. The other 26
men who were classified as ‘normal’ morphology, similarly to the
Tygerberg design, were scored in the >14% normal range by at
least one of the investigators (Menkveld et al., 1991).

Regarding groups 1, 2 and 3 (Table 1), in addition to the sperm
concentration differences, there were also variations in the HA
binding scores, and the sperm maturity markers of CK activity
and HspA2 chaperone protein expression levels. The sperm
CK activity (reflecting surplus cytoplasm in arrested maturity
spermatozoa) was higher in the oligozoospermic compared with
the =30 x 10°® sperm/ml normal sperm concentration population).
The HspA2 chaperone levels and sperm—HA binding scores were
higher in the >30 x 10° sperm/ml normal sperm concentration
group (Table 1).

Tygerberg morphology results and B side
versus A side score improvements

In Table 2, column pairs 1 and 2 (A side and B side, all 63 samples),
the proportions of spermatozoa with strict normal morphology are
presented in semen and in HA-selected spermatozoa on the HA-
coated B side respectively. All comparisons, whether in the whole
study group (n = 63), or in groups 1, 2 or 3, were significantly
different (P < 0.001).

The column pairs of 3-4, 5-6 and 7-8 represent the respective
A and B side scores by the three individual investigators USI,
US2, and TSA in the 63 study samples, in groups 1, 2 and 3, as
well as in the teratozoospermic and >14% normal morphology
men. All 15 comparisons were different at the level of P < 0.001.
The Tygerberg normal morphology scores reported by the three
readers on the A sides (Table 2, columns 3, 5 and 7) were in a

Table 1. Semen and biochemical attributes of the study population.

n Sperm Motility (%) CK activity HspA2 ratio HA binding
concentration (1u/108 (%) score (%)
(10°/ml) spermatozoa)
All samples 63 346+34 42.1£22 023+0.04 31.3+22 754x20
Group 1 (oligozoospermic men) 16 121+1.1 30.1+44 0.37+0.1° 21.7+3.4° 68.8+44"
Group 2 (20-30 x 10¢ sperm/ml) 27  25.0+0.50 413+£3.1 021+£0.04 304+29¢ 729+2.6¢
Group 3 (men with 230 x 10° sperm/ml) 20 65.6+6.4 526+29 0.12+0.04* 40.6+4.2° 84.0x3.0"
Teratozoospermic 37 282+3.6 39.2+30 0.22+0.1 321+£2.6 73.0+25
(by all three investigators)
Normal > 14% Tygerberg normal 26 43.7+6.1 46.1+3.0 0.24+05 30.2+3.9 78.8+3.1
(by one or all readers)

Values are mean + SEM.
HA = hyaluronic acid; Hsp = heat shock protein.
P <0.001; P <0.01; %P <0.01; P < 0.01; #"P < 0.01.
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comparable range: US1 (1-27%), US2 (1-26%) and TSA (1-
24%). The respective scores on the B sides (columns 4 and 6)
were also comparable in case of US1 (4-37.2%) and US2 (3.5—
36.7%), but the wider ranges of column 8 (8—64%) indicated that
US1 and US2 applied stricter criteria than TSA.

Further data in Table 3 show the improvements in the
proportion of spermatozoa with normal strict morphology in the
B versus A sides (‘times’ improvement, B versus A), whether
considering the total 63 men in the study population or in the
other five subgroups. The B versus A improvements found by
the three investigators were within the ranges of x1.6 to x4.7 (all
comparisons are P < 0.001).

Reader-to-reader variations and consistency
within the strict morphology scores

It is of particular interest in light of the well documented
investigator-to-investigator differences in strict morphology
evaluations, that despite the individual variations in the personal
level of ‘strictness’ scores, and the fact that each investigator

has likely selected different sperm fields for assessment, the
scores were internally consistent, and weakly but significantly,
correlated among the three investigators. Considering the A and
B scores respectively: US1 versus US2: r = 0.67 and r = 0.57;
USI1 versus TSA: r =0.53 and r = 0.51; US2 versus TSA: r =
0.61 and 0.60 (all six correlations were significant, P < 0.001, n
= 63 men). Within the 37 teratozoospermic men, the respective
correlations among the three investigators were also present: A
sides: r =0.65, r =0.58; r =057; and B sides: r =0.44, r =0.40
and r =0.40 (P <0.001 in all).

There were also variations (x1.6 to x4.7) in reader-to-reader
strictness within the A-side to B-side improvements within all
63 samples and in the five concentration groups, although all
comparisons were highly significant (P < 0.001, Table 3).

The relationship between the three investigators is further
illustrated in Figure 1, in which the mean strict morphology
scores on the A sides by the three investigators (turquoise line)
is presented along with the B side improvements: (i) there was
a negative correlation between the initial strict morphology
score and the degree of improvement (r values: US1: —0.59,

Table 2. Tygerberg strict morphology score and improvement in the hyaluronic acid-bound sperm fractions.

n  Column number
1 2 3 4 5 6 7 8
All investigators US1 Us2 TSA

A side B side A side B side A side B side A side B side
All samples 63 9.8+0.6 18.8+09 8.6+0.7 14409 105+0.8 16.9+1.0 10307 254+14
Group 1 16 79+12 16617 79+14 144+22 84+15 138+22 74+x13 21.6+1.8
(oligozoospermic men)
Group 2 (20-30 x 10° 27 89+0.8 17714 81x10 13512 89+1.1 15014 97+x0.8 245+25
sperm/ml)
Group 3 (men with >30 20 125+1.0223+13 99+13 15715 142+13 21.8+1.5 135+15 295+23
x 10° sperm/ml)
Teratozoospermic by all 37 6504 145+0.7 5805 11.9x09 6606 11.9+x09 7206 19.8+0.9
three readers
>14% normal morphology| 26 14.4+0.7257+1.1 26=+1.2 181+14 160+1.0 23913 147+1.0 333+25
by one or all readers

Values are mean + SEM.

A side = plain uncoated glass; B side = coated with hyaluronic acid. US1, US2 and TSA were the three investigators.
All A vs B side comparisons (col 1 vs 2; 3 vs 4; 5 vs 6; 7 vs 8) are different at the level of P <0.001.

Table 3. Morphology score improvements in the hyaluronic acid-bound versus semen sperm fractions.

n Improvement (B side versus A side)
US1 Us2 TSA

All samples 63 20+£0.1 1.9+0.1 33+0.3
Group 1 (oligozoospermic men) 16 23+03 20+£0.3 4.7+09
Group 2 (20-30 x 10° sperm/ml) 27 2002 20x0.2 3.1+£0.5
Group 3 (men with >30 x 10°sperm/ml) 20 1.8 +0.2 1.6 0.1 25+0.2
Teratozoospermic by all three readers 37 23+0.2 22+0.2 39+0.5
>14% normal morphology by one or all readers 26 1.6 £0.1 1.6 0.1 25+0.2

Values are mean = SEM.

A side = plain uncoated glass; B side = coated with hyaluronic acid. US1, US2 and TSA were the three investigators.
All B side versus A side improvements (by all three investigators) were statistically significant (P < 0.001).
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Figure 1. B/A improvement in Tygerberg sperm morphology scores recorded by three individual investigators (US1, US2 and
TSA) where A side = plain uncoated glass; B side = coated with hyaluronic acid.

US2: —=0.56, and TSA: —0.69, all three P < 0.001). Thus, the
lower the initial morphology score on the A side, the higher the
degree of improvement in the B side score; (ii) considering the
B side, the correlations between the mean improvement and the
improvement reported by the three investigators were also close
(US1: r=0.72, US2: r =0.65, TSA: r =0.92, all P < 0.001).

The hypothesis underlying this work, that due to plasma
membrane remodelling, the HA binding and zona pellucida
binding sites are related, was best supported by the percentage
increase of spermatozoa with normal morphology in the semen
versus HA-selected sperm fractions of the 37 teratozoospermic
men. Investigators US1 and US2 reported a 229 and 215%
increase. However, TSA found a 388% improvement. This
increase is nearly identical to the 420% improvement reported in
semen versus zona pellucida-bound sperm fraction by the same
Tygerberg investigators in 1991 (Menkveld et al., 1991).

Likelihood analysis of the B/A
improvement in the HA-bound sperm
fractions

To assess the overall improvement in the proportion
of Tygerberg normal spermatozoa from the A (semen
spermatozoa) compared with the B (spermatozoa selected by
HAbinding) sides, the combined data of the three investigators
were examined. The frequency of men with >14% strict
morphology on the A side was 24%, whereas the respective
Tygerberg normal score frequency on the B side was 74%
(P < 0.001). The analysis of improvement indicated that in
the HA-bound versus semen sperm fraction, the likelihood of
mean improvement was x3.04 (95% confidence limits: x1.9
to x4.7).
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Discussion

The present study explored the hypothesis that the binding
sites for the zona pellucida and HA, which are under common
spermiogenetic regulation, would provide a similar degree of
power for selecting mature spermatozoa with normal morphology
either by HA or by the zona pellucida (Menkveld et al., 1991).
This hypothesis was developed based on an earlier demonstration
of sperm plasma membrane remodelling in spermiogenesis,
which facilitates the formation of both the zona pellucida and
HA binding sites (Huszar et al.,1997; Oehninger, 2003).

In addition to strict morphology, various aspects of the research
on sperm biochemical markers revealed that the HA-bound
mature spermatozoa exhibit nuclear and cytoplasmic maturity
attributes that are comparable to that of sperm bound to the zona
pellucida of hemizona, including lack of surplus cytoplasm,
persistent histones, low levels of DNA chain degradation,
chromosomal aneuploidies, and apoptotic processes (Huszar
and Vigue, 1993; Huszar et al., 1994, 1998b, 2003; Cayli et al.,
2004; Jakab et al., 2005).

The characteristics of spermatozoa with arrested maturation,
particularly the incomplete extrusion of the surplus cytoplasm
and diminished propagation of tail sprouting, decisively
influence sperm shape with respect to the symmetry and size
of the head, the shape and size of the midpiece area, including
abaxial insertion of the tail, and tail length (Gergely et al.,
1999; Celik-Ozenci et al., 2003, 2004). These factors also play
a prominent role in the evaluation of sperm shape according
to the Tygergerg criteria. An associated line of studies with
objective morphometry measurements of sperm fractions
further indicated that sperm shape closely reflects the degree of
sperm maturity (Gergely et al., 1999; Celik-Ozenci et al., 2003,
2004; Zavaczki et al., 2006).
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The present results confirmed the hypotheses posed. The
increase of the Tygerberg normal spermatozoa in the HA-
bound fractions from the A to the B sides of HA-bound
spermatozoa in the population of 63 samples, and in the five
subgroups covering oligozoospermic to high normozoospermic
ranges, have all shown significant overall improvements. The
increase in spermatozoa with normal morphology attributes
were also associated with concomitant improvements in the
sperm maturity biochemical markers, further indicating the
relationship between sperm maturation and sperm shape.

The likelihood analysis based on data of the three investigators
showed a x3.04 (95% confidence limit: x1.9 to x4.7) in
HA-bound spermatozoa, which is in the range of the x4.2
improvement reported within the zona pellucida-bound sperm
fraction (Menkveld et al., 1991). It is of interest that TSA, who
has participated in both studies found a comparable improvement
in the HA-bound and hemizona-bound sperm fractions.

With respect to the Tygerberg normal morphology scores of
the three investigators, the observations are of interest from the
point of view of this study, as well as to the strict morphology
method itself. First, there was a substantial and significant
increase in the proportion of normal spermatozoa from the A
to the B sides with very few exceptions. Although both the A
and B side scores varied among the three investigators, the
scores were related in all sperm concentration groups. Thus,
the variations in scores reflected a consistent individual-to-
individual difference in the perception of normality.

Another related question is the reliability of Tygerberg
morphology determination by single technicians. It is well
established and reported that the ‘strict’ morphology evaluation,
in spite of its utility, is an inexact science. Sample sets tested
in various laboratories often resulted in inconsistent results.
In further approaches investigators attempted to re-evaluate
the clinical utility of sperm morphology, as shape properties
or any other semen attribute alone, did not provide a sufficient
measure of fertility or a solid ‘cut-off’ value, and there is a
search for second lines of fertility testing (Ombelet ez al., 1997,
1998; Guzick et al., 2001; Menkveld et al., 2001; Nallella et al.,
2006; Henkel et al., 2008).

Considering sperm function, sperm concentrations often fail
to reflect sperm maturity and fertilizing potential. However,
objective biochemical markers provide an objective assessment
of sperm maturity and fertility. This has been demonstrated not
only in laboratory experiments, but also in clinical studies of
fertile oligozoospermic men, and of men with normal sperm
concentrations with unexplained male infertility (sperm
concentrations in the normal range coupled with diminished
sperm maturity and fertility) (Huszar et al., 1992; Ergur et al.,
2002).

Regarding the oligozoospermic group, in a study of couples
treated with intrauterine insemination, in 160 oligozoospermic
samples the occurrence of pregnancies was significantly related
to sperm CK activity but was unrelated to sperm concentrations
(Huszar et al., 1988). With respect to unexplained male
infertility, in two blinded studies of IVF couples (82 and 119
couples), sperm CK activity and sperm HspA2 (a chaperone
protein reflecting sperm maturity) were followed respectively.
In these two studies, nine of 22 (41%) and 13 of 25 (52%)

men with semen in the normal sperm concentration range and
adequate sperm motility nevertheless had diminished sperm
maturity and failed to achieve pregnancy in the IVF cycles
(Huszar et al., 1992; Ergur et al., 2002).

It seems that the sperm—HA binding assay (an objective
assessment performed with standardized HA platforms),
which is based on basic principles of sperm biochemical
measurements, may offer an advantageous test in addition to
sperm morphology. HA binding reflects the zona pellucida
binding ability of spermatozoa, and the presence of HA receptors
that reflects normal spermiogenesis and various upstream
maturational events that affect DNA chain integrity, surplus
cytoplasm and aneuploidy frequency (Huszar et al., 2007). The
HA sperm binding assay is likely to be useful in evaluation of
male infertility, particularly if the couple is treated with assisted
reproduction.

In summary, the validity of the hypothesis tested in this study
was confirmed: due to the common regulation of the HA-binding
and zona pellucida-binding sites in human spermatozoa, one
may anticipate a similar improvement in the morphology of
the HA-bound and zona pellucida-bound spermatozoa versus
the semen spermatozoa fraction. In line with the variety of
studies that demonstrated that normal sperm shape and sperm
function are related, this study enhanced the scientific basis of
the 20-year-old ‘strict morphology’ method. The findings also
support the clinical utility of the sperm HA binding assay, as the
HA-selected spermatozoa, in all attributes studied so far, seem
to be comparable with those selected by the zona pellucida,
including sperm shape, maturity properties, and genetic
integrity. Thus, the sperm HA binding assay would improve the
diagnosis and treatment of male factor infertility.
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Double probing individual human spermatozoa: aniline
blue staining for persistent histones and fluorescence
in situ hybridization for aneuploidies

Laszlo Ovari, M.D.,** Leyla Sati, M.S.,™* Jill Stronk, M.S.,* Antal Borsos, M.D.,© David C. Ward,
Ph.D.,® and Gabor Huszar, M.D.*

#Yale Sperm Physiology Laboratory, Yale University, School of Medicine, New Haven, Connecticut; ® Nevada Cancer Institute,
Las Vegas, Nevada; ¢ Department of Obstetrics/Gynecology, University of Debrecen, Debrecen, Hungary; and ¢ Department of
Histology and Embryology, Akdeniz University, School of Medicine, Antalya, Turkey

Objective: To study the potential relationship between two sperm nuclear attributes: persistence of histones and
occurrence of chromosomal aneuploidies.

Design: The two variables were examined by double probing of the same spermatozoa.

Setting: Academic Andrology Laboratory.

Patient(s): Semen samples subjected for analyses were examined.

Intervention(s): We studied >58,000 spermatozoa, in seven men, first with aniline blue histone staining, graded as
light (mature sperm), intermediate (moderately immature), and dark (severely arrested maturation). After record-
ing the staining patterns and destaining, the same spermatozoa were subjected to fluorescence in situ hybridization
(FISH), using centrometric X, Y, and 17 chromosome probes.

Main Outcome Measure(s): Proportions of sperm with light, intermediate, and dark staining were assessed, and
ploidy of these sperm was evaluated.

Result(s): The aneuploidy frequencies in intermediate versus light (mature) spermatozoa were increased four- to
sixfold. In addition, aneuploidy frequencies and proportions of intermediate sperm were related. There was no
FISH signal detectable in the darkly stained, severely arrested mature sperm.

Conclusion(s): The data suggest that in sperm with arrested maturity and DNA fragmentation, the binding of FISH
probes is diminished. DNA damage is further aggravated by the decondensation and denaturation steps of FISH.
Thus, there is a strong likelihood that in oligozoospermic men, with a higher proportion of sperm with arrested
maturation, the sperm disomy frequencies are historically underestimated. (Fertil Steril® 2010;93:2255-61.
©2010 by American Society for Reproductive Medicine.)
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Key Words: Arrested sperm maturation, persistent histones, aneuploidy frequencies

During spermiogenesis the developing round spermatids un-
dergo complex events in both the nuclear and cytoplasmic
compartments, including meiosis, histone transition protein—
protamine replacement, acrosome development, sprouting of
the sperm tail, and cytoplasmic extrusion (1, 2). In addition,
in late spermiogenesis, there is a remodeling of the sperm
plasma membrane, a step that facilitates formation of the
zona pellucida (ZP) and hyaluronic acid-binding sites (3-5).

There are various nuclear and cytoplasmic markers that re-
flect arrested sperm maturation. However, the major hallmark
is the low expression of the chaperon protein HspA2, which
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in normal sperm development is expressed in two waves (6).
First, in primary spermatocytes, HspA2 is part of the synap-
tonemal complex and supports meiosis (1, 7). A second
HspA2 expression occurs in elongating spermatids, which
coincides with delivery of DNA repair and other enzymes,
and the major protein movements of cytoplasmic extrusion,
nucleoprotein transport, and plasma membrane remodeling.
Regarding the nucleoprotein replacement cycle, a close rela-
tionship was found between HspA?2 chaperon function and
transition protein transport (4, 8, 9).

Low HspA2 expression is also associated with other attri-
butes of arrested sperm cellular maturation, such as surplus
cytoplasm, persistent histones, the apoptotic enzyme caspase
3, and DNA chain fragmentation (5, 10-13). Because HspA2
is a component of the synaptonemal complex, low expression
of HspAZ2 is also associated with increased frequency of chro-
mosomal aneuploidies (12, 14-19). In line with this concept,
sperm with surplus cytoplasm showed a 2—3 times higher fre-
quency of chromosomal aneuploidies compared with nor-
mally developed sperm. The frequency of sperm with
surplus cytoplasm and aneuploidies were related in semen
(r =0.72, P<.001) (14). In addition, in sperm studies with
morphology and morphometry, there was a relationship
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TABLE 1
Sperm attributes of the seven semen samples studied.
Sperm Motility Cells AB AB AB
Men Conc. 105/mL (%) scored (n) Light (%) Intermediate (%) Dark (%)
1 21.0 38.0 8,174 84.6 11.5 3.9
2 18.0 38.0 9,155 75.5 20.9 3.6
3 10.0 49.0 8,193 73.9 21.8 4.2
4 10.0 25.0 8,322 69.5 23.9 6.7
5 16.0 47.0 8,372 69.6 26.2 4.2
6 16.0 49.0 8,721 75.0 19.0 6.0
7 13.0 29.0 7,856 63.8 29.0 6.5
Mean + SEM 14.8 £ 1.5 39.2 +36 8,399+ 159.6 73.1+23 21.8 £ 2.1 5.0+ 0.5
Note: AB = aniline blue staining.
Oviri. Sperm aneuploidy and persistent histones. Fertil Steril 2010.

between increased sperm head size (related to surplus cyto-
plasm), higher frequencies of chromosomal aneuploidies,
as well as a deficiency in plasma membrane remodeling dur-
ing terminal spermiogenesis causing diminished sperm—hya-
luronic acid binding (12, 20, 21).

Regarding the nuclear compartment of sperm with arrested
cellular maturity, earlier studies reported an association with
diminished histone transition protein—protamine exchange
detected by aniline blue staining of excess persistent histones
(22-27). Morel et al. (23) found that in semen with increased
proportion of aniline blue-stained sperm, there was also an in-
creased frequency of chromosomal aberrations, based on
a limited number of spermatozoa tested with fluorescence
in situ hybridization (FISH).

In the present study we conducted a more detailed exami-
nation of the nuclear events related to persistent histones and
aneuploidies. [1] The relationship between aniline blue stain-
ing and chromosomal aneuploidies were studied within the
same double probed spermatozoa. [2] Approximately 8,000
sperm per man were examined using probes for the X, Y,
and 17 chromosomes. [3] Finally, aniline blue staining inten-
sity was quantified as light, intermediate, and dark, thus
classifying the degree of arrest in histone transition pro-
tein—protamine replacement sequence, along with FISH
within approximately 58,000 sperm.

MATERIALS AND METHODS

Experimental Design

Spermatozoa in semen of seven moderately oligozoospermic
men were studied. The sperm were subjected to double probe
treatment with aniline blue staining and FISH. After the ani-
line blue staining, the sperm fields were recorded by the com-
puter-assisted Metamorph program (MDS Inc., Toronto,
Canada), and the sperm were evaluated for staining intensity
(Table 1). To facilitate the relocalization of sperm fields, we
introduced diamond-scratched lines on the slide, and re-
corded the X/Y microscope coordinates. The spermatozoa
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were classified according to their staining intensity, which re-
flects sperm cellular maturity and persistence of histones.

Subsequently, the aniline blue was destained, and the
sperm were subjected to FISH with three chromosome
probes. The chromosome complements were evaluated under
fluorescence microscopy (14, 28, 29). The order of the aniline
blue staining and FISH procedures was important because af-
ter the decondensation and denaturation steps of FISH, the
aniline blue staining pattern was not reliable. All studies
were approved by the Yale School of Medicine HIC.

Sperm Preparation

After determination of sperm concentration and motility, al-
iquots of the sperm was washed in 10 volumes of physiolog-
ical saline containing 0.3% bovine serum albumin (BSA) and
30 mM of imidazole at pH 7.2 (SAIM solution) by centrifu-
gation at 500 x g for 18 minutes at room temperature. Each
sperm pellet then was resuspended in the SAIM solution to
3040 x 10° sperm/mL. The sperm slides were prepared
by smearing 5-10 uL. of sperm onto clean precleaned,
poly-L-lysine-coated glass slides and were allowed to air dry.

Aniline Blue Staining of Sperm Chromatin

The slides were stained by 5% aniline blue solution (Sigma
Co., St. Louis, MO) acidified to approximately pH 3.5 with
acetic acid for 5 minutes, then washed with tap water and al-
lowed to completely air dry (22). The sperm were evaluated
at x600 magnification, and images of random microscopic
fields were recorded. At least 8,000-10,000 spermatozoa
were captured per man (30—40 sperm in 250-300 fields).
Destaining of the aniline blue, before FISH occurred in 5%
aqueous acetic acid. In addition, the slides were dehydrated
in an ethanol series, and were stored at room temperature.

Mature sperm, having completed histone transition pro-
tein—protamine replacement, stained very lightly (clear, ma-
ture sperm, Fig. 1), the slightly immature sperm were
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FIGURE 1

Panels of double treated spermatozoa with aniline blue staining (left) and FISH (right). Arrows on left side indicate

disomy

i

stained more extensively (intermediate, with slightly or par-
tially stained head, moderately immature), and severely ar-
rested mature sperm with substantial degrees of persistent
histones stained darkly (dark, darkly filled head and in
some midpiece, severely immature sperm) (5).

FISH Procedures

The DNA decondensation treatment of destained spermatozoa
was performed as described (12, 14, 28-30). The cells were
treated with 10-mmol/L 1,4-dithiothreitol (Cleland’s reagent;
DTT, Sigma) in 0.1 mol/L Tris-HCI buffer, pH 8.0 for 30 min-
utes on ice. After, the sperm slide was covered with 4 mmol/L
lithium 3,5-diiodosalicylic acid (Sigma) in 0.1 mol/L Tris-HCI
buffer, pH 8.0 for an additional 90 minutes at room tempera-
ture. Slides were rinsed in 0.1 mol Tris-HCI, pH 8.0 buffer, al-
lowed to air dry, then fixed in methanol/acetic acid (3:1).

For FISH, directly labeled alpha satellite centromere-spe-
cific probes were used, for chromosome X (Vysis, Downers
Grove, IL; Spectrum Green CEP X) and chromosome Y (Vy-
sis; Spectrum Orange CEP Y). Chromosome 17 was hybrid-
ized by an indirectly, biotin-labeled centromere-specific
probe (SPOT-Light chromosome 17 centromeric probe;
Zymed, San Francisco, CA). The sperm DNA was denatu-
rated in 70% formamide and two times standard saline citrate
(2X SSC) at 75°C for 6 minutes. The slides were snap cooled
and dehydrated in an ethanol series at -20°C, air dried, then
placed onto a slide warmer at 37°C. The hybridization solu-
tion, prepared according to manufacturer’s instructions was
added and the slide was covered with a cover slip and sealed
with acid-free rubber cement (Ross, Columbus, OH).

Hybridization was conducted in dark humidity chamber
for overnight at 37°C. After hybridization washing was

Fertility and Sterility®

accomplished with 50% formamide in 2X SSC at 42°C for
15 minutes followed by treatment in 2X SSC for 15 minutes
at 42°C. After a blocking step of 3% BSA for 30 minutes, to
visualize the indirect biotin-labeled probe 17, the slides were
incubated with avidine-rhodamine (fluorescent red; Roche
Biochemicals,  Indianapolis, IN),  avidine—fluorescein
isothiocyanate conjugate (FITC) (fluorescent green; Roche Bio-
chemical). Slides were washed with a solution of 4X SSC, 0.1%
Tween 20 at 42°C for 15 minutes, and counterstained with 6-di-
amino-2-phenylindole (DAPI; Roche Biochemicals), mounted
with an antifade solution (Vectashield; Vector Scientific, Tor-
rance, CA), and a coverslip was applied.

Scoring Criteria and Data Collection

For FISH pattern evaluation, an Olympus AX 70 epifluores-
cence microscope (Olympus, Center Valley, PA) was used
with a triple pass filter for DAPI, FITC, and tetramethyl-rho-
damine isothyocyanate (rhodamine). To improve signal reso-

lution, separate single pass filters were also used for DAPI,
FITC, and rhodamine.

Sperm nuclei were scored according to published criteria
(14). Nuclei were not scored if they overlapped or if they
lacked signals, indicating hybridization failure. A spermato-
zoon was considered disomic when it showed two fluorescent
domains of the same color, comparable in size and brightness
in approximately the same focal plane, clearly positioned in-
side the edge of the sperm head, and at least one domain
apart. Diploidy was recognized by the presence of two dou-
ble-fluorescence domains with the same criteria. Nullisomies
were not directly scored, and were considered as frequency
equivalent to disomies (12, 14, 17, 28-30).
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We have detected nuclear maturity by aniline blue, and the
presence of disomy 17, XX, YY, XY and diploidy, and scored
at least 8,000 spermatozoa per man. Figure 1, the double
panel, demonstrates the same sperm fields treated with ani-
line blue and FISH.

Statistical Analysis

For analysis of significance the Mann- Whitney U test and
Pearson correlation test were done (Sigmastat 2.0; Jandel
Corporation, San Raphael, CA).

RESULTS
Aniline Blue Staining Results

In the seven moderately oligozoospermic men, we have eval-
uated a total of 58,793 spermatozoa (Table 1). Regarding nu-
clear maturity, the proportion of the light, intermediate, and
dark aniline blue-stained sperm (representing mature, moder-
ately immature, and severely arrested maturity spermatozoa)
were 73.1% £ 2.3%, 21.8% £ 2.1%, and 5.0% =+ 0.5%, It is
of interest that the sperm concentrations showed a larger var-
iation compared with the proportions of sperm with light, in-
termediate, or dark staining. This idea of independence
between sperm concentration and sperm maturity was de-
scribed previously with various other biochemical markers
(5, 14, 31). The three groups of spermatozoa with various
levels of cellular maturation served as a model for exploring
the potential relationship between a defect of the histone tran-
sition protein—protamine replacement cycle and chromo-
somal aneuploidies, as both may be related to defects of
HspAZ2 action during meiosis or nucleoprotein transport.

FISH Results

Assessment of the sperm population with FISH indicated that
the mean frequencies of aneuploidies were as follows: dis-
omy X: 0.07% =+ 0.01%, disomy Y: 0.09% = 0.02%; disomy
XY: 0.18% = 0.03%, and disomy 17: 0.16% =+ 0.03%. The
frequencies of diploidy were 0.17% =+ 0.04%.

In the sperm groups of various aniline blue staining inten-
sity or nuclear maturity, the frequency of each of the four dis-
omies and total disomy was higher in the intermediate
compared with the light staining (mature) sperm (Table 2).
The increase of frequencies were 3.9 times in X disomy,
5.2 times in Y disomy, 6.1 times in XY disomy, 4.5 times
in 17 disomy, and 5.3 times higher in the aggregate or total
disomy rates (all comparisons, except X disomy, are
P<.001). There was also a higher incidence of diploidy in
the intermediate compared with the light cells, but this com-
parison did not reach significance.

Regarding the correlation between the variations of dis-
omy frequencies versus the aniline staining attributes, the
findings were confirmatory. [1] There was a relationship be-
tween the frequencies of various disomies and sperm with
light and intermediate aniline blue staining, particularly be-
tween the proportions of intermediate sperm and frequencies
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of disomy XY (r = 0.82, P<.05), disomy 17 (r = 0.70,
P<.05), and total disomy frequencies (r = 0.76, P<.05). Fig-
ure 2 is a graphic presentation of the relationship between
aniline blue staining intensity and aneuploidy frequency.
Howeyver, there was no correlation between aniline blue stain-
ing and diploidies or sperm concentrations.

There was an unexpected finding with respect to the FISH
patterns in the case of aniline blue dark, the severely arrested
mature spermatozoa. There were no chromosome signals
with the centromere-specific FISH probes (Fig. 1, left and
right panels). Furthermore, some of the dark staining sperm
also lacked DAPI nuclear staining, indicating a diminished
presence of DNA.

DISCUSSION

Attributes of sperm with arrested maturity may be detected
by various nuclear and cytoplasmic probes (5, 6, 22, 28). Re-
garding the double probing technique, it was developed for
a previous study, in which approximately 10,000 individual
spermatozoa were treated with double markers for aniline
blue staining and cytoplasmic retention, aniline blue and cas-
pase 3 content, as well as for aniline blue and DNA fragmen-
tation. There was a substantial 70% agreement between these
cytoplasmic and nuclear markers with respect to the degree of
maturity within the same spermatozoa. This indicated that ar-
rested sperm maturation is not restricted to a single sperm
compartment (22). Thus, the nuclear and cytoplasmic aspects
of arrested maturity (e.g., persistent histones, cytoplasmic re-
tention, DNA fragmentation, cbromosomal aneuploidies,
caspase 3 activity, Tygerberg abnormal morphology) may oc-
cur concurrently and are related (4, 6, 8,9, 11, 12,21, 22, 28).
Substantial evidence supports that the relationship between
cytoplasmic and nuclear features is based on a common con-
tributory factor—the diminished level of HspA2 chaperon
protein. HspA2 is expressed in two waves, in spermatocytes
and elongated spermatids, and HspA2 chaperone action sup-
ports multiple cellular mechanisms (1, 6-8, 32).

The recognition that the aniline blue stain may be removed
from sperm by destaining with acetic acid was very fortu-
itous, as acetic acid is also used as a solvent for aniline
blue staining and is a component of fixatives for several
sperm biochemical markers, such as FISH, immunocyto-
chemistry, and DNA nick translation. Regarding the study de-
sign, the sequence of aniline blue staining and FISH was
important, as the FISH procedures of decondensation and de-
naturation disrupt the nucleoprotein structure.

In earlier studies an association was reported between
sperm developmental arrest, as demonstrated by aniline
blue staining of persistent histones, and the numerber of chro-
mosomal aberrations in semen samples (23, 24, 33). These
data lead us to a more detailed study of the relationship be-
tween sperm nuclear maturity and chromosomal aneu-
ploidies as we pursued aniline blue staining and FISH
within the same spermatozoon.

Vol. 93, No. 7, May 1, 2010



oANIgIS pue AjljiLe4

TABLE 2

FISH results.

Disomy Disomy Disomy Disomy Disomy Total disomy
X Y XY X,Y,Xy 17 X,Y,XY,17
Aniline blue
staining pattern L IN L IN L IN L IN L IN L IN
Sample no. 1 0.029 0.11 0.043 0.430 0.058 0.75 0.130 1.290 0.058 0.543 0.19 1.82
2 0.029 0.16 0.043 0.210 0.072 0.42 0.144 0.79 0.072 0.418 0.22 1.20
3 0.033 0.11 0.033 0.170 0.066 0.56 0.132 0.84 0.104 0.335 0.21 1.17
4 0.035 0.10 0.017 0.15 0.104 0.45 0.156 0.700 0.155 0.403 0.26 1.11
5 0.034 0.14 0.052 0.18 0.086 0.36 0.172 0.54 0.120 0.501 0.33 1.18
6 0.046 0.24 0.046 0.18 0.092 0.54 0.184 0.960 0.120 0.423 0.31 1.39
7 0.040 0.13 0.060 0.21 0.100 0.43 0.200 0.770 0.100 0.515 0.30 1.29
Mean 0.035 0.14 0.035 0.22 0.082 0.50 0.152 0.860 0.099 0.447 0.26 1.31
Increases 3.9x 5.2x 6.1x 5.6x 4.5x 5.3x
(fold-x)
Significance P =.028 P<.001 P<.001 P<.001 P<.001 P<.001

Note: The aneuploidy frequencies in the light (L) and intermediate” (IN) spermatozoa fractions. All disomy frequencies are expressed in percentage. The increases of
aneuploidy frequencies in the L versus IN groups, and the degrees of statistical differences are noted in the two bottom lines.

Oviri. Sperm aneuploidy and persistent histones. Fertil Steril 2010.




FIGURE 2

Relationship between proportion of sperm with
intermediate aniline blue staining and disomy
frequencies (r = 0.6, P = .002).
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The relationship between diminished maturation of the nu-
cleoprotein replacement pathway and occurrence of aneu-
ploidies may be expected based on two aspects. [1] In
spermatozoa with arrested maturity, the low expression of
HspA2 would adversely affect histone transition protein—prot-
amine replacement as well as the meiotic process (1,6,7,9,32—
38). A central role for HspA2 in the nucleoprotein replacement
has been recently demonstrated based on a global proteomic
approach (8). [2] In mature sperm that underwent plasma
membrane remodeling and are able to selectively bind to solid
state hyaluronic acid, there are no persistent histones or in-
creased frequency of chromosomal aneuploidies (5, 28).

In the present study, the aniline blue staining and FISH results
of >58,000 individual spermatozoa have confirmed the rela-
tionship between nuclear maturity and aneuploidies. In sperm
with light versus intermediate staining patterns (or mature or
moderately arrested mature sperm, respectively), there was
a four- to sixfold increased frequency of chromosomal aneu-
ploidies (Table 2), affecting the sex and 17 autosomal chromo-
somes. There was also a correlation between disomy
frequencies and aniline blue staining of disomy 17, disomy
XY, and total disomy (Fig. 2). These findings agree with previ-
ous work in which an increased frequency of chromosomal an-
euploidies was found in sperm with surplus cytoplasm (14).
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There was also a slight increase in the frequency of dip-
loidies in sperm with arrested maturity, but it did not follow
the relationship of disomies and arrested sperm maturity
because diploidies arise from a mechanism unrelated to
sperm maturation (14, 16).

A further interesting finding was related to sperm with se-
vere arrest of nuclear maturity and dark aniline blue staining,
thus high level of persistent histones. These cells exhibited no
FISH signal, and sometimes the DAPI staining of sperm
DNA was also missing (Fig. 1). We propose two potential
mechanisms for the lack of FISH probe binding. [1] The com-
bined effects of arrested sperm maturation—cytoplasmic re-
tention and increased production of reactive oxygen species
production may cause higher levels of DNA chain degrada-
tion (34, 35). The fragmented DNA is held in place by the
secondary helical structure in intact sperm. However, after
the decondensation and denaturation steps necessary for
FISH, the DNA fragments are released from sperm. [2] The
second mechanism is related to low levels of HspA2 expres-
sion, which causes a combination of retarded histone transi-
tion protein—protamine replacement and delayed delivery of
DNA repair enzymes, thus sperm DNA chain integrity is di-
minished (1, 6, 7, 22). This second point is well supported by
Govin et al., a report that actually defines HspA?2 as a transi-
tion protein chaperone (8).

Our experimental findings suggest that in sperm with se-
vere maturation arrest, both of these proposed mechanisms
may lead to the loss of FISH signal. Thus, one may surmise
that disomy frequencies in oligozoospermic men, with
a higher proportion of arrested maturity sperm, have been his-
torically underestimated.

Acknowledgment: The authors thank Lynne Vigue, M.S., for her technical
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