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OZET

Ubikiitin Proteazom Sistemi (UPS) Proteinlerinin Insan Sperm Kapasitasyon ve
Akrozomal Reaksiyondaki Rolii ve Fertilizasyona Etkisinin Belirlenmesi

UPS’in iireme sisteminde fertilizasyon, kapasitasyon, akrozomal reaksiyon ve
ZP baglanmasi gibi olaylarda rolii olduguna dair son yillarda ¢alismalar yapilmistir.
Fakat UPS proteinlerinden p97/\VCP (Valosin igeren protein) ve PAWP
(Postakrozomal kilif WW domain-baglayici protein)’in insan sperm kapasitasyonu,
akrozomal reaksiyon ve infertilite siirecindeki fonksiyonlarma dair eksiklikler
bulunmakta, NEDL2 (NEDDA4-benzeri ubikiitin ligaz 2)’nin ise iireme sistemi ile
iligkisini agiklayan bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu bilgiler 1s1ginda tezimde
p97/VCP, PAWP ve NEDL2’nin insan sperm kapasitasyonu, akrozomal reaksiyon ve
infertilite siirecindeki rollerine agiklik getirmek amaci ile p97/VCP, PAWP ve
NEDL2’nin ekspresyonlar1 immiinfloresan, akim sitometri, goriintiillemeli akim

sitometrisi ve Western blot yontemleriyle analiz edilmistir.

In vitro insan sperm kapasitasyonu deneyleri ile ekspresyonunda anlamli
degisiklikler gozlenen p97/VCP ve NEDL2’nin kapasitasyon siirecinde aktif rol
oynadigi, fakat PAWP’in ekspresyonunda anlamli degisiklikler olmamasi sonucu
kapasitasyonda direkt etkin bir molekiil olamiyacagi bulunmustur. p97/VCP inhibit6rii
DBEQ varliginda yapilan kapasitasyon deneyleri sonucunda DBEQ’ nun kapasitasyon
stiresince p97/VCP’nin ekspresyonunu azaltarak kapasitasyonu inhibe ettigi, 26S
inhibitorleri ile yapilan inkiibasyonlar sonucunda ise p97/VCP ve NEDL2’nin
kapasitasyon siiresince 26S proteazom ile etkilesime girerek kapasitasyon siirecini
etkiledigi, PAWP’in ise 26S ile etkilesime girmedigi bulunmustur. Ayrica
p97/VCP’nin kapasitasyon ve akrozomal reaksiyon arasinda koprii kurdugu da
saptanmuistir. p97/VCP ve NEDL2 nin infertilite siirecinde ki roliinii aydinlatmak igin
yapilan deneylerde ise p97/VCP’nin ekpresyonunun infertil bireylerde fertil bireylere
gore artis, NEDL2’nin ise azalma gosterdigi bulunmustur. Fertil ve infertil bireylerin

semen parametreleri ile p97/VCP negatif, NEDL?2 ise pozitif korelasyon gostermistir.

Sonug olarak diyebiliriz ki; UPS proteinlerinden p97/VCP ve NEDL2 insan
sperm kapasitasyon, akrozomal reaksiyon ve fertilizasyon siirecinde rol oynar.
Anahtar kelimeler: Fertilizasyon, insan spermi, kapasitasyon, NEDL2, PAWP,
p97/VCP, Ubikiitin proteazom sistemi (UPS)



ABSTRACT

Determination of The Role of Ubiquitin Proteasome System Proteins On
Human Sperm Capatitation and Acrosomal Reaction and Effect On

Fertilization

Ubiquitin proteasome system (UPS) have roles in sperm capacitation,
acrosome reaction, binding of sperm to zona-pellucida (ZP) in mammalian
reproductive system. In these processes, proteins and inhibitors associated with sperm
proteasome affect fertilization; however, effects of UPS proteins p97/VCP (Valosine
containing protein), PAWP (Postacrosomal Sheath WW Domain Binding Protein) and
NEDL?2 (Nedd4-like ligase 2) on sperm capacitation, acrosome reaction, and fertility
process have not yet been investigated. We hypothesized p97/VCP, PAWP, and
NEDL2 may have role in sperm capacitation, acrosomal reaction, and infertiliy
process. Expression of these proteins were determined by immunoflouresecence

labelling, flow cytometry, image-based flow cytometry, and Western blotting.

The phosphorlytation of p97/VCP increased in sperm tail and the expression
of p97/VCP decreased by DBEQ during in vitro capacitation. While expression of
NEDL?2 decreased significatly, PAWP expression did not change during this process.
p97/VCP and NEDLZ2 interacted with 26S proteasomes during capacitation and PAWP
did not interact. Expression of PSA increased during captitation and decreased by
presence of inhibitors. While expression of p97/VVCP was higher in infertile men when
compared to fertile men, infertile men had lower expression level of NEDL2 than

fertile men.

These results indicate that p97/VCP, NEDL2 and PAWP have roles in human
sperm capacitation, acrosomal reaction. And p97/VVCP and Nedl2 may allow the usage

of these proteins at infertility evaluation.

Key words: Capacitation, human sperm, infertility, NEDL2, PAWP, p97/VCP,

Ubiquitin proteasome system

Vi
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1. GIRIS

Ubikiitin proteazom sistemi (UPS) antijen sunumu, islenmesi, hiicre siklusu,

apoptoz, hiicresel savunma, hiicre sinyalizasyonu ve transkripsiyonu gibi hiicre i¢i
bir¢ok biyolojik olayin ger¢eklesmesinde rol oynamaktadir (1,2). Biitiin bu 6nemli
hiicre i¢i mekanizmalarin yaninda, son yillarda bu sistemin ayn1 zamanda iireme
sisteminde fertilizasyon, kapasitasyon, akrozomal reaksiyon ve ZP baglanmas1 gibi
bir¢cok 6nemli basamagin islevsel hale gelmesinde rolleri oldugu agiga ¢ikarilmistir.
Insan ve diger memelilerle yapilan calismalar, UPS’in, sperm-zona pellucida (ZP)
baglanmasi, spermin fertilizasyon yetenegini kazanabilmesi icin gerekli olan sperm
plazma membraninin ve akrozomunun yeniden sekilllenmesi gibi erken kapasitasyon

evrelerinde gorev aldigini ortaya koymustur (3-10).

Tezimde UPS’de calisan 6zellikle de proteazomla iligkili {i¢ proteinin sperm
kapasitasyonundaki ve infertilite siirecindeki rolii arastirilmistir. Bu amagla
kullandigimiz ilk protein yaban domuzu sperm kapasitasyonunda gorev yaptigi bilinen
(11) ve galisma grubumuzun da birgok makalesine kaynaklik eden UPS proteini olan

p97/VCP (Valosin iceren protein)’dir. ikinci protein Sutovsky ve arkadaslarinimn

yillardir caligtiklari, insan ve diger memelilerde sperme 6zgii PAWP (postakrozomal

kilifta WW domainine baglanan protein) olarak bilinen ve de oosit aktivasyonu ve

fertilizasyonda onemli fonksiyonlar1 olan proteindir (12,13). Ugiincii protein ise
PAWP’nin etkilestigi ve PAWP’ye baglandig1 diisiiniilen UPS proteinlerinden NEDL2
(NEDDA4-benzeri _ubikiitin _ligaz)’dir. Ubikiitinlenme bir¢ok hiicresel islemin

gerceklesmesinde kritik role sahip post-translasyonel bir protein modifikasyonu olup
8 kDa’luk kiiciik bir protein olan ubikiitinin substrat proteindeki bir ya da daha fazla
lizine kovalent baglanmasi iceren ve proteinin degradasyonunu, hiicre trafigini ve yer
degistirmesini kontrol eden bir olaydir. Ubikiitinlenme E1 aktive edici enzim, E2
ubikiitin konjuge edici enzim ve E3 ubikiitin ligaz sayesinde 3 basamakta gerceklesir.
E3 ubikiitin ligazin RING (really interesting new gene) finger tip and HECT
(homologous to E6AP carboxyl terminus) domain tip ligaz olmak {izere 2 tipi vardir.

NEDL2, HECT tipi ubikiitin ligazdir (14). Sutovsky ve arkadaslarinin yayinlanmamais



caligmalarindan yola ¢ikarak NEDL2’nin gametogenez ve fertilizasyonda PAWP ile
etkilesip beraber ¢alistig1 diisiiniilmektedir. p97/VCP ve PAWP literatiirde ¢cok genis
calisilmis proteinler olmasina ragmen, bu proteinlerin insan sperm kapasitasyonuna
katkilar1 bilinmemektedir. NEDL2’nin ise iireme sistemindeki ekspresyonu ve

fonksiyonu literatiirde agik degildir.

Ubikiitin proteazom sistemi (UPS)’in kesfi ve bu sistemle ilgili ¢alismalar
seksenli yillarda baglamasina ragmen, UPS’in kapasitasyona olan katkisi son yillarda
yapilan calismalarla ortaya konulmaya baslanilmistir. Son c¢alismalar, 26S
proteazomun spermin oositi dolleyebilme yetenegi kazandig1 kadin lireme tiiplerinde
gerceklesen kapasitasyon isleminde rol aldigini gostermektedir. MG-132 ve
epoksimisin gibi proteazom inhibitorleri kullanilarak, proteazomun aktivitesi
durduruldugunda sperm kapasitasyonu ve akrozomal reaksiyonunda énemli 6lgiide
degisiklikler saptanmistir (15). Yapilan bu c¢alismalarda, sperm-zona pellusida
baglanmasindan kapasitasyon siirecini de igeren fertilizasyon basamaklarina kadar
molekiiler diizeyde belli baz1 UPS proteinleriyle ¢calisilmistir (15). Fakat UPS’de gorev
yaptig1 bilinen ve sperm kapasitasyonu ve infertilite siireci ile iliskileri olabilecegi
diistiniilen p97/VCP, PAWP ve NEDL2 proteinlerinin bu sistemdeki fonksiyonlari

heniiz ag¢ikliga kavusturulmamastir.

Insan sperm kapasitasyonu ve ubikiitin protezom sistemi ile ilgili galismalarin
yanisira bugiine kadar sperm hiicresinde fertilite ile iligkili biyobelirte¢lerin bulunmasi
adma birgok ¢alisma yapilmistir (11,12,14,16-18). Fakat erkek fertilitesinin prognoz
ve diagnozunda (tan1 ve teshisinde) daha kesin, dogru ve tutarli sonuglar verecek
tekniklerle belirlenmis biyobelirteclere ihtiyac vardir. Tiim diinyada {ireme basarisini
artirabilmek i¢in yapilan ¢aligmalarda erkek fertilitesinin prognozu ve tanisinin ¢ok
onemli oldugu bilinmektedir. Spermin fertilitesini degerlendirebilmek i¢in semen
analizi, sperm morfoloji testi, motilite testi, eozin testi ve penetrasyon assay gibi birgok
calisma yapilmaktadir ve ozellikle geleneksel seman analizi insan infertilitesindeki
erkek faktorii degerlendirebilmek i¢in kullanilmaktadir. Fakat spermin siibjektif
degerlendirilmesinde kullanilan bu geleneksel yontemler yardimer iireme tekniklerinin
sonuglarinin yorumlanmasinda sinirlt derecede prognostik deger tasimaktadir. Semen
hakkinda kantitatif bilgiler veren bu testlerin klinik degeri hala tartisilmaktadir ve bu

konuda zit goriisler yer almaktadir. Dahasi, erkek infertilitesinin bazi vakalarinda



sperm abnormalitesi molekiiler diizeyde olmaktadir ve bu vakalarin sperm
orneklerinde morfolojik higbir bozukluk saptanamamaktadir. Bu probleme ¢6ziim
olarak defektif insan sperminin yapisal ve molekiiler diizeydeki anomalilerinin sperm

biyobelirtegleri kullanilarak ortaya ¢ikarilmasi hedeflenmistir.

Tezimin ilk asamasinda tiim bu bilgiler 1s181nda kapasitasyon siirecinde sperm

proteinlerinde meydana gelen degisikliklerin saptanmasi ile kapasitasyon siirecinin
daha iyi anlasilmasini saglayacagini diisiinerek bu ii¢ proteinin sperm kapasitasyonu
stirecinde rollerinin olup olmadigi ve eger varsa bu fonksiyonlarini hangi siiregte veya
basamakta gerceklestirdiklerini saptayabilmek amaclanmistir. Fertilizasyon i¢in en
temel olaylardan biri olan spermin kapasitasyon siirecinde de spermin protein
iceriginde degisiklikler olmaktadir. Bu nedenle kapasitasyon siiresince sperm
proteinlerinde meydana gelen degisikliklerin saptanmasi kapasitasyon ve fertilizasyon
stireglerinin daha iyi anlasilmasini saglayacagini diisiinereck UPS proteinlerinden
p97/VCP, PAWP ve NEDL2’nin kapasitasyonu indiiklenmis ve indiiklenmemis insan
sperminde ekspresyonlar1 ve lokalizasyonlart ilk defa tezimin c¢alismalar ile

belirlenmistir.

Bu caligmalara ek olarak UPS’de calisan ve sperm proteazomuyla iliskili
oldugunu disiindiigiimiiz p97/VCP, PAWP ve NEDL2 gibi proteinlerin insan sperm
kapasitasyonu siirecinde kapasitasyon ve ubikiitin proteazom sistemi ile ile ilgili
iliskisini daha net olarak ortaya ¢ikarabilmek amaci ile de proteazom inhibitorleri olan
MG-132, Epoksimisin ve CLBL kullanilmistir. Tezimde bu ii¢ proteazom sistemi
inhibitorlerine ek olarak bir p97/VCP inhibitorii olan DBEQ da kullanilarak p97/VCP

kapasitasyon siirecindeki rolii ve kapasitasyon siirecinde proteazom ile iliskisi daha

net bir sekilde aciklanmaya calisilmistir.

Tezimin ikinci asamasinda ise androloji klinigine infertilite nedeniyle miiracat

eden infertil donorler ve goniillii fertil dondrlerden alinan sperm o6rneklerinde bu
proteinlerden p97/VCP ve NEDL2’nin (PAWP igin bu uygulanmistir, 12.referans)
ekspresyonlar1 ve ekspresyonlarinin Semen parametreleri (konsantrasyon, motilite,

morfoloji) ile iliskisinin olup olmadiklarinin arastirilmasi amaglanmustir.

Tezimin ¢aligsmalari i¢in laboratuvarina 1 yil siire ile gitigim Prof. Dr. Sutovsky

ve arkadaslar1 sperm hiicrelerindeki biyobelirtegleri analiz etmek amaciyla,



konvansiyonel akim sitometrisinin (flowsitometri) daha gelistirilmis versiyonu olan
gortintiilemeli akim sitometrisi  (ImageStream high speed quantitative imaging
cytometer, Amnis Corp., Seattle, WA)’nin kullanimim1 ilk defa gOstermislerdir.
Boylelikle yeterli sayida ornekleme ile sperm morfolojisi ve biyobelirteglerin
yogunluklar1 arasinda direk bir iliski bu alet sayesinde kurulmaktadir. Nitekim
Buckman ve Sutovsky, yaptiklari caligmalarda, PAWP ve SPTRX3 biyobelirteclerinin
bu yontemle ¢alisarak erkek infertilitesinin tanisi i¢in kullanabilinecek biyobelirtecler
oldugunu gostermislerdir (12,17). Tezimin ikinci asamasinda ki ¢alismalarda
goriintlili akim sitometrisi de kullanilmistir. Bu teknik su anda Tiirkiye’de olmayan
ve bu calismanin ortak yiiriitelecegi laboratuarda Sutovsky ve arkadaslar tarafindan
2009 yilinda sperm hiicrelerindeki biyobelirtegleri analiz etmek amaciyla kullanilan

bir teknolojidir.

Tiim bu veriler 15181nda diyebiliriz ki fertil ve infertil spermleri belirleyebilmek
i¢in spermatozoda protein belirtecler arastirilmaktadir ve tezimin bu ikinci asamasinda
hedeflerimizden ikincisi olan erkek fertilitesini belirleyebilmek amaciyla
spermatozoada yeni yontemlerle daha hassas belirtegler kesfedebilmek amaglanmistir.
Bu amag dogrultusunda klinik veriler ile p97/VCP ve NEDL2’nin ekspresyonlari
arasinda bir iliskinin agiklanmasi ile infertilite teshis ve tedavisinde bu yeni

biyobelirteglerin kullanilmasini 6nerebilinecektir.

Sonug olarak hem caligilacak proteinlerin sperm kapasitasyonu ve infertiliteye
etkisinin arastirilmamis olmasi hem de teknigin Tiirkiye’de de tanitilmasi ve kullanima

gecmesi acisindan bu tez 6zgiin deger tagimaktadir.

Bu amaca yonelik ve literatiir bilgileri 1s1ginda tezimin hipotezi soyledir: UPS
proteinlerinden p97/VCP, PAWP ve NEDL2 insan sperm kapasitasyonu ve

fertilizasyon siirecinde gorev vaparlar.




2. GENEL BILGIiLER

2.1. Spermatogenez

Gebeligin 4. haftasinda yolk kesesi endoderminden gelisen primordiyal germ
hiicrelerinden koken alan erkek gametler, gonadlarda bir dizi mitotik boliinme
gecirerek sayilarini artirirlar. Puberteden hemen 6nce seminiferdz tiibiillere dontisen
seks kordonlarimin yanisira primordial germ hiicreleri de seminifer6z tiibiil bazal
membran1 iizerinde ki spermatogonyumlara doniisiirler. Puberte siirecine kadar
boliinmeden kalan spermatogonyumlar, puberteden kisa bir siire 6nce hipofiz kokenli
gonadotropinlerin artigi ile baslayan ve yasam boyu devam eden spermatogenez ile
aktif hale gelirler (19-22). Spermatogenez, spermatogonyumlardan spermatozoon
(sperm) olusum siirecidir ve ii¢ farkli evreye ayrilir;

e Spermatogonyal faz
e Spermatosit (mayoz) fazi

e Spermatid faz1 (spermiyogenezis).

1.Spermatogonyal faz, spermatogonyumlarin bir seri mitotik boliinmeye

ugrayarak hem kok hiicre populasyonunun devamliligini saglandigi hem de primer
spermatositlere farklilasacak olan adanmis spermatogonyumlarin olusturuldugu
fazdir. Insanlarda spermatogoyumlar nukleuslarmin goriiniimii ve de hematoksilen ile

boyanma 6zellikleri temel alinarak 3 sinifa ayrilir;

Tip A koyu spermatogonyumlar (Akeyu), inaktif, rezerv hiicreler olarak kabul
edilirler, koyu boyanan oval nukleuslara sahip olan hiicrelerdir ve kromatinleri ince
graniilliidiir. Béliinerek kok hiicre olarak kalan bir ¢ift tip A koyu spermatogonyumlari
ya da bir ¢ift tip A agik spermatogonyumlari olustururlar.

Tip A ag¢ik spermatogonyumlar (Aaqqk), agik boyanan oval nukleuslara sahiptir
ve bu hiicreler spermi iiretecek, farklilasma siirecine yonlendirilmis olan hiicrelerdir.
Insanlarda dogumdan 2-3 ay sonra Tip A koyu spermatogonyumlar ve Tip A agik

spermatogonyumlar farklilagir.

Tip B spermatogonyumlar, puberte ile Tip A agik spermatogonyumlardan

olusur. Yuvarlak niikleusa sahip olan ve c¢ekirdek zarfi boyunca ve niikleolus



cevresinde boyanmis yogun kromatin alanlar1 ile Kkarakterize olan Tip B
spermatogonyumlar, mitoza girerek primer spermatositleri ve spermi olusturacak olan
onciil hiicrelerdir (20-22).

2. Spermatosit faz, (mayoz) primer spermatositlerin iki mayoz bdliinme

gecirerek kromozom sayilart ve DNA miktarlarini azalttigi ve haploid spermatidleri
olusturdugu fazdir. Tip B spermatogonyumlar mitotik boliinme gegirerek primer
spermatositleri olustururlar. Seminifer tiibiillerin en biiyiik germ hiicreleri olan primer
spermatositler olustuktan kisa bir siire sonra DNA’lari replike ederler ve sonugta

normal sayida kromozom (2n) ve iki kat1 kadar DNA (4d) igerirler.

Primer spermatositler yaklagik 22 giin kadar siiren 1. mayotik bdliinmenin
sonunda kromozom sayilarini (n) ve DNA miktarini (2d) yariya indirirler. 1. mayozun
profaz evresinde kromatin goriilebilen kromozomlari olusturacak sekilde leptoten,
pakiten, diploten ve diakenez sathalarini tamamladiktan sonra kromozom ayrilmasi ve
crossing-over  olaylarinin  gerceklestigi  metefaza  girerler.  Crossing-over
tamamlandiktan sonra homolog kromozomlar ayrilir ve mayoz mekiginin zit

kutuplarina hareket ederler.

Birinci mayotik boliinmeyi tamamlayan primer spermatositler sonug olarak
diploid DNA miktarina sahip (2d) iki adet sekonder spermatosit olustururlar. Bu
hiicreler hemen ikinci mayotik bdliinmenin profaz sathasina girerler. Sonug olarak her
sekonder spermatosit kromozom sayisini azaltmistir (1n) ve bu kromozomlar iki
kardes kromatidden olusmustur. Ikinci mayozun metefaz sathasinda metefaz plaginda
dizilen kromozomlarin kardes kromatidleri ayrilir ve mekigin zit kutuplarina hareket
ederler. Ikinci mayozun sonunda her bir sekonder spermatositten (1n) kromozom ve
(1d) DNA igeren iki haploid spermatid olusur. Sertoli hiicre ¢okiintiilerine yerlesmis
spermatidler, haploid kromozomlu olup kromatinleri yogunlasmis c¢ekirdeklere
sahiptirler (19-22).
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Sekil 2.1. Spermatogenezin sematik diyagrami (21).

3. Spermatid faz (spermiyogenezis) ise spermatogonyumlardan spermatidlerin

olusmasiyla tamamlanan spermatogenezin son evresi olan spermiyogenezde
spermatidler yeniden sekillenmeye ugrayarak spermatozoaya farklilagirlar. Bu siireg 4
evre ile tanimlanir. Bu fazlar esnasinda spermatidler Sertoli hiicresinin plazma

membranina tutunmus haldedirler.

1. Golgi fazi: Bu evrede spermatid sitoplazmasi gekirdege yakin konumlu bir
Golgi kompleksi, mitokondriyumlar, serbest ribozomlar, diiz endoplazmik retikulum
tiibiilleri ve bir ¢ift sentriyol icerir. Bu evrenin en belirgin 6zelligi, proakrozomal
graniiller olarak adlandirilan periyodik-asit-Schiff (PAS)-pozitif olan kiigiik
graniillerin Golgi kompleksinde birikmesi ve glikoproteinden zengin olan bu
graniillerin ¢ekirdek zarfina komsu membran ile sarili akrozom vezikiiliinii meydana
getirmesidir. Bu evrede gelismekte olan spermin 6n kutbunu akrozomal vezikiiliin
pozisyonu belirler. Bu fazda, sentriyoller, olusan akrozom vezikiiliiniin kars1 tarafi
olan spermatidin arka kutbuna dogru go¢ ederler ve sperm kuyruk aksoneminin

olusumunu basglatirlar. Sentriyollerden bir tanesi plazma membranma dik ag1 ile



hizalanir ve flagellumun dokuz cift periferde, iki tane merkezde mikrotiibiiliis yapisi
iceren kuyruk iskeletinini i¢ceren aksonemini olusturmak {izere akrozomal bolgenin

kars1 kutbunda konumlanir.

2. Kep fazi: Bu faz akrozom vezikiiliiniin, icerigi yogunlasan ¢ekirdegin 6n
yarisin1 kaplamasi ile karakterizedir. Yeniden sekillenmis olan yapi1 akrozomal kep
olarak adlandirilir. Akrozomal kepin altindaki ¢ekirdek zarfi porlarini kaybeder. Son

biiyiikliigiine ulasan akrozomal vezikiil hidrolitik enzimleri igeren akrozom adin1 alir.

3. Akrozom fazi: Bu fazda spermatid yeniden oryante olur ve seminifer
tiibiillerin tabanina dogru yonelir. Gelismekte olan flagellum ise seminifer tiibiiliin
liimenine dogru uzanir. Spermatidin yogunlasan ¢ekirdegi yassilagir ve uzar. Cekirdek
ve onu ¢evreleyen akrozom, plazma membraninin 6n kismi komsulugunda bir
pozisyon alirken, sitoplazma arka kisma dogru yer degistirir. “Manset” ad1 verilen
silindir seklinde spermatidin arka kutbuna dogru uzanan gegici kilif sitoplazmadaki
miktotiibiillerin organizasyonu ile olusur. Cekirdege tutunan sentriyollerden dokuz
kalin fiber gelisir ve aksonem mirotiibiillerinin periferinde dis kalin fiberler olarak
kuyruga uzanir. Koyu renkli, kiigiik, armut sekilli ¢ekirdegin, distalindeki sentriolden

¢ikan mikrotiibiiller, flagellumu olusturacak olan aksonemi meydana getirir.

Flagellumun gelisimini 6nceden baslatmis olan sentriyoller niikleusun arka
yiizeyine tasmrlar. Burada ki immatiir sentriyoller spermin baglanti parcasin
olusturmak tizere degisim gecirirler. Bu sentriyollerden dokuz kalin fibril gelisir ve
aksonemin mikrotiibiillerinin ¢evresinde yer alan dis yogun fiberler olarak kuyruga
uzanirlar ve niikleusu flagellum ile birlestirirler ki bu nedenle “baglant1 parcasi” adini

almiglardir.

Biiylimekte olan flagellumu sarmak iizere posteriyora yonelen plazma
membraninin hareketine paralel olarak manset kaybolur. Flagellumun proksimal
kisminda mitokondriyumlar boyun bolgesinde yer alan kaba fibrillerin etrafinda ve
boyun bolgesinin arkasinda siki, heliks bir yap1 olusturmak {izere sitoplazmadan go¢
ederler ve toplanip yogunlasirlar ve boylece kuyrugun “orta pargast” sekillenir. Bu

bolge, spermatozoon hareketleri i¢in enerji kaynagini olusturur.



Orta parganin distalinde, fibroz kilif dig kalin fiberleri sarar ve flagellumun
yaklagik olarak sonuna kadar uzanir. “Esas parca” olarak adlandirilan dokuz
uzunlamasina fiberi ¢evreler ve uzunlugu en fazla olan parcadir. Flagellumun, fibréz

kilifinin distalinde kalan bolgesi kisa segment “son parga” olarak isimlendirilmektedir.

Hyaliironidaz, akrozin, néraminidaz, asit fosfataz ve tripsin benzeri proteazlar
gibi hidrolitik enzimler igeren akrozom 6zel bir tip lizozom olarak kabul edilir. Sperm
dis akrozomal membrant ile oosit plazma membraninin birlesmesiyle ekzositoz sonucu
hidrolitik vezikiiller dis ortama salinir. Spermin, korona radiata tabakasini gegmesine
hyaliironidaz yol agarken, akrozom reaksiyonu olarak bilinen fertilizasyonun ilk
basamaginin gergeklesmesini ise akrozin ve tripsin benzeri proteazlar zona pellusiday:

eriterek saglarlar.

4. Olgunlagma (maturasyon fazy): Flagellumun etrafindaki fazla sitoplazma
atilir. Spermatidler artik interselliiler kopriilerle bagli degillerdir. Rezidiiel cisim
olarak adlandirilan fazla sitoplazma ve interselliiler kopriiler Sertoli hiicreleri

tarafindan fagosite edilir.

flagellum Golgi

akrozomal
vezikul

akrozom

fioréz kihf

mitokondriyal
kilf

Sekil 2.2. Spermiyogenezin sematik gosterimi (21).



Gelismekte olan gametleri karekterize eden interselliiler kopriiler rezidiiel
cisimlerde kalirlar. Sonug olarak spermatidler birbirine bagl degildirler ve sertoli
hiicrelerinden saliverilirler. Spermiasyon adi verilen bu siiregte sertoli-spermatid
baglantilarinda B1-integrinlerin bulunmasinin yaninda spermiasyon sirasinda integrin
bagl kinazlarin aktivasyonlarinda ki artig spermatidlerin salinmasinda enzimatik bir
kontrol oldugunu disiindiirtir. Testisteki spermiasyon hiz1 ejakiilattaki sperm

hiicrelerinin sayisini belirler (19-23).

2.1.1. Olgun Spermin Yapisi

Olgun insan spermi yaklasik 60 pm uzunlugunda olup ana olarak bas, kuyruk

ve baglanti par¢ast olmak tlizere 3 yapidan olusur;

1. Bas: Spermin bas kismi yassi ve sivridir. 4.5 um uzunlugunda, 3 pm genisiliginde

ve 1 um kalinligindadir. Spermin bas1 ana olarak 3 kisimdan olusur;

1)Kondanse ¢ekirdek: Cekirdek yassilagsmis yogun bir yapidadir. Anteriyor yarisini
akrozomun orttiigii c¢ekirdek bazik protoaminlerle kapli genomik DNA’y1 igerir.
Protaminler somatik histonlarin yerini aldigi i¢in niikleozomlar1 yoktur (20, 21, 23-

25).

2)Akrozomal Kese: Bu kisim dis akrozomal membran, i¢ akrozomal membran ve
hidrolitik enzimler olmak iizere {i¢ ana bolgeden olusur. Basin anteriyor ligte ikilik
boliimiinii saran akrozomal kep lizozomlarda bulunan hidrolitik enzimler (tripsin

benzeri proteazlar, asit fosfatazlar, hyaluronidaz, néraminidazlar ) igerir.

Bu enzimler, spermin korono radiyata ve =zona pellusidaya girisini
kolaylastirmak i¢in dollenme aninda salinir ki bu enzimlerin saliverilmesi akrozom
reaksiyonunun ilk basamagini olusturur. Akrozomun basin son kismma dogru
incelerek uzamasi sonucu ekvatoryal segment olarak adlanirilan kisim meydana gelir.
Akrozom reaksiyonu olarak bilinen bu siire¢, spermin penetrasyonunu ve
fertilizasyonunu kolaylastirirken, ayn1 zamanda bagka spermlerin oosite girmesini de
engeller (20, 21, 23-25).
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3)Plazma membrani: Sperm membran1 protein, lipid ve karbohidrat yapisindadir.
Plazma membrani spermin zona pellusidaya giiclii bir sekilde baglanmasina yol agan
sperm reseptorlerini ve fertilin reseptoriinii igerir. Disintegrin protein ailesi iginde yer
alan fertilin heterodimerik bir proteindir ve plazma membraninin akrozomun
ekvatoryal bolgesine karsilik gelen kisminda bulunur. Lipidlerin gorevi ise membran
yapisini olusturarak stabilizasyonunu saglamak, kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve
oosit-sperm fiizyonunda rol almaktir. Insan spermi yiiksek oranda fosfotidil kolin,
fosfotidil etonolamin ve sfingomiyelin igerir (26-28). Kolesterol fosfolipidlerle birlikte
kolesterol sperm membraninin biitlinliigiinii ve gecirgenlige olan direncini saglar.
Ayrica mannoz ve glukoz gibi monosakkaridler ile disakkaridlerde spermin
membraninda yer almaktadir. Esas aminoasit yapisini ise tirozin, triptofan ve histidin

olusturur.

Tirozin kinaz sp 95, proakrozin, PH-20, PH-30, sp 56, galaktozilt
galoktaziltransferaz, spermadezinler, progesteron reseptorii gibi spesifik antijenler
disinda hiicre-hiicre ya da hiicre matriks etkilesimini yiiriiten nonspesifik proteinler,
kollajen, fibronektin, laminin, adezyon molekiilleri gibi matriks proteinleri ve
immiinoglobiilinler, kaderinler, selektinler ve integrinler gibi adezyon molekiillerinin

de spermatozoonlarin membraninda yer aldig1 gosterilmistir (29, 30).

2. Baglanti pargasi: Bas ve kuyruk boliimiinii birbirine baglamistir. Dar bir parga olan

baglanti par¢asinda bir ¢ift sentriyol bulunur ve bu kisimdaki distal sentriyol spermin
kuyruk bolgesinin merkezinde olan ve spermin hareketi icin motor gdrevini yapan

aksoneme kaynaklik yapar (25).

3.Sperm kuyrugu: Orta parga, esas parga ve son par¢a olmak iizere {i¢ kisimdan olusur.

Orta par¢a: Yaklasik 7 um uzunlugunda olan orta parca 9+2 mikrotiibiiler aksonem
ve dis yogun liflerden olusan uzunlamasina seyreden dokuz kolon ve onu ¢evreleyen
sarmal olarak dizilmis mitokondriyonlardan olusur. Kuyrugun hareketi i¢in gerekli
enerjiyi saglamadan sorumlu olan mitokondriyonlar bir mitokondriyal kilif ile
sarilidir. Mitokondriyal sarmalin son halkasi olarak adlandirilan annulus orta parcanin
sonlandig yerdir.

Esas par¢a: Kuyrugun en uzun pargasi esas parg¢adir ve merkezi aksonem, onu saran

dis yogun fiberler ve en dista bir fibréz kiliftan olusur. Dis yogun lifler ve fibroz kilif,
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spermin One hareketi sirasinda mikrotiibiiler kayma ve kivrilma icin gerekli olan
saglam bir iskeleti olusturan keratin proteinini igerir.
Son par¢a: Kuyrugun son pargasi olgun bir spermde yaklasik 5 um kadardir ve sadece

aksonemal kompleksi igerir.

meribran
n
niknus rokeus
{ alrozomal kep umonu santriyol
bag kit
postak ozomal
toige
Boyun
| mitokoncriyoviar
- araparga
P,
| esas
Kuryrud- parca
ﬁ
SOM0aTa
aksoneral kompleksn merkesd mioosibdl giti

Sekil 2.3. Insan sperminin diyagrami (21).

2.2. Fertilizasyon Siirecinde Spermin Rolii

Disi yumurtalik tiiplerinde sperm oositi dollemeden once sperm iki 6nemli
degisiklige ugrar. Bunlardan ilki spermin epididimislerdeki maturasyonu olup ikincisi

ise disi tireme kanallarinda sperm kapasitasyonudur.
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Testiste iiretildikten sonra epididimisin kanalina salinan sperm sadece sirkiiler
harekete sahiptir. Daha sonra epididimisin kuyruk bolgesinde yaklasik iki hafta siiren
olgunlagma siirecinden sonra spermler ferilizasyon i¢in gerekli ileri hareket edebilme
kabiliyeti kazanirlar. Ejakiilasyonu takiben spermler uterusa ve daha sonrada ovidukt
kanalina girerler ki sperm burada ikinci 6nemli degisim olan kapasitasyon siirecine

girer.

2.2.1. Sperm Kapasitasyonu

Fertilizasyon olayina daha detayli bir agiklama getirmek amaci ile yapilan ilk
calismalarda baz: tiirlerin sperm ve oositinin in vitro kosullarda bir araya getirilmesi
sonucunda dollenme gozlenirken, memelilerde ayni kosullarda fertilizasyonun
gerceklesmedigi gozlenmistir. Arastirmalar sonucu biitin memeli tiirlerinde
spermatozoonlarin oositi dolleyebilecek kadar hareketli olmadigi hipotezine
ulagilmistir.  Bu ¢alismalar arastirmacilara memeli fertilizasyonunda spermin
fertilizasyon oOncesi bir takim degisiklikler ge¢irdigini disiindiirmiis ve

kapasitasyonun kesfine yol acan arastirmalara yonlendirmistir (31, 32).

Nihayetinde Austin ve Chang adli arastirmacilar tarafindan 1951-1955 yillart
arasinda spermin oositi fertilize edebime yetenegi kazanabilmesi i¢in disi ovidukt
kanallarinda gegirdigi molekiiler ve fizyolojik olaylardan olusan 6zel degisiklikler
biitinii olan kapasitasyon olay1 kesfedilmistir (31-34). Kapasitasyon olayinin ardindan
hiperaktivasyon, akrozom reaksiyonu ve oosit-sperm  fiizyon olaylar

gerceklesmektedir (31, 32).

Sperm Rezervi ve Kapasitasyon Arasindaki Iliski

Fertil bir erkekte her ejakiilasyon sonucu yaklasik 60-500 milyon sperm atilir
fakat hepsi tuba uterinaya ulasmaz. Spermler kendi hareketleri ve uterus kas hareketi
ile dakikada 3 mm kadar yol alarak, vagina iist kisminda depolanir ve bu spermlerden
ancak 500 kadar1 tuba uterinaya ulasir. Spermlerin ejakiilasyon sonucu fornikse
bosaltilmasini takiben, serviks ve uterus yolu ile ampullaya ulagmalar1 1-1,5 saat
icinde gerceklesir. Spermler canliligini korudugu 24-48 saat i¢cinde disi lireme sistemi

igerisinde ovum ile karsilasirsa, tuba uterinanin ampulla bolimiinde fertilizasyon
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gerceklesir. Ejakiilasyondan sonra semenin pH's1 7-7,4 civarindadir ve tamponlama
ozelligi ile normal vagina asidik pH’1 olan 4-4,5’a kars1 spermleri, vaginanin

antibakteriyal asiditesinden korumaktadir (1, 19, 35, 36).

Spermler ejakulasyonu takiben disi genital sistemine girdiginde hareketlidirler
fakat dekapasitasyon faktorleri olarak adlandirilan kapasitasyon 6nleyici faktorler disi
genital kanallarinda spermin kapasite olmasin1 engeller. Seminal vezikiil ve
epididimisten salinarak, ejakulasyon sirasinda semene katilan dekapasitan faktorler
sperm etrafinda 2000'den daha kii¢iik molekiil agirlikli karbonhidratlardir ve serviks,

uterus ya da tubalar igerisinde spermden uzaklastirilirlar (37-39).

Spermlerin disi yumurtalik kanalina girdikten sonra ovulasyona kadar
yasayabilecekleri, yeteneklerini koruyabilecekleri sperm depolar1 olusturmalar
gerekmektedir. Bu nedenle oviduktun kaudal istmus bolgesinde sperm depolari
olusturulmaktadir. Oviduktal sperm rezervi polispermiyi azaltmaya ve kapasite olmus
spermin ardigik bir sekilde salinmasina yardim eder. Spermatozoa sperm rezervinin
i¢cinde oldugu istmusun oviduktal epitelyal hiicrelerine baglanir. Oviduktal hiicrelerin
icindeki karbohidrat rezidiileri ve seminal plazma proteinleri -spermadezinler ve
sperm baglayici protein (BSP)- bu baglanmaya aracilik eder ve onlarin salinmasi ile

ovulasyon i¢in en uygun zaman ayarlanir.

Disi genital kanalinda lokalize olan glukozaminoglikanlar, kondroitin siilfatlar,
heparin benzeri ve heniiz tanimlanmamis bazi maddelerin kapasitasyon sirasinda
spermatozoonlarin  plazma membranindaki degisikliklerden sorumlu oldugu

bilinmektedir.

Spermlerin baglanmasi1 ve rezervden salinmasi mekanizmasi ¢ok 1yl
bilinmemektedir fakat sperm kapasitasyonu ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir (40).
[liskili hipotezler 6ne siirer ki; sperm salmimi sperm yiizey proteinlerinin proteoliz ya
da plazma membranindan dokiilmesi ile koordine edilir ya da sperm hareketliligindeki
artis hiperaktif olmus spermlere yol acar ki hiperaktif olmus sperm salinim igin
gereklidir (41, 42). Bir baska hipotez ise; epitelyal hiicre yilizeyindeki karbohidrat
rezidiileri glikosidaz enzimleri tarafindan yikilir ve bu enzimlerin ovulasyon

zamaninda ortaya ciktig1 seklindedir (43). Yine bir baska hipotez ise sperm adezinler
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ve oviduktun salgiladig1 diger enzimler oviduktal karbohidratlarin sperm baglanmasi

ile rekabet ettigi yoniindedir (44).

Sperm ovidukt kanalina girdikten sonra ampullaya ulasana dek dekapasitasyon
faktorleri spermden uzaklastirillir ve nihai olarak sperm ampullada oosit ile
karsilastiginda onu fertilize edebilme yetenegi kazanmis yani kapasite olmus duruma
gelir. Sperm hareketliligini azaltarak kapasitasyonun ger¢eklesmesine engel olan

kolesteroliin sperm membranindan disar1 atilmasi ile kapasitasyon olayi baglamis olur.

Sperm kapasitasyonu sperm rezervinden spermlerin salmmasidir ki
spermatozoanin fertilizasyon yetenegini kazanmasi epididimiste kazanilir, fakat
gercek fertilize etme yetenegi fonksiyonel olarak kapasitasyona kadar baskilanir.
Kapasitasyon spermatozoanin gegirdigi birtakim biyokimyasal ve biyofiziksel
degisimlerdir ve dekapasitasyon faktorlerinin ¢ikarilmasi ile baglar. Aday
dekapasitasyon faktorleri domuzda spermadezin AQN ve AWN, farede DF glisol
protein, fosfatidilethanolamin baglayici protein 1 (PEB 1), sperm antijen 36, CRISP1,
plazma membran yag asidi baglayici protein (PMFAB), seminal vezikiil salgilayici

protein 2 (SVS2) , SERPINE2 olup insan ve farede NYD-SP27/PLCZ1 dir (45).

Bu proteinlerden bazilari semenin seminal plazma par¢asinin komponentidir,
digerleri ise testikiiler kokenlidir ve akrozomal membranin disinda yerlesiktir.
Dekapasitasyon faktorlerinin ¢ikarilmasi sperm plazma membranindan kolesterol
cikmasi ile baslayan olaylar kapasitasyon siirecini olusturur. Ayrica kapasitasyon i¢in
serum albumin, kalsiyum (Ca* ), bikarbonat (HCOs ) ve enerji kaynaklar1 da
gereklidir. Spermatozoonlar enerji kaynaklarimi glikolizden, daha az olarak da

mitokondriyonlardaki oksidatif fosforilizasyondan saglar.

Spermin kolesterol bakimindan zengin akrozomundan ve kuyrugun iizerini
orten membran yapisindan, kolesteroliin baglanarak digar1 alinmasi ile kapasitasyon
baglatilir (32, 39, 46-51). Sperm membranmin kaveolalar1 igerisinde ve inaktif
durumdaki kaveolin ad1 verilen proteinlere bagl halde kolesterol bulunur (47, 49).
Ozellikle follikiiler s1vida olmak {izere disi genital sistemine ait sivilarda bulunan
albumin, sperm membranindaki kolesterolii kendisine baglayarak membrandan
uzaklastirir.  Sperm membranindan Kolesteroliin ayrilmas: sonucu membran

akigkanlig1 artar ve bir sinyal olusumu baslar ve sonug olarakta aktif halde olmayan
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protein kinazlar, G-proteinleri ve fosfofruktokinaz gibi aract molekiiller aktifleserek
kalsiyumun hiicre i¢ine girmesini neden olarak kapasitasyonu baslatirlar ( 32, 39, 46-
52).

Kolesteroliin ¢ikmasi bikorbonat ve kalsiyumun ¢ikisint modiile eder ve bu
durum sperm-¢oziilebilir adenilil siklaz (SACY) aktivitesini ve hiicre i¢i CAMP artisini
diizenler. cAMP artis1 protein kinaz A (PKA)’y1 aktive eder ve bu proteinde protein
tirozin kinaz (PTK)’1 aktif bir duruma getirir. Bu durum sperm basi ve kuyrugundaki
protein tirozin fosforilasyonunun sperm kapasitasyonu i¢in ayirt edici bir 6zellik

oldugunu dogrulamaktadir (53, 54).

HCOs  kapasitasyon siirecinde hiicre i¢i pH artisindan sorumludur ve
epididimiste diisiik olan HCO3™ konsantrasyonu seminal plasma ve tuba uterinalarda
yliksektir (39, 50-52). Kalsiyum kanallari, K* kanallar1 ve voltaja duyarli Na*/H*
degistirici kanallar ve membran hiperpolarizasyonu ile aktive olmaktadir. Bikarbonat
gecirgenliginin artist ve H' kanallarimin aktiflesmesiyle gergeklesen intraseliiler
alkalinizasyon dinein kollarinda aktivasyonu tetikler. Kapasitasyonun yanisira

motiliteyi de intraselliiler H*, Na* ve K* varlig1 indiiklemektedir.

Adenil siklaz, fosfataz, fosfodiesteraz gibi hiicre i¢i enzim aktivasyonlari
hiperpolarizasyona bagl intraseliiler Ca* artis1 sonucu olmaktadir. Adenil siklaz
aktive olduktan sonra ATP’dan fosfat aktararak cAMP tiretimini uyarir (39, 52, 55-
57). Protein kinaz-A adenil siklaz aktivitesi ve CAMP sentezi ile uyarilir ve takiben
protein Kinaz-A hiicre igi proteinlerin aminoasit terminallerine, ATP'dan fosfat

aktararak tirozin fosforilasyonunu gerceklestiren tirozin kinazin aktivasyonunu saglar.

Sperm hiicresinde kapasitasyon boyunca fosfolipid metilasyonundaki artigin
yanisira fosfotidiletolaminden fosfotidilkolin sentezi de gerceklesmektedir (57, 58).
Tirozin fosforilasyonu sonucu fosfotirozin olusur ve kalsiyuma baglidir. Fosfotirozin
fosfolipaz-C’ yi aktive eder ve fosfolipaz-C inozitol trifosfat (IP3) ve diagilgliserol
(DAG) olmak iizere fosfoinozitol bifosfat1 (PIP2) iki parcaya ayirir (59). inozitol
trifosfat (IP3), endoplazmik retikuliim veya akrozom reseptdrlerine baglanarak Ca*?
aciga cikarir ve aciga ¢ikan Ca*? kalmoduline baglanarak tasinir. Diagilgliserol (DAG)
ile stimiile olan proten kinaz C (PKC), aktivasyonu i¢in inozitol trifosfatin (IP3) agiga

+25

¢ikardigi Ca*™’a da ihtiyag¢ duyulmaktadir (57, 60). Kapasitasyon sirasinda her ne kadar
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hiicre disinda kalsiyum bulunmasi gerekli olsa da, hiicre i¢i kalsiyum deposu olarak

akrozom da kullanilmaktadir (60).

Bu siiregte hiicre i¢i pH artar, hiicre membranlarinin akiciligr artar, hareketlilik
ve genlik artar, karmagik bir transdiiksiyon yolag1 baslar ve etkili bir sekilde tirozin
fosforilasyonu artar. Yapisal ve fonksiyonel olarak gerekli bu yeniden yapilanma
spermatozoayi kiimiiliis-oosit kompleksi ile etkilesime girebilmesi i¢in hazirlar ve bir
akrozomal ekzositoz (AE) gergeklesir. Kapasitasyon geciktirilebilir fakat tamamen
geri doniistiiriilemez ve bir kez basladiginda, spermler oosite ulagmadik¢a spermin

hiicre 6liimiine dogru gidecegini belirler.

Akrozomal reaksiyon

Proteazomal aktivite birgok memeli tiiriinde AE i¢in gerekli goriinmektedir.
Proteazomal inhibitor epoksimisin kapasite olmus boga spermatozoasinin progesteron
indiiklii akrozomal reaksiyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (61). Fertilizasyondan
once 30 dk. inhibitdr inkiibasyonu fertilizasyonu %60’dan daha fazla azaltirken, 60
dk. maruziyet ise %85 azalmaya yol acar (61). Insanlarda spermatozoanin zona
pellusidaya baglanmasiyla ilgili calismalar kontrol spermatozoa (proteazomal
inhibitoér almayan) ile bir proteazomal inhibitor olan laktasitin ile muamele edilmis
spermatozoalarin AE oranlar1 arasinda dikkat cekici bir fark ortaya g¢ikarmistir.
Kontrol spermatozoasinda AE yiizdesi % 265 artarken; laktasitin ile muamele edilmis
spermatozolarda ise %137 oraninda AE azalmasi goriilmistiir (62). AE rekombinant
insan zona proteinleri ZP3 ve ZP4 ile indiiklendiginde de benzer sonuglar goriilmiistiir.
Ayni zamanda laktasitin spermatozoaya progesteron indiiklii kalsiyum girisine de

miudahele eder.

Tiim bunlar 6ne siirer ki AE’ da protezomun rolii ile bir kalsiyum istilas1
gerceklesir. Proteazomal inhibitorler olan epoksimisin ya da laktasitin ile uyarilmis
fare spermatozoalart ile yapilan in vitro fertilizasyon sonuglarinda dnemli dlglide
azalma goriilmiistiir (63) ¢iinkli proteazomal inhibitorler progesteron indiiklic AE’yi
azaltir. Proteazomal inhibitorleri ile muamele edilmis spermatozoanin insan zona
pelllusidasina  baglanmasi ya da ZP proteinleri ile etkilesimi olumsuz

etkilenmemektedir (62, 64). Benzer bir gézlem ise domuz modelinde yapilmistir (5).
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Bu sonuglar Redgrove ve arkadaglarinin proteazom altiinite antikorlar1 ile
yaptiklart ve insan sperm inkiibasyonundan sonra spermin zona pellusidaya
baglanmasinin inhibe oldugunu sdyledikleri ¢alismanin sonuglarindan farklidir. Bu
farkliliklar su sekilde aciklanabilir; sperm proteazomunun katalitik bolgesi zona
baglanmasi i¢in gerekli degildir fakat zona penetrasyonu ya da yikimi icin gereklidir

ya da tiirler arasinda farkliliklar olabilir.

Tiim bu bilgiler 15181inda sdylenebilir ki proteazomal proteolizin akrozomal
ekzositoza katilmasiyla kapasitasyon boyunca akrozom yeniden sekillenir ve

akrozomal vezikiilasyon ve akrozomun kaplanmasit AE boyunca boyunca gerceklesir

(65, 66).

2.3. Ubikiitin Proteazom Sistemi

Antijen sunumu, islenmesi, hiicre siklusu, apoptoz, hiicresel savunma, hiicre
sinyalizasyonu ve transkripsiyonu gibi hiicre i¢i bircok biyolojik olayin
gerceklesmesinde rol oynayan Ubikiitin proteazom sistemi (UPS) hiicre i¢i diizenleyici
proteinlerin seviyelerini kontrol etmede dnemli bir fonksiyona sahiptir (1,2). Biitiin bu
onemli hiicre i¢i mekanizmalarin yaninda, son yillarda bu sistemin ayni zamanda
iireme sisteminde fertilizasyon, kapasitasyon, akrozomal reaksiyon ve ZP baglanmasi
gibi bir¢ok Onemli basamagin islevsel hale gelmesinde rolleri oldugu aciga

cikarilmistir.

UPS’in iki temel fazi vardir;
1) Ubikiitinleme: Ubikiitinlemenin ilk asamasinda Ubikiitin (Ub) ATP

yardimiyla ubikiitin aktive edici enzimin (E1) sistein kuyruguna eklenir. Bu asamay1
takiben baglayict enzimin (E2) sistein kuyruguna transfer edilen ubikiitin son olarak
ise protein ligaz (E3) araciligi ile subsratin lizin kuyruguna transfer edilir. Subsrata
izopeptid bagi ile baglanan ubikiitinin aktivasyonu ve ligasyonu, Ub’nin son
aminoasidinin (G76) karboksil grubunda gergeklesir (Sekil 2. 4) (67, 68).

Monoubikiitinlenme tek bir ubikiitin molekiiliiniin subsrata eklenmesi olayidir.
Monoubikiitinlenme gen ekspresyonu, lizozomal smiflandirma ve endositoz gibi

subsratin farkli gorevlerde is yapmasina neden olmaktadir (69).
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2) Ubikiitinlenmis proteinlerin yikimi: Ubikiitin Proteazom Sistemi siklusunun

ikinci fazinda subsrat protazom poliubikiitin zincirleri sayesinde tanimir. Takiben
kiigiik peptidlerine yikilan subsrat ve ubikiitinin 6zgiin deubikiitinleyici enzimi
sayesinde geri elde edilir. Ubikiitinin proteazomal yikimi da subsrata konjugasyonu
gibi ATP bagimlidir. 26S proteazomun, hem ubikiitinlenmis proteinlerin ubikiitinden
ayrilmast hem de onlarin yikimlarinin katalizlenmesinde 6nemli bir gorevi vardir.
Protazom, birbirine bagh iki farkli boliimden olusmustur (Sekil 2.4 C). Proteolitik
aktivite gorevine sahip 20S silindirik temel boliim ve 19S’lik proteazom kapaklari
poliubikiitinlenmis subsratin taninmasi ve proteoliz gorevine sahiptir ve silindirik
boliimiin alt ve iist kisimlarina yerlesmistir. 19S kompleksinin herbiri, alt1 tanesi ATP

az aktivitesine sahip 15-20 subuniteden olusmustur (70, 71).

0050 4@

AMP +PP
Ub +ATP

S . Substrat
Ubikutin aktivasyonu ubikttinlenmesi

C
198

26S protazom | 20S

Proteoliz 198

Sekil 2.4. Ubikiitin Sinyali A: Ubikiitin aktive edici enzim (E1) ile aktive edilen ubikiitin,
daha sonra ubikiitin baglayic1 enzime (E2) transfer edilir. Subsrat (mavi kutu) ve E2 enzimi
0zgiin olarak ubikiitin protein ligaza baglanabilirler ve de aktive olmus ubikiitin subsrata
transfer olur. B: Subsrata ve E2’ye farkli alanlarda E3 baglanir. Subsrat ubikiitinlenme
sinyali ile taninir. C: 26S protazom 19S kapak kismi ve esas proteolitik aktiviteye sahip 20S
kismindan olusur ve proteolizin ger¢eklestigi kisimdir. Proteoliz oncesi 19S kapakla
baglantili deubikiitinleyici enzimler ile subsratdan ubikiitin zincirlerinin uzaklastirilir (72).

2.3.1. Fertilizasyon ve Kapasitasyon Siiresince Ubikiitin Proteazom

Sisteminin ve Proteazomun Rolii

Geleneksel UPS subsrat proteinleri ¢coklu ubikiitin zincirleri ile kovalent olarak

modifiye eder ve proteinleri 19S diizenleyici kompleks ve 20S merkez komplekse
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sahip bir holoenzim olan 26 S proteazoma yikim i¢in hedefler (Sekil 2.5). Proteazomun
19 S diizenleyici kompleksi hem ATP bagimli hem de ATP bagimli olmayan
altiinitelerden olusmustur. ATP bagimli olmayan olmayan altlinitenin elemanlari
arasinda olan PSMD4 ve ADRMI1 ubikiitinlenmis proteinleri tanir, ATP bagiml alt
tinite ise proteini 20S 6z kisma girisi i¢in diizenler. ATP bagimli olmayan altlinite
arasindaki deubikiitinlenmis PSMD7 ve PSMD14 ise ubikiitin molekiillerini protein

20S 6z boliime girdikten sonra salar ve daha sonra degrade olur (73).

L
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Sekil 2.5. 268 proteazomun yapisi: Solda: altiinite 19S diizenleyici (kapak+taban) kisimdan
ve 20S 6z kisimdan olusur.19S diizenleyici kisim ATPaz (yesil renkli) PSMC altiinitesi ve
ATPaz olmayan (kahverengi renkli) PSMD altiiniteleri igerir. Oz kisim ise 2 adet alfa
altiiniteden (PSMA1-7, agik mavi renkli) ve iki adet beta altiiniteden (PSMB1-7) olusur.
Sagda: 26S proteazom ortada 20S 6zkismin ve her iki tarafinda 19S diizenleyici kismin yer
aldig1 bir yapidir. PSMD4 ve ADRM1 (kirmizi renkli) ubikiitin reseptor altiiniteleridir.
PSMD7 ve PSMD14 ise (pembe renkli) ubikiitinin direkt olarak baglandig altiinitelerdir
(15).
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Sperm protezomu iizerinde baslangigta ascidian, ekinoderm, insan ve domuz
modellerinde ¢alisilmistir ancak 2000°den beri diger memelilerde de birgok calisma
yapilmistir. Orijinal ascidian calismalar1 gostermistir ki sperm proteazinin tripsin
benzeri ve kemotripsin benzeri aktiviteleri fertilizasyon i¢in gereklidir (74) ¢iinkii bu

aktiviteler inhibe edildiginde spermatozoa oositin vitellin ortiisiine penetre olamaz.
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Sekil 2.6. Sperm kapasitasyonununda 26S proteazom regiilasyonunun 6zeti: Dekapasitasyon
faktorlerinin ¢ikarilmasi ile sperm plazma membranindan bir kolesterol ¢ikisi ve bikorbonat
ve kalsiyum girisi baglar ve durum hiicre i¢i pH artmasiyla sonuglanir. Sonugta hiicre ici
cAMP artigindan sorumlu sperm adenilil siklaz (SACY) aktive olur. Camp artis1 protein
kinaz A (PKA) aktivasyonuna neden olur. PKA protein tirozin kinaz (PTK) y1 aktif bir
duruma, protein tirozin fosfataz (PTP)’yi ise inhibe edilmis bir duruma fosforiller. PKA bir
kez aktive oldugunda 26S proteazom direkt ya da indirekt olarak subsrat protein
fosforilasyonunu modiile eder. Protein tirozin fosforilasyonu sperm kapasitasyonu i¢in
belirleyici bir faktordiir. Kapasitasyon boyunca A-kinaz baglayici protein 3 (AKAP3)
proteazom tarafindan yikilir. E-1 tip ubikiitin aktive edici enzim (UBA1) kapasitasyon
boyunca akrozomun yeniden sekillenmesinde rol alan akrozin inhibitdr serin peptidaz
inhibitor Kazal tip 2(SPINK?2) ve spermadhesin (AQN1) gibi akrozomal proteinleri modifiye
etmede anahtar bir rol oynar. Sperm proteazomu sperm baglayici protein 3 (BSP3) gibi
akrozomal yiizey proteinlerinin kapasitasyon indiiklii saliniminda rol oynar. Valosin igeren
protein (VCP) ubikiitinlenmis membran proteinlerini proteazoma tagir. VCP kapasitasyon
boyunca tirozin fosforilasyonu geg¢irir ve VCP ‘nin akrozomun yeniden sekillenmesinde
onemli bir rol oynadig1 goriilmektedir. Sperm proteazomu ayni1 zamanda akrozomal
ekzositoz (AE) olayima da 6nderlik eder. AE’yi takiben proteazomal alt iiniteler PSMD6,
PSMD1 ve PSMB6 zona pellusida 3 glikoproteine (ZP3) kars: yiiksek afinite gosterir (15).
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Memeli gametlerindeki UPS iizerine olan c¢alismalar proteazomlarin
epididimisteki sperm kalite kontrol mekanizmalarindan sperm kapasitasyon olaylarina
kadar ¢esitlilik gosteren bir¢ok adimda 6nemli bir role sahip oldugunu gostermistir

(Sekil 2.6) ve UPS sperm-zona pellusida (ZP) penetrasyonuna yardim eder (5, 73).

Sperm kapasitasyonunda 20S proteazom

Proteazomal inhibitérlerden MG-132 ve epoksomisin geri dondiiriilebilir bir
sekilde insan sperm proteazomunun kemotripsin benzeri aktivitesini bloke eder ve in
vitro bir sekilde sperm proteazomunu degistirir. Sperm proteazomunun kemotripsin
benzeri aktiviteleri ayn1 zamanda protein kinaz A ve protein tirozin kinaz inhibitorleri
varliginda da azalirken PKA aktivatorleri sperm proteazomunun kemotripsin benzeri
aktivitelerini onemli Olgiide artinir. Bu calismalar gostermistir ki sperm
kapasitasyonuna gii¢lii bir serin/treonin ve tirozin rezidiilerinin fosforilasyonu eslik
eder. Bu bulgular sperm proteazomunun kapasitasyon siirecine katildigin1 vurgular.
Ayni zamanda sperm PKA aktivitesi ve proteazomal proteoliz arasindaki iliskide
vurgulanmaktadir. Proteazom bir kez PKA tarafindan aktive edildiginde direkt ya da
indirekt olarak serin ve treonin rezidiilerinin fosforilasyonunu modiile eder ve bu
mekanizma hala arastirilmaktadir. Calismalar ayn1 zamanda gostermistir ki proteazom
kapasitasyon boyunca treonin kinaz rezidiilerinin yikimina katilir ve bir¢ok protein

treonin rezidiilerinde fosforilasyona ugrar (75).

Sperm PKA aktivitesinin diizenlenmesi sonucu sperm kuyruk yapisinda A-
kinaz baglayici protein (AKAPS) ailesinden olan ve de proteazom igeren AKAP3’iin
Mg-132 tarafindan proteazomunun inhibe edilmesi ile sperm kapasitasyonu boyunca
AKAP3’iin PKA- indiiklii proteazomal yikimi engellenir. Fakat iliskili bir protein olan
AKAPS yikilmaz ve bu sonu¢ AKAP3’{in yikiminin kapasitasyonda 6zel bir fizyolojik
Ooneme sahip oldugunu gosterir (76). Bu bulgular ayn1 zamanda AKAPs yoniindeki
proteazomal aktivitenin sperm kuyrugunda ve proteazomdan zengin akrozomal
bolgenin bulundugu sperm basinda ¢esitli mekanizmalar ile diizenlendigini ve bu
proteinlerin bu bolgelerde lokalize oldugunu gosterir (77). Su anda AKAP3 ve diger
proteazomal hedefli AKAP’larin  kapasitasyondan ©nce ubikiitinlenmesi ve
kapasitasyon boyunca spermatozoanin UPS’i ile ubikiitinlendigi ya da

ubikiitinlenmedigi agik degildir.
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Sperm kapasitasyonu boyunca fosforlanan proteinler

Daha oncede anlatildigi gibi, protein fosforilasyonu sperm kapasitasyonu ile
iligkili anahtar bir adimdir. Spermatozoa c-AMP bagimli yolaklarin aktivasyonu ile
fosforilasyon gegirir. Valosin igeren protein (VCP ya da p97), 26S protezoma
ubikiitinlenmis proteinlerini gotiiriir ve c-AMP bagimli ilaglarin varliginda tirozin

fosforilasyonu gecirir (11).

VCP cesitli hiicresel fonksiyonlara katilir ve muhtemelen rolii membran
kaynasmasi ve ubikiitinlenmis proteinlerin proteazoma sunulmasi ile iliskilidir.
Kapasite olmus domuz spermatozoasinda 6zellikle kuyruk-baglanti pargasi bolgesinde
tirozin fosforilasyonu gecirmis VCP yogun bir immiinofloresan lokalizasyonu
gosterirken fosforile olmamis VCP ise distal ekvatoryal bolgede, postakrozomal

kilifta, basin 6n bolgesinde ve flagellumda lokalize olmustur (11).

Sperm kapasitasyonu ve fertilizasyonda VCP’nin rolii ile ilgili birtakim
calismalar olsa da tam olarak bilinmemektedir ancak akrozomun yeniden
sekillenmesindeki olaylara oOnciiliik edecek bir rolii olabileceginin disiinildigi
caligmalar vardir. Kapasitasyon boyunca UPS ile iligkili diger proteinlerden olan
ubikiitin aktive edici enzim E1(UBA 1), ubikiitin 6zel proteaz 38, alfa tip proteazomal

altiinite 6b/PSMA1 like, alfa tip 2/PSMAZ2 ve ubikiitinin kendisi fosforillenir (81).
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Tablo 2.1. Sperm kapasitasyonu ve fertilizasyonu sirasinda proteazomla

etkilesen proteinler (15).

Protein Adi HUGO Lokalizasyon
Sembol
Valosin-igeren protein/p93 VCP | Fosforillenmis: baglanti
pargast

Fosforillenmemis:
ekvatoryal segment,
postakrozomal kilif, basin
on kismi, kamg1

Ubikiitin aktive edici enzim E1 UBA1 | Akrozom

Ubikiitin 6zel proteaz 38 USP38 | Lokalizasyon belirlenemedi

Proteazomal altiinite alfa tip 6b PSMA1 | Akrozom

Fibronektin FN On bas plazma membrani

Spermadhesin AQN1 | Akrozom

Akrozin infibitor SPINK2 | Akrozom

Spermadhesin AWN | Akrozom

Major seminal plazma glikoprotein N/A On bas plazma membrani

PSP-1 prekiirsor

Seminal plazma sperm motilite inhibitér | AQN3 | Lokalizasyon belirlenemedi

Al

Seminal plazma protein Pb1 prekiirsor N/A Lokalizasyon belirlenemedi

Akrozin baglayici protein ACRBP | Lokalizasyon belirlenemedi

Seminal plazma akrozin inhibitor A1l SPINK2 | On bas plazma membrani

A-disintegrin ve metalloproteinaz ADAMS | Postakrozomal kilif

domain5

A-disintegrin ~ ve  metalloproteinaz | ADAM2 | On bas plazma membrani

domain20-like 0-like

Laktadherin MFGES8 | Akrozom

Ropporin 1-like ROPNI1L | Lokalizasyon belirlenemedi

Ubikiitin ligaz UBR7 UBR7 | Akrozom

Ubikiitin C izoform X1 UBC | Akrozom

Ubikiitin UBB | Akrozom/On bas plazma
membrant

Ubikiitin domain igeren protein 1 UBDT1 | On bas plazma membrani

268S proteazom diizenleyici altiinite 7 PSMD7 | On bas plazma membrani

Zona pellusida 3 glikoprotein ZPC On bas plazma membranina
baglanir

A kinaz baglayici protein 3 AKAP3 | Sperm kuyrugu esas par¢a

Protein kinaz A PKA | Esas parca ve akrozom

Kalsineriin/PP2B PPP2CB | Kamg¢i1 boyunca, basin alt
kismi

Protein fosfataz 1 PPP1CC | Postakrozomal ve baglanti

parc¢asi
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2.4. Valosin iceren Protein (p97/VCP)

Ubikiitin-protazom sistemine bagli proteolizde onemli fonksiyonlara sahip
olan 97-kDa’luk Valosin-igeren protein p97, VCP ve ya p97/VCP olarak adlandirilir.
UPS bagimli proteolizde VCP’nin ubikiitin ve kofaktorleri ile iligkisi 6nemlidir.
UPS’de saperon protein olarak gérev yapmakta olan p97/VCP genel olarak hiicresel

proteinin 1% den fazlasini olusturur.

Tip Il AAA (ATPases Associated with a variety of Activities: Birgok aktivitesi
bulunan ATPazlar) ATPaz ailesine ait bir protein olan p97/VCP, AAA domaini olarak
adlandirilan iki ATPaz domainine sahiptir (79-82). p97/VCP dort domainden olusur;
N-terminal domain (N), iki tane ATPaz domaini (D1 ve D2) ve de C-terminal domaini
(C). VCP’nin saperon aktivitesinden sorumlu D1 ve D2 domainlerinin yanisira N
terminal domaini de poliubikiitin zincirlerine baglanma ve subsrat taninmasindan
sorumludur (Sekil 7). VCP’nin yapist hakkinda yapilan elektron mikroskobi
calismalari ile silindirik sekilli homo hekzemerik yapida oldugu kanitlanmistir (83).

p97/VCP’nin hiicre igerisinde mitoz sonrasi membran kaynasmasi ve ig
ipliklerinin ayrilmasi (84-86), proteazomda poliubikiitinlenmis proteinlerin degrade
edilmesi (87, 88), transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu (89, 90), hiicre siklusu
gelisimi (91), ve yanlis katlanmig proteinlerin ER’dan geri atilimi (92-94) gibi birgok

gorevi vardir.

N D1 D2 C

f N X F LR \
187 208 459 481 761 806

—_—

Sekil 2.7. VCP’nin yapisal domainleri: A: Walker A, B: Walker B ve SRH: VCP’nin D1 ve
D2 domainlerindeki ikinci bolge homoloji motifleri. (95).

Kofaktorlerinin de yardimiyla ubikiitinlenmis proteinlere 6zgiin olarak
baglanan p97/VCP ve 26S protazomda degrede olmadan once bu proteinlere
saperonluk yaparak onlara yol gosterir. Subsrat ubikiitinlenmesini takiben protein
komplekslerini birbirinden ayirmak igin ATP’yi kullanan p97/VCP proteinlerin

protazoma yonlenmesini saglar.
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Bu yolaga verilebilecek en iyi 6rneklerden biri su sekilde agiklanabilir; NF-xB
sitoplazmada inaktif formda inhibitor IkB proteini ile herhangi bir sekilde stimiile
edilmeyen hiicrelerde etkilesim halindedir (96, 97) . NF-xB uyariya cevap olarak
aktive olur ve IkBa hizlica fosforile olup, poliubikiitinlenir (96). p97/VCP,
poliubikiitinlenmis IxkBa’ya baglanirak onu NF-kB kompleksinden ayirir. NF-kB’dan
IkBa’nin ayrilmasimi takiben, NF-kB hedef genin regiilasyonu nedeniyle niikleusa
transfer edilir. p97/VCP ayn1 zamanda poliubikiitinlenmis IxBa’ya saperonluk
yaparak, onun 26S proteazomda yikimi i¢in yol gosterir (98).

2.4.1. p97/VCP ile Iliskide Olan Proteinler ve Fonksiyonlar1

p97/VCP hiicrede ¢ok cesitli aktiviteler gostermesi nedeni ile gesitli
proteinlerlede iliski halindedir (Sekil 2.8). Bu aktiviteler arasinda protein
degradasyonu, hiicre siklusu kontroli, otofaji, proteoliz, cinsiyet belirlenmesi, DNA

replikasyonu gibi bir¢ok 6nemli fonksiyonu yerine getirdigi 6zetlenmistir (99).

Chromosome .
ondenaation Aurora B kinase
localization
DNA damage
Ufd1-Npl4
de1-NpI4T P Ufd1-Npl4

P

Spindle
disassembly

ER, Golgi
reassembly

Nuclear Ufd1-Npl4, pa7, p37 Ufd1-Npl4
envelope S AP i
regeneration ADP +Pi D C ADP +Pi

Ufd1-Npl4
BX
U

V \
td1-Npl4Syta1.Npia
Proteolysis uBx uBx| utd1-Npla
ERAD

Sekil 2.8. p97/VCP’nin ¢oklu fonksiyonlari. p97/VCP ve kofaktorleri birgok biyolojik
fonksiyonun yerine getirilmesinde gorev alirlar. Sar1 yuvarlak i¢indekiler: membran olusumu
ile ilgili fonksiyonlar1. Mavi ve yesil yuvarlak igindekiler: Protein yikimi ile ilgili
fonksiyonlari, Pembe daire i¢indekiler: Hiicre siklusu ve DNA’nin islenmesi ile ilgili
fonksiyonlar1 gostermektedir (99).

Suppression of
protein
aggregation
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2.5. NEDD4-like ubiquitin ligase 2 (NEDLZ2)

UPS proteinlerinden NEDDA4-like ubikiitin ligaz 2 (NEDLZ2) bir HECT tipi
ubikiitin ligazdir. Ubikiitinlenme E1 aktive edici enzim, E2 ubikiitin konjuge edici
enzim ve E3 ubikiitin ligaz sayesinde 3 basamakta gerceklesir. E3 ubikiitin ligazin
RING (really interesting new gene) finger tip and HECT (homologous to E6AP
carboxyl terminus) domain tip ligaz olmak tizere 2 tipi vardir. NEDL2, HECT tipi
ubikiitin ligazdir (14). NEDL2 NH> terminalinde bir tane C2 domaini, iki tane WW
domaini ve COOH terminalinde HECT domaini igerir (100).

Memelilerde dokuz iiyesi bulunan NEDD4 ligaz ailesine ait ligazlarin hepsi
C2-WW-HECT vyapisini igerirler ve tipik bir ubikitin ligaz gibi hareket ederler.
NEDL?2 bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda 6nemli rol oynar. Memelilerde hiicre
biiylimesi ve apoptozu diizenleyen bir p53 aile iiyesi olan p73°iin ekspresyunu aktive
ettigini gosteren ¢alismalar vardir (100). NEDL2’nin enterik ndrogenezis (ENS)
boyunca GDNF/Ret sinyalinin pozitif bir diizenleyicisi oldugu bilinmektedir (101).
Literatiirdeki bir bagka ¢alismada ise NEDL2 nin enterik nérogenezin yaninda bobrek

gelisiminde de rol oynadig bildirilmistir (102).

Lu ve ark. yaptiklar1 ¢alisma sonucunda NEDL2’nin mitotik ¢ikis olayi
boyunca APC/C-Cdh1 geni tarfindan yikildigini ve ubikiitinlendigini vurgulamislardir
(103, 104). Sutovsky ve ekibinin yaptiklari heniiz yaymlanmamis ¢aligmalarinda ise
NEDL2’nin gametogenez ve fertilizasyonda rol oynayabilecegi ve de sperm/oosit
proteinlerinin baglanmasinda PAWP gibi ya da PAWP ile birlikte rol oynayabilecegi
sOylenmistir. Literatiirde tireme sistemi ve NEDL2 arasinda ki iligkiyi agiklayabilecek

herhangi bir ¢aligma yoktur.

2.6. Postacrosomal sheath WW domain-binding proteini (PAWP)

Insan ve diger memelilerde sperme 6zgii postakrozomal kilifta WW domainine
baglanan protein (Postacrosomal sheath WW domain-binding proteini, PAWP) olarak
bilinen ve de oosit aktivasyonu ve fertilizasyonda onemli fonksiyonlar: olan bir
proteindir. Literatiirde sperm morfolojisi ve sperm hareketliliginin PAWP ile
korelasyonunu gosteren (105), fertilizasyon ve PAWP iliskisini arastiran (106), 0osit
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aktivasyonu ve PAWP iliskisini aydinlatan (107) ve infertilite ile olan iligkisini
aciklayan ¢alismalar (108) mevcuttur.

PAWRP ilk olarak Sutovsky ve Oko tarafindan spermatidlerin uzamasi olayinda
spermatidlerde gosterilmistir. Literatiirdeki calismalarda spermdeki lokalizasyonu
post-akrozomal kilif olarak bildirilmistir. Fertilizasyon siiresince post akrozomal

kiliftan oosit icerisine salinir ve oosit aktivasyonunda anahtar bir rol oynar.

Yine Sutovsky ve ekibininde PAWP proteini ile ilgili PAWP 1n fertilizasyon
boyunca mayotik dagilim ve proniikleer gelisimde rol oynadigini gosteren (13),
fertilizasyon ve yardimci tireme teknikleri ile iliskisini gosteren (12), kalsiyum
osilasyonu ve oosit aktivasyonu ile iliskisini agiklayan (109), spermiyogenez
stirecinde PAWP’n roliinii gosteren (110), sperm kalitesi ve artisifiyel inseminasyon
arasindaki iliskiyi gosteren (111) ve de testikiiler gelisimdeki roliinii gosteren (112)

bir¢ok ¢aligma mevcuttur.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Tezimin bu bdliimiinde yaptigimiz deneyler kapsaminda kullandigimiz
materyaller ve bu materyalleri kullanarak izledigimiz deney yontemleri bagliklar

halinde verilmistir.

3.1. Materyal

Tezimin deneylerinde kullanilan sarf malzemeler, deney aletleri ve ait

olduklar1 kaynaklar asagidaki gibi bagliklar halinde ayrintil1 bir sekilde verilmistir.

3.1.1. Kimyasallar ve ait oldugu kaynaklar

NaCl Carlo Erba
KCI Merck
Sodyum Laktat Sigma-Aldrich
MgCl,.6H20 Sigma-Aldrich
HEPES Sigma-Aldrich
Sodyum Piriivat Sigma-Aldrich
Sorbitol Sigma-Aldrich
Gentamisin Sigma-Aldrich
Penisilin Sigma-Aldrich
D- Glukoz Sigma-Aldrich
Pirlivik Asit Sigma-Aldrich
BSA Sigma-Aldrich
NaHCOs3 Sigma-Aldrich
CaCL> Sigma-Aldrich
PVA Sigma-Aldrich
Na2HPO4 Merck
KH2PO4 Merck

Normal Fare Serumu Abcam
Normal Ke¢i Serumu Abcam
Triton-X Sigma-Aldrich

29



Formaldehit

Methanol

Yagsiz Siittozu

Tris

NP-40

Proteinaz Inhibitér Coctail
Glisin

Tween 20

Ponceu S

Glasiyal Asetik Asit
B-Merkaptoethanol
Sodyum Dodesil Siilfat
Bromfenol Mavisi

NaOH

HCI

NaN3

KCI

NaH2PO4

Sperm Ayristirma Soliisyonu
Agrezom Belirleme Kiti
Protein Ladder

Su bazli kapatma medyumu
Floresan kapatma medyumu
MES yiiriitme soliisyonu
ECL

Etanol

Super block

Entellan

Polilizin Soliisyonu
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Merck
Sigma-Aldrich
Bio-Rad
Carl-Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck
Carl-Roth
Carl-Roth
Merck
AppliChem
Merck
Sigma-Aldrich
Merck

Merck

Merck

Merck

Merck
Sil-Silect Plus
Enzo
GenScript
Thermo Fischer
Abcam
Nupage
Abcam
Sigma-Aldrich
Abcam
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich



3.1.2. Antikorlar, Ait olduklar1 Kaynaklar ve Kullanim Oranlari

Primer antikorlar Firmasi

Anti- Rabbit VCP Abcam (ab109240)
Anti- Rabbit NEDL2 Abcam (ab92711)
Anti-Rabbit PAWP Abcam (ab170115)

Anti-Rabbit Beta aktin Invitrogen

Sekonder antikorlar

Anti- Rabbit Texas Red
Pisum Sativum Agglutinin (PSA)
Goat anti rabbit HRP

3.1.3. inhibitorler

MG-132
Epoximisin
CLBL
DBEQ

Firmasi

ABM
Sigma

Abcam

3.1.4. Deney Aletleri ve Markalari

Mini santrifiij

Vorteks

Sogutmali santrifiij

Floresan Mikroskobu

Western blot seti

Orbital karistirict

Etiv

Akim Sitometri Cihazi
Goriintiilemeli Akim Sitometri Cihazi

Is1tic1
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Diliisyon oram Diliisyon oram
(IF/Flow) (Western)
1:200 1:2000
1:200 1:500
1:500 1:1000
1:1000

Diliisvyon oram

1:300
1:500
1:1500

Enzo
Enzo
Enzo

Cayman Chemical

Biosan

Thermo Scientific

Hettich

Olympus

Invitrogen

Sigma

Niive, EN500

ACEA Biosciences, Novocyte
Amnis, Flow Sight

Niive



Sonikator Bandelin

Ceker ocak Hedlab

Buzdolab1 Arcelik

-80 °C derin dondurucu Thermo Scientific
Ph metre Hanna

Hassas terazi Ragwag
Manyetik karistirict Thermo Scientific
Semidry blotlama cihazi Scie-Plas

UVP goriintiileme cihazi Kutay Lab Cihazlar
Distile su aritma cihazi Alga

Mikropipet seti Brand

Su banyosu JSR

3.1.5. Deneylerde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

PBS Hazirlama
NaCl 8¢
KCI 029
KH2PO4 0.26 g
Na2HPO4 119

Kimyasallar 1 1t distile su iginde ¢ozdiiriilmiistiir ve ph=7.2 olarak ayarlanmustir.

PBS-Tween Soliisyonu Hazirlama

1 ml Tween 1 It PBS i¢erisinde ¢ozdiirtiliirmiistiir.

%2°lik Formaldehit Soliisyonu Hazirlama

% 10 Formaldehit 20 ml
PBS 80 ml

Kimyasallar manyetik karistirict yardimi ile karigtirilmistir.
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Sperm Yikama Medyumu (Modifive TL-HEPES) Hazirlama

Kimyasal Konsantrasyon
NaCl 114 mM
KCI 3,2mM
NaH2PO4 0,34 mM
Na-Laktat 20 mM
MgCl,.6H.0 0,5 mM
HEPES 10 mM
Sodyum Piriivat 0,2 mM
Sorbitol 12 mM
Gentamisin 21 mM
Penisilin 0,174 mM

Kimyasallar 1 It distile su igerisinde ¢ozdiirilmiistiir.

NCM (Kapasitasyonu Indiikleyici Ozelligi Olmayan Medyum) Hazirlanmasi

11 mM D-Glukoz 1 It TL-HEPES igerisinde ¢ozdirilmiistir ve pH=7,2- 7,3 arasi

olarak hazirlanmistir.

CM (Kapasitasyonu Iindiikleyen Medyum) Hazirlanmasi

2 mM CaCl2.H20, 25 mM NaHCO3, 5 mM Piriivik Asit, 0,01 mM PVA 50 ml NCM
igerisinde ¢ozdiirtilmiistiir ve son olarak yogunlugu %3 olacak sekilde BSA katilmistir.

pH=7,3-7,4 aras1 ayarlanmistir.

Lizis Soliisyonu

Tris 50 mM
NaCl 150 mM
NP-40 %1
Proteinaz Inhibitdr Kokteyl %1

Kimyasallar 100 ml distile suda ¢ozdiiriilmiistiir. pH=7,3-7,4 aras1 ayarlanmistir.
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%3°liik Bloklama Soliisyonu Hazirlama

100 ml PBS-Tween 3 g siittozu ile karigtirilmustir.

Blotlama Soliisyonu Hazirlama

Tris 3,025¢
Glisin 14,49
Methanol 200 ml

Kimyasallar 1 It distile su igerisinde ¢ozdiirtilmiistiir.

Ponceu S Soliisyonu

Ponceu S 0,29
Glasiyal Asetik Asit 3mi

3.1.6. Etik Kurul

“Ubikiitin proteazom sistemi (UPS) proteinlerinin insan sperm kapasitasyon ve
akrozomal reaksiyondaki rolii ve fertilizasyona etkisinin belirlenmesi” baghkl tez
calismam Yildirim Beyazit Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurul
Bagkanliginca, etik kurallara uygun bir ¢alisma olarak kabul edilmistir (Ek-1). Ayrica
Missouri Universitesi/ABD Prof. Dr. Peter Sutovsky laboratuvarinda yapilan
caligmalar da insan spermi ile ¢calismalar yapabilmem i¢in CITTI sertifikasini aldiktan
sonra ile ¢alismalar yapilmistir (Ek-2). Amerika’daki 1 yillik egitimimin ardindan
Tiirkiye’ye dondiikten sonra Missouri Universitesinde edindigim deneyimlerle yapilan
deneyler icin arastirma gorevlisi olarak caligmakta oldugum Gaziosmanpasa
Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim dalina bagl olan
Androloji laboratuarinda gergeklestirilmistir. Gaziosmanpasa Universitesi Tip
Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulundan onayli etik belgemiz Ek-3’de yer

almaktadir.
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3.1.7. Deneylerde Kullanilan Orneklerin Elde Edilmesi

Tezimin c¢alismalarimi yapmak iizere insan sperm ornekleri kullanilmistir.
Yapilan galismalar i¢in insan etik kurulunun onay1 sonrasinda rutin semen analizi igin
bagvuran infertil ve ¢ocuk sahibi fertil goniillii dondrlerden aydinlatilmis onam formu

imzalatilarak elde edilen ejakiilatlar kullanilmistir.

Fertil bireyler 18-45 yas arasinda, herhangi bir sistemik rahatsizligi olmayan
ve son 12 ay ya da daha kisa siire igerisinde ¢ocugu olan babalar arasindan seg¢ilmistir.
Infertil bireyler ise yine 18-45 yas arasinda, herhangi bir sistemik rahatsizlig1 olmayan
ve son bir yil igerisinde diizenli korunmasiz cinsel iliskiye ragmen ¢ocuk sahibi
olamayarak iiroloji béliimiine basvurmus ve de Uroloji béliimiinden infertilite tanist
alarak Androloji laboratuvarina sperm analizi i¢in gonderilen bireyler arasindan
secilmistir. Arastirmaya genital sistemlerinde anatomik anormallik olan, varikosel
tanis1 konmus, genital enfeksiyon gegirmis, skrotal cerrahi Oykiisii olan, sistemik
hastaliklara sahip ve kadin faktoriinden kaynaklanan infertilite problemi olan erkekler
dahil edilmemistir. Ayrica, semen Orneginde lokosit, eritrosit bulunan, semen
likefikasyonunda sorun yasanan, 18 yas alt1 ve 60 yas {stli olan bireyler de dahil

edilmemistir.

Doktora tezim hakkinda arastirma yapmak ilizere Tiibitak 2214-A bursu ile
gitmis oldugum Missouri iiniversitesinde yapmis oldugum g¢alismalar icin ise tiim
sperm Ornekleri ise Missouri University, Internal Review Board (MU IRB)
protokoliine uyularak alinmistir. Missouri tiniversitesinden yapilan ilan ile yeni baba
olmus donorler secilmis ve semen drnekleri Missouri Universitesi Ureme Tibb1 ve
Fertilite Kliniginde toplandiktan sonra tez konumda arastirma yapmak iizere gitmis
oldugum Missouri Universitesinde gorevli Prof. Dr. Peter Sutovsky’nin iireme

fizyolojisi laboratuvarina getirilmistir.

3.2. Metod

Tezimde ubikiitin proteazom sistemi proteinlerinden olan p97/VCP, NEDL2
ve PAWP proteinlerinin insan sperm kapasitasyonu ve infertilite siirecindeki roliinii
aragtirmak tizere immiinofloresan, Western blot, akim sitometri ve goriintiilemeli akim

sitometri yontemleri kullanilarak iki ana deney akis semasi olusturulmustur.
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Birinci deney akis semasi UPS protetinleriden p97/VCP, NEDL2 ve PAWP

proteinlerinin insan sperm kapasitasyon siirecindeki roliinii saptayabilmek igin

kapasitasyonu indiiklenmis ve indiiklenmemis sperm hiicrelerinden elde edilen gruplar

ile olusturulmustur.

Bu amagla kontrol grubu olarak gradient yontemi ile yikandiktan sonra 0.saatte

inkiibe edilmeden kullanilan sperm 6rnekleri se¢ilmistir.

Deney grubunu olusturan sekiz gruptan ilkini kapasitasyonu indiikleyici
Ozelligi olmayan medyum ile 18 saat inkiibe edilen grup, ikincisini kapasitasyon
medyumu ile 5 saat inkiibe edilen grup, ligiinsiisiinii kapasitasyon medyumu ile 18 saat

inkiibe edilen grup olusturmaktadir.

Dordiincii grubu ise UPS inhibitorlerinden MG-132, Epokmisin ve CLBL’in
kapasitasyon siirecine diisiik konsantrasyondaki etkisini gdzlemleyebilmek i¢in bu
inhibitorlerin 10 mM konsantrasyon oraninda igeren kapasitasyon medyumu ile 18
saat inkiibe edilen grup, besincisini UPS inhibitorlerinden MG-132, Epokmisin ve
CLBL’in kapasitasyon siirecine yiliksek konsantrasyondaki etkisini gdzlemleyebilmek
i¢in bu inhibitorlerin 100 mM konsantrasyon oraninda igeren kapasitasyon medyumu
ile 18 saat inkiibe edilen grup, altincisini bir p97/VCP inhibitorii olan DBEQ nun
kapasitasyon siirecinde p97/VCP’ye diisiik konsantrasyonunun etkisini saptayabilmek
i¢in bu inhibitéri 10 mM oraninda igeren kapasitasyon medyumu ile 18 saat inkiibe

edilen grup olusturmaktadir.

Yedinci grubu DBEQ’nun kapasitasyon siirecinde p97/VCP’ye yiiksek
konsantrasyonunun etkisini saptayabilmek i¢in bu inhibitorii 100 mM oraninda igeren
kapasitasyon medyumu ile 18 saat inkiibe edilen grup ve son olarakda sekizinci grubu
inhibitorleri ¢ozdiirmek i¢in kullandigimiz DMSO’nun kapasitasyon siirecine olan
toksik etkisini saptayabilmek icin ise 100 mM oraninda DMSO igeren kapasitasyon
medyumu ile 18 saat inkiibe edilen grup olusturmustur (Sekil 3.1)
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Insan sperm orneklerinin gradient yontemi uygulanarak yikanmasi

—

Kontrol Grubu Deney Grubu

1.Kapasite edilmis sperm. =5 1. NCM ile inkiibe edilmis sperm. =18

2. CM ile kapasite edilmis sperm. t=5

L]

CM ile kapasite edilinis sperm. t= 18

4. CM ile kapasite edilmis sperm
Proteazom inhibitorii (10 mM). =18

5. CM ile kapasite edilmis sperm
Proteazom inhibitérii (100 mM). =18

6. CM ile kapasite edilmis sperm

VCP Inhibitérii (10 mM). =18

CM ile kapasite edilmis sperm

VCP Inhibitérii (100 mM). =18

8. CM ile kapasite edilinis sperm

DMSO. t=18

Analiz

1) Kapasitasyon stirecinden énce p97/VCP, NEDL2 ve PAWP proteinlerinin sperm hilerelerindeki
lokalizasyonunun ve ekspresyonunun belirlenmesi

2) Kapasitasyon siirecinde p97/VCP, NEDL2 ve PAWP proteinlerinin sperm hiterelerindeki
lokalizasyonunun ve ekspresyonunun belirlenmesi

3) Kapasitasyon siirecinde UPS  inhibitérlerinin p97/VCP. NEDL2 wve PAWP proteinlerinin
lokalizasyon ve ekspresyonlarinda olusturdugu degisikliklerin belirlenmesi

4) Kapasitasyon siirecinde p97/VCP inhibitérit DBEQ nun p97/VCP proteininin lokalizasyon ve
ekspresyonunda olusturdugu degisikliklerin belirlenmesi

5)Kapasitasyon siirecinde DMSO’nun kapasitasyon siirecinde olusturabilecedi toksik etkinin
belirlenmesi

Sekil 3.1. Birinci deney akis semasi: Olusturulan tiim gruplarda immiinofloresan, akim
sitometri ve Western blot yontemleri kullanilarak deneyler yapilmustir.
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Ikinci deney akis semasi ise infertiliteye p97/VCP ve NEDL2 proteinlerinin

etkisini arastirabilmek i¢in kontrol grubu olarak fertil bireylere ait sperm 6rnekleri ve
deney grubunu olusturmak i¢in ise androloji laboratuvarina infertilite tanisi alarak

basvuran bireylerin sperm ornekleri kullanilarak olusturulmustur (Sekil 3.2).

Insan Sperm Orneklerinin Toplanmasi

O\

Kontrol Grubu Deney Grubu
(Fertil Bireylere Ait Sperm Ornelderi) {Infertil Birevlere Ait Sperm Ornelderi)

Semen Parametrelerinin Dederlendirilmesi

Sperm Orneklerinin Yikanmas:

Analiz

1) Infertilite ve P97 VCP ile NEDL? arasmdaki iligkinin belirlenmesi
2) Semen parametreleri ve p97/VCP ile NEDL? arasmdaki korelasyommn belirlenmesi

Sekil 3.2. ikinci deney akis semasi: Olusturulan tiim gruplarda immiinofloresan, akim
sitometri ve Western blot yontemleri kullanilarak deneyler yapilmustir.

3.2.1. Deneylerde Kullanilan Teknikler

Tezimde oncelikle laboratuvara gelen sperm ornekleri rutin semen analizine
tabii tutulmus, takiben sperm 6rnekleri immiinofloresan, akim sitometri, goriintiillemeli

akim sitometri ve Western blot teknikleri ile incelenmistir.
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3.2.1.1. Sperm Analizi

Rutin semen analizi i¢in androloji laboratuvarina basvuran donérlerden cinsel
perhiz siiresi 2-7 giin ile uyumlu olan bireylere ait sperm Ornekleri ile galisilmistir.
Mastiirbasyon teknigi ile elde edilen semen 6rnekleri steril idrar kabinda toplanmis
takiben 37 °C sicakliktaki etiiv icine almmustir. 15 dakikalik araliklarla kontrol edilen
orneklerin likefikasyon stiresi belirlenmis ve likefiye olan semen 6rnekleri 6ncelikle
makroskobik takiben ise mikroskobik degerlendirmeye tabii tutulmustur. WHO
(2010) kriterlerine gore semen analizine tabii tutulan spermler hazir gradient
medyumu (Sperm yikama medyumu, %45-%90, Gynemed) kullanilarak yapilan

yikama isleminden sonra analiz edilmislerdir.

Makroskobik olarak hacmi, rengi, vizkozitesi ve likefikasyon siiresi
degerlendirilen sperm Ornekleri daha sonra mikroskobik degerlendirmeye tabii

tutulmustur.

Mikroskobik inceleme i¢in degerlendirme amaciyla 6rneklem alinmadan 6nce
numune iyice karistirllmistir ve Makler sperm sayim kamarasina 1 damla (yaklasik 10
ul) semen 6rneginden konularak mikroskop altinda inceleme yapilmistir. Mikroskop
altinda oOncelikle sperm Ornekleri agliitinasyon ve epitel hiicreleri ya da l6kosit,
eritrosit gibi hiicreler olma potansiyeli tasiyan “yuvarlak hiicreler” agisindan
incelenmistir. Daha sonra hareketlilik agisindan degerlendirmeye tabii tutulan sperm
hiicreleri her spermatozoanin hareketliligi WHO (2010) kriterleri gézoniine alinarak
asagidaki gibi derecelendirilmistir;

+ {leri hareket: Hizdan bagimsiz olarak dogrusal veya genis bir daire i¢inde
aktif olarak hareket eden spermatozoalart igerir.

* Yerinde hareket: Bu smiftaki sperm hiicrelerinde ileriye dogru hareketin
yoktur fakat kiiciik daireler halinde yiizme, bas1 yerinden giigliikle oynatan kamgisal
hareket veya yalnizca kuyrugun kamgisal hareketi gibi 6rnekler gézlenebilir.

* Hareketsizlik: sperm hiicrelerinin tamamen hareketsiz oldugu siniftir.

Deneylerimizde baz aldigimiz normal spermiyogram parametreleri WHO

(2010) kriterlerine gore asagidaki tabloda (Tablo 2) oldugu gibidir.
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Tablo 3.1. Normal Spermiyogram Parametreleri.

Semen voliimii (ml) 1.5

Total sperm sayis1 (milyon) 39

Sperm konsantrasyonu 15 (milyon/mL)
Total motilite 40 (%)

Progressive motilite 32 (%)

Vitalite 58 (canli sperm, %)
Sperm morfolojisi 4 (normal formlar, %)
pH >7.2

Yuvarlak hiicre ml’de 1 milyondan az
Likefikasyon stiresi <60 dk

3.2.1.2. Sperm Orneklerinin Immiinofloresan, Flow Sitometri ve Western

Blot Yontemleri icin Hazirlanmasi

Sperm ornekleri rutin semen analizine tabii tutulduktan sonra fertil ve infertil
gruplar olusturulmustur. Takiben kapasitasyon deneyleri ve infetilite deneyleri igin iki

farkli yontem kullanilarak yikama islemi yapilmistir.

Sperm Ornekleri kapasitasyon deneyleri ig¢in gradient yontemi uygulanarak
yikama islemine tabii tutulmustur. Bu islem igin Sil-Select Plus Gradient Kiti
kullanilmistir. Kit igerisinde bulunan % 90’lik birinci fazdan 2,5 ml alinarak falkon
tiipiine konulmus ve iizerine 2,5 ml % 45’lik ikinci faz iki fazin birbiri igerisine
karismasini 6nlemek amaciyla yavas¢a damlatilarak konulmustur. Likefiye olan sperm
ornegi hazirladigimiz gradient fazlarinin lizerine yavasca damlatilarak faz soliisyonlari
ile karismamasi saglanmis ve 1800 RPMI’da 15 dakika santrifiij edilmistir. Gradient
metodu sonucu tiipiin alt kismina ¢oken hareketli spermler alinarak Tyrode-Lactate
sperm yikama soliisyonu ile yikanmis ve spermler 2100 RPMI” da 10 dakika tekrar
santrifiij edilmistir. Yikama sonrasi elde edilen pelletler kapasitasyon deneylerine tabii
tutulduktsn sonra immiinofloresan ve flow sitometri deneyleri i¢in %2 formaldehit
iceren PBS soliisyonunda 40 dk. boyunca fikse edilmistir. Fiksasyonu takiben hiicreler
3 kez PBS ile yikanarak her seferinde 5 dk boyunca 2100 RPMI’da santrifiij edilmistir.
Santrifiijii takiben hiicreler PBS icinde +4 °C’de flow sitometri ve immiinofloresan

deneyleri i¢in hazir bir sekilde bekletilmistir.

Infertilite deneyleri icin ise sperm ornekleri PBS soliisyonu kullanilarak

yikama iglemine tabii tutulmustur. Bu islem i¢ine likefiye olan sperm 6rnekleri falkon
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tiipiine alinmis ve iizerine 37 °C” de 1sitilmis PBS soliisyonu total hacim 10 ml olacak
sekilde eklenmistir. Sperm Ornegi ile PBS’in tamamen karigmasi i¢in pipetaj yaptiktan
sonra 1800 RPMI’da 15 dakika santrifiij edilmistir. Tiipilin alt kismina ¢oken spermler
alimarak Tyrode-Lactate sperm yikama soliisyonu ile yikanmis ve sonrasinda tekrar
santriifiij edildikten sonra %2 formaldehit iceren PBS soliisyonunda 40 dk. boyunca
fikse edilmistir. Fiksasyonu takiben hiicreler PBS iginde +4 °C’de flow sitometri ve

immiinofloresan deneyleri i¢in hazir bir sekilde bekletilmistir.

Western Blot icin ise yikama isleminden gecirilen hiicreler kapasitasyon
deneyleri icin inkiibasyona tabii tutulduktan sonra, infertilite deneyleri i¢in ise yitkama
islemini takiben sperm yikama soliisyonu ile 3 kez 5 dakika yikanmis ve sonrasinda

hemen -80 °C’ ye konulmustur.

3.2.1.3. immiinofloresan

PBS igerisinde fikse olmus halde saklanan sperm Orneklerinden
immiinofloresan yapmak i¢in 6ncelikle polilizinli bir lam {izerine sinirlar1 pap pen ile
cizilmis bir kare olusturularak bu bolge icerisine yaklasik 400 pl PBS konulmustur.
PBS iizerine yaklasik 10 pl sperm 6rnegi konularak 5 dakika bekletilmis ve 5 dakika
sonra lam iizerindeki sollisyonu alinip yerine permeabilizasyon ig¢in 200 pl % 0.1
Triton-X 100 igeren 0,1 M PBS konularak 40 dakika bekletilmistir. Daha sonra
permeabilizasyon soliisyonunu dokiip yerine bloklama soliisyonu olarak
kullandigimiz 0.1 M Triton-X 100 ve % 5 NGS igeren 0,1 M PBS ile 25 dakika
bloklama yapilmistir. Daha sonra bloklama soliisyonunu lam {izerinden alip yerine
etiketleme soliisyonu icerisinde hazirladigimiz antikorlarimiz konulmus ve +4 °C’de
bir gece inkiibe edilmistir. Anti-VCP antikoru igin 1:100, Anti-NEDL2 antikoru igin
1:100 ve Anti-PAWP antikoru i¢in ise 1:200 diliisyon orani kullanilmistir. Ertesi glin
ayni zamanda etiketleme soliisyonu olarak kullandigimiz yikama soliisyonunda lamlar
yikanip hiicreler 40 dakika boyunca oda sicakliginda sekonder antikor ile inkiibe
edilmistir. Takiben lamlar iki kez 5 dakika boyunca yikanmistir. Daha sonra lamlar
florasan uyumlu DAPI igeren kapatma soliisyonu ile kapatilmis ve hiicreler
Amerika’da yapilan deneylerde Nikon Eclipse 800 mikroskop (Nikon Inc.) ve Cool
Snap kamera (Roper scientific, Tuscon, AZ, ABD) kullanilmistir. Tiirkiye’de yapilan
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deneylerde ise Olympus BX 53 mikroskobu ve Zeiss Axio Imager M2 ile

kullanilmistir.

3.2.1.4. Akim Sitometri

PBS igerisinde fikse olmus halde saklanan sperm 6rneklerinden flow sitometri
yapmak i¢in dncelikle her grupta esit sayida hiicre olabilmesi i¢in ependorf tiiplerine
1 milyon/ml olacak sekilde hiicre konulmustur. 2100 RPMI’da 5 dakika santrifiij
edilen numunelerin siipernatant kismi atilmis ve kalan pelletin {lizerine 100 ul
permeabilizasyon soliisyonu olan % 0.1 Triton-X 100 iceren 0,1 M PBS eklenmistir.
Daha sonra 2100 RPMI’da 5 dakika santrifiij edilen numunelerin siipernatant kismi
atilmis ve kalan pelletin iizerine bloklama soliisyonu olan 0.1 M Triton-X 100 ve % 5
NGS igeren 0,1 M PBS ile 25 dakika bloklama yapilmistir. Takiben ependorf tiiplere
Anti-VCP antikoru igin 1:100, Anti-NEDL2 antikoru i¢in 1:100 ve Anti-PAWP
antikoru i¢in ise 1:200 diliisyon orani kullanilarak primer antikorlar eklendi. Ertesi giin
2100 RPMI’da 5 dakika. santrifiij edilen numunelerin siipernatant kismi atilmis ve
kalan pelletin tizerine yikama soliisyonu olan 0.1 M Triton-X 100 ve % 1 NGS igeren
0,1 M PBS eklenerek hiicrelerin yikanmasi saglanmistir. Daha sonra hiicrelerin
tizerine etiketleme soliisyonundan 100 pl birakilarak iizerlerine Anti- Rabbit Texas
Red Sekonder antikor eklenmis ve 40 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben
hiicreler santrifiij edilmis ve PBS igerisine alinarak Akim sitometri cihazinda
okutulmustur. Tirkiye’de yapilan ¢alismalarda Akim sitometri olarak (ACEA

Biosciences, NovoExpress kullanilmistir.

3.2.1.5. Goriintiilemeli Akim Sitometri

Amerika’da yapilan akim sitometri ¢aligmalarinda heniiz Tirkiye’de
bulunmayan fakat 6zellikle bas, kuyruk gibi farkli hiicresel boliimlerinde farkl
morfolojik 6zellikler sunan sperm hiicresinde dnemli datalar toplamamizi saglayan
goriintiilemeli akim sitometri cihazt Amnis FlowSight Imaging Flow Cytometer (EMD
Millipore Corp., Seattle, WA, ABD) kullanilmistir.

Goriintiilemeli Akim Sitometri cihazi, saniyede 4.000 olaya kadar 12 floresan

kanalda hiicresel goriintii elde etmek i¢in tasarlanmis bir tezgah tstii, ¢ok spektrumlu
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akim sitometresidir. On iki standart algilama kanali sayesinde ayni anda her hiicrenin
aydinlik, karanlik alan ve on adede kadar floresan goriintiisiinii liretir. Hiicre basina
cok sayida dijital goriintii toplayarak ve goriintii tabanli 6zelliklerin sayisal bir
gosterimini saglayarak standart mikroskopinin sagladigi hiicre basina bilgi igerigini
standart akim sitometrisinde ortak olan biiyiik 6rnek boyutlarinin sagladig: istatistiksel
onem ile birlestirir. Bu sistem ile floresans yogunluk 6l¢iimleri geleneksel bir akim
sitometresinde oldugu gibi elde edilir; bununla birlikte sistemin goriintiileme
kapasitesinin avantajlarin1 kullanarak hiicrelerin i¢indeki veya arasindaki sinyallerin

dagilimini bulur ve nicellestirir.

Goriintiilemeli Akim Sitometri cihazi, CCD kameras:1 sayesinde, tiim
kanallarda gelencksel akim sitometrelerinin en az on kati olan floresan duyarliligi
saglar. Yiiksek c¢ozintrlikli mikroskopi ve akim sitometrisini birlestiren
goriintiilemeli akim sitometri cihazi akim Sitometrisinin hiz, hassasiyet ve fenotipleme
yeteneklerini, ayrintili goriintiiler ve mikroskopinin islevsel bilgileri ile birlestirir. Bu
benzersiz kombinasyon ile sadece her iki teknigi kullanarak genis bir uygulama ve

bilgi toplama yelpazesine olanak tanir.

Sutovsky ve arkadaglar1 sperm hiicrelerindeki biyobelirtecleri analiz etmek
amaciyla, goriintiilemeli akim sitometrisi (ImageStream high speed quantitative
imaging cytometer, Amnis Corp., Seattle, WA)’nin kullanimmi ilk defa
gostermislerdir. Akim sitometriden gegen her bir sperm hiicresi igin yiiksek
resolusyonda 6 farkli foto (bright field, side scatter, ve up to 4 kanal floresan ) ¢eken
ve prob yogunlugu, biiyiikliigi, sekli, yapis1 ve lokalizasyonu ile ilgili parametreleri
de detaylandiran bu cihaz sayesinde yeterli sayida 6rnekleme ile sperm morfolojisi ile
biyobelirteglerin yogunluklari arasinda direk bir iliski bu alet sayesinde kurulmaktadir.
Nitekim Buckman ve Sutovsky, yaptiklar1 caligmalarda, PAWP ve SPTRX3
biyobelirteglerinin bu yontemle calisarak erkek infertilitesinin tanist i¢in

kullanabilinecek biyobelirtegler oldugunu gostermislerdir (17).

Tezimde IVF merkezlerinde ve androloji laboratuarlarinda kullanilan test ve
tekniklere ek olarak Tiirkiye’de daha once hi¢ kullanilmamis bir teknigin tanitilmasi
saglanacaktir. Bu teknigin Ogrenilmesi ile kazanilan deneyim ve tecriibelerin

Tirkiye’deki meslektaglarimiza aktarilmasi ve bu alanda bilgi ve tecriibe
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edinilmesinin Tirkiye i¢in de katk: saglayacagi diisiiniilmektedir. Bu deneyimlerden
yararlanilarak Tiirkiye’de yapilacak olan ileri ¢alismalar ile tilkemizde ilgili aragtirma

konusunda biiylik bir adim atilmis olacaktir.

Normal Sperm (R3) Defective Sperm (R2)
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Population Statistics

Population | Gount | % Gated
R1 5009 | 100
R3 & R1 4567 | 89.6
R2 & R1 319 6.26

Amnis Corp., Seattle WA [Buckman et ai., 2009, Systems Biol. Reprod. Med., 55(5-6)-244-251]

Sekil 3.3. Goriintlilemeli akim sitometri cihazinin ve bu cihazda yapilan bir sperm
calismasinin goriintiileri

3.2.1.6. Western Blotlama

Hiicre Ekstraktinin Hazirlanmasi

-80 %C’de saklanan sperm &rneklerinin homojenizasyonu proteinaz inhibitdrii
iceren lizis sollisyonu ile muamele sonucu sonikator kullanilmasi ile gergceklesmistir.
Ayni giin hazirlanarak sogutulmus liziz soliisyonu igerisine alinan sperm Ornekleri
ultrasonik homojenizatdr (sonikator) ile 15-30 saniye kadar muamele edilerek
homojenize olmalar1 saglanmis ve de takiben 21’°lik insiilin igneleri ile tam olarak
siispanse olup olmadiklar1 kontrol edilerek takiben 10 dakika +4 °C’de 13,000 x g ‘de
santrifiij edilmiglerdir. Santriflij sonras1 olusan pelletin iizerindeki siipernatant hiicre
sitoplazmik ekstraktt ayr1 bir ependorf tiipiine alinarak kullanilirken pellet kismi
atilmigtir. Elde edilen hiicreler SDS jel yiikleme soliisyonu ile 1/10 (yiikleme
soliisyonu/lizat) oraninda karistirtlmis ve 96 °C’de 10 dakika kaynatilarak proteinlerin

denatiire olmas1 saglanmistir. Kaynatma sirasinda buharlasarak ependorf tiipiiniin

44



kapaginda toplanan bir kisim 6rnegin de ependorfun alt kisminda olmasi igin tiipler

santrifiij edilerek jele yiiklemeye hazir hale getirilmistir.

1D-SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

SDS Jel elektroforez tinitesine %4-12’1ik Bis- Tris Jel (1.0 mmX10 well)
yerlestirilmis ve jel yerlestirildikten sonra tankin igerisinde olusan orta boliime 1X
MES elektoforez soliisyonu dokiilmiistiir. Jelin i¢erisindeki kuyucuklara yerlestirilmis
olan tarak jelden nazikce uzaklastirilip, kuyucuklar insiilin ignesi kullanilarak
elektroforez soliisyonu ile yikanmistir. Tankin 6n ve arka boliimlerine orta bolimden
bir sizma olmadigindan emin olunduktan sonra 6n ve arka bdliimlerde 1X MES
elektoforez soliisyonu ile doldurulmustur. Takiben ornekler hizli bir sekilde jele
yiiklendikten sonra proteinlerin jel igerisinde elektrik akimi etkisi ile ilerleyebilmeleri
icin jel elektroforez tinitesi gii¢ kaynagina baglanmis ve 120 Volt, 300 miliamper ve
250 Watt ayarinda yaklasitk 1 saat 40 dakika yiiriitillerek proteinlerin jelde

ayristirtlmalar saglanmistir.

Immiinoblotlama

Yiriitme bitmeden 6nce membran ve iki adet filtre kagidi blotlama soliisyonu
iginde bekletilmistir. Yiiriitme bittikten sonra jel elektroforez tinitesinden ¢ikartilmis
ve jel tizerindeki elektrik iletken bolge kesilmistir. Jeli kasetten blotlama soliisyonu
igerisine nazik¢e birakilmis ve soliisyon igerisinde iyice yikanmasi saglanmistir.
Islanan filte kagid1 transfer {initesine yerlestirip izerine membran, onun {izerinede jel,
en iste ise tekrar filtre kagidini yerlestirip transfer cihazi 200 mA, 120 Volt ve 250
Watt ayarinda 1 saat 20 dakika boyunca jelden membrana proteinlerin transfer olmast
icin calistirilmistir. Transfer siiresi bittikten sonra ilk olarak jelden membrana
proteinlerin gecip gegmedigini anlamak i¢im membran Ponceu S boyasi ile 1-2 dk
boyanmig proteinlerin membrana gectiginden emin olduktan sonra membran Once
distile su sonra ise tween iceren PBS ile boya tamamen gidene kadar yikanmistir. Bu
islemden sonra membrana uygulayacagimiz antikor ile membran arasindaki
nonspesifik baglanmalari en aza indirgemek i¢in % 3’liik siittozu ile oda 1sisinda 1 saat
rotator tizerinde bloklama yapilmistir. Siittozu soliisyonundaki proteinler mebran

tizerinde hedef proteinden yoksun olan tiim bolgeyi kaplar. Boylece kullanacagimiz
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primer antikorlarin sadece hedef proteinlere baglanmasi saglanir. Sonug olarak zemin
kirliliginden kaynaklanan pozitif sonuglar 6nlenir. Daha sonra membran siit tozundan
arindirmak i¢in membran yikanmig ve takiben membran primer antikorlar ile
geceboyu +4’ °C’de inkiibe edilmistir. Anti-VCP antikoru i¢in 1:1500, Anti-NEDL2
antikoru i¢in 1:500 ve Anti-PAWP antikoru ig¢in ise 1:200 diliisyon orani
kullanilmigtir. Membran ertesi giin ti¢ kez PBS-Tween ile yikanmis ve takiben HRP-
konjuge-sekonder antikor igerisinde 1 saat bekletilmistir. Sekonder inkiibasyonun
ardindan ti¢ kez PBS Tween ile yikanan membran ECL Detection Ajani ile 2-5 dakika
inkiibe edilmis ve goriintiileme cihazi kullanilarak membran tizerindeki proteinler
goriintiilenmistir. Sekonder antikor iizerinde bulunan HRP enzimi, ECL igerisinde
bulunan Lumigen-PS3 subsratini katalizler ve agiga ¢ikan luminol 1s1maya yol agar ve
bu 1s1ma UVP cihaz ile toplanarak 6l¢iiliir. Membran {lizerindeki bantlarin dansitesi

Image J programi kullanilarak degerlendirilmistir.

3.2.2. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistik Analizler

Istatistiksel degerlendirmeler Sigma Plot versiyon 10 (Jandel Scientefic Corp.
San Rafael, CA) ve SPSS istatistik programi (SPSS for Windows vers. 22) kullanilarak
degerlendirilmis ve anlamlilik p< 0.05 olarak degerlendirilmistir. Farkli gruplar
arasindaki ortaya cikabilecek muhtemel farkliliklar karsilastirmali testler (t-test,
ANOVA) ile degerlendirilmistir.

Western blot c¢aligmalart sonrast band yogunluklart Image J analiz
programinda okutulmustur.
Akim sitometri ¢aligmalarindan elde edilen datalar ise ACEA Biosciences

NovoExpress yazilimi kullanilarak analiz edilmistir.
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4. BULGULAR

Tezimde ubikiitin proteazom sistemi proteinlerinden olan p97/VCP, NEDL2
ve PAWP proteinlerinin insan sperm kapasitasyonu ve infertilite siirecindeki rolii

arastirilmastir.

Insan sperm kapasitasyonunda p97/VCP, NEDL2 ve PAWP proteinlerinin

roliinii saptayabilmek amaci ile kapasitasyonu indiiklenmis ve indiikklenmemis sperm
orneklerinde p97/VCP, PAWP ve NEDL2 proteinlerinin lokalizasyon ve
ekspresyonlarindaki degisiklikler karsilagtirmali olarak belirlenmistir. Bu amagla
oncelikle kapasitasyon oncesi siirecte sperm hiicrelerinde p97/VCP, PAWP ve NEDL2
proteinlerinin lokalizasyonunu ve ekspresyonunu degerlendirmek icin gradient
yontemi ile yikanan sperm Orneklerine 0. saatte bu proteinlerin lokalizasyonlarini
belirlemek icin immiinofloresan teknigi, proteinlerin ekspresyon yogunlugunu
saptamak i¢in akim sitometrisi ve de bu proteinlerin sperm hiicresindeki miktarini

kantitatif olarak saptamak i¢in ise Western blot teknigi uygulanmistir.

Kapasitasyon siirecinden dnce (0. saatte) ve kapasitasyon siirecinde (5. ve 18.
saat) p97/VCP, PAWP ve NEDL2 proteinlerinin nasil bir degisiklik gegirdiklerini
gozlemleyebilmek adina farkl: siireler kullanilarak sperm hiicreleri inkiibasyona tabii
tutulmustur. Bu inkiibasyon siireleri igerisinde inkiibasyon medyumuna kapasitasyonu
indiikleyici ajanlar eklenmemis, spermin sadece medyum igindeki kapasitasyonu
degerlendirilmistir. Bu gruplara ek olarak da sperm hiicrelerinin spontan olarak
kapasitasyona dogru gidip gitmeyecegini arastirabilmek amaci ile sperm hiicreleri
gradient yontemi ile yikanip, yikama sonrasi kapasitasyonu indiiklemeyen medyumda
(Non Capacitation Medyum: NCM: CaCl2.H20, NaHCOs, Piriivik Asit ve PVA gibi
sperm kapasitasyonunu indiikleyen ajan igermeyen medyum) 18 saat inkiibasyona

tabii tutulmustur.

Kapasitasyon deneyleri ile p97/\VCP, PAWP ve NEDL2 proteinlerinin bu
siirecteki lokalizasyon ve ekspresyon degisimlerini belirlemeye ek olarak ubikiitin
proteazom sistemi inhibitorleri ve de VCP inhibitoriiniin de bu siirece olan etkisi
kapasitasyon deneylerinin ikinci basamaginda arastirilmistir. UPS inhibitorii olarak

NF-kB ile etkilesip aktivasyonunu inhibe ederek proteazomun tripsin aktivitesini
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engelleyen MG-132, proteazomun kemotripsin benzeri aktivitesini inhibe eden
Epoksimisin ve kaspaz aktivasyonunu inhibe eden CLBL kullanilmigtir. p97/VCP
inhibitorli olarak ise ticari olarak bir¢cok formu olan fakat hiicre kiiltiiriinde toksik

etkisinin en az oldugu kanitlanmis olan DBEQ kullanilmistir.

Kapasitasyon sonrasinda uygulanan bu inhibitorlerin kapasitasyon siirecine
etkileri ve ekspresyonlarinda degisiklik olup olmadig1 western blot ve akim sitometrisi
yontemleriyle belirlenmistir. Bu gruplara ait 6rnekler ile yapilan immiinofloresan
caligmalar1 sonucu 200 hiicre ile yapilan sayimlar sonucunda (n=3) elde edilen
verilerin 18 saatlik inkiilbasyon grubuna ait immiinofloresan sonuglari ile
karsilastirildiginda karekteristik bir farki gosteren goriintiiler alinamamistir. Ayrica
literatiir tarmasi1 yapildiginda ise inhibitorlerin etkisinin genellikle akim sitometrik
yontemlerle incelendigi goriilmiistiir. Yine literatiirle uyumlu olarak tezimle ilgili
aragtirmalar yapmak iizere laboratuvarina gitmis oldugum Prof. Dr. Peter Sutovsky ve
ekibinin yaptig1 caligmalarda da insan sperm kapasitasyonunda inhibitdrlerin etkisine
akim sitometrik yontemle bakilmistir. Tim bu edinimler sonucunda tezimde

inhibitorlerin etkisine akim sitometrik ve Western Blot yontemleri ile bakilmigtir.

Bu asamada inhibitorlerin kapasitasyon siirecindeki etkisini tam olarak
saptayabilmek i¢in her iki inhibitér de diisiik ve yiiksek olmak tizere iki farkli
konsantrasyonda (10 mM ve 100 mM) kapasitasyon medyumu ile birlikte 18 saat
inkiibe edilmistir (Sutovsky lab. referans). Inhibitorleri ¢ozdiirmek icin kullandigimiz
DMSO kimyasalinin kapasitasyon siirecine olan etkisini saptayabilmek i¢in de
hiicreler kapasitasyon medyumuna sadece DMSO eklenerek de 18 saat siire

inkiibasyona tabii tutulmustur.

Kapasitasyon deneylerinde tli¢ farkli dondre ait sperm hiicreleri kullanilmis
(n=3) ve bu deneylerde kullanilan sperm Ornekleri gradient yontemi ile yikama
yapildiktan sonra elde edilmistir. Gradient yontemi ile yikama yapildiktan sonra,
sadece elde edilen hareketli spermler kullanidig1 i¢in kapasitasyon deneylerinde
belirledigimiz dokuz gruba ait immiinofloresan, flow sitometri ve Western blot
deneyleri i¢in yeterli miktarda sperm hiicresi elde edebilmek i¢in sadece sperm
konsantrasyonu en az 100 mil/ml olan donorler kapasitasyon deneylerinde
kullanilmistir. Ozet olarak tez ¢alismamin ilk asamasindaki kapasitasyon deneyleri

icin asagidaki deney akis semasi izlenmistir (Sekil 4.1).
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insan Sperm Orneklerinin Eldesi ve Gradient Yontemi ile Yikanmasi

N

Kontrol Grubu Deney Grubu

+ Kapasite Edilmemis Sperm, t=0 + Kapasite Edilmig Sperm, t=5
+ Kapasite Edilmig Sperm, t=18
+ Kapasitasyonu indiiklenmemis (NCM ile) Sperm, t=18
+ Kapasite Edilmis Sperm+ UPS inhibitorii, (=18
+ Kapasite Edilmig Sperm+ p97/VCP inhibitori, t=18
* Kapasite Edilmig Spcm}+ DMSO, =18
Y

Sperm Kapasitasyonunun Tespiti

1. Immiinofloresan
2, Akim Sitometri
3. Western Blot

Sekil 4.1. Kapasitasyon siirecinde ubikiitin proteazom sistemi proteinlerinin etkisini
belirleyebilmek i¢in olusturalan deney gruplari: Kontrol grubuna ait sperm hiicreleri hig
inkiibe edilmeden yikama iglemini takiben incelenmis, deney gruplarinda ise farkl
medyumlar, farkli inkiibasyon siireleri ve de inhibitorler kullanilarak yapilan inkiibasyonlar
sonucunda sperm hiicreleri incelenmistir.

Tez calismalarimin ikinci agamasinda ise androloji laboratuvarina bagvuran
fertil ve infertil bireylerde, sperm kapasitasyonu ile iliskisini diisiindiiglimiiz bu UPS
proteinlerinden p97/VCP ve NEDL2‘nun fertil ve infertil bireylerdeki ekpresyon
farkliliklart belirlenmistir (Sekil 4.2). Bu kisim 4.2°de ayrintili olarak agiklanacaktir.
Kapasitasyon deneylerinde ¢alisilan PAWP molekiilii daha 6ncesinde Dr. Sutovsky
laboratuarinda fertil ve infertil bireylerde gosterildigi ve yayin haline getirildigi i¢in
tezimin bu asamasinda PAWP degerlendirilmesi fertil ve infertil hasta gruplarindaki

calismaya dahil edilmemistir.

Infertilite deneylerinde 10 fertil ve 10 infertil dondre ait sperm hiicreleri
kullanilmis (n=10) ve bu deneylerde kullanilan sperm ornekleri PBS ile siispanse
edilerek yikama yapildiktan santrifiije tabii tutularak hareketli ve hareketsiz tiim sperm
hiicreleri elde edilmistir. Bu yontemle donorlere ait tiim sperm hiicreleri kullanildigi
icin immiinofloresan, flow sitometri ve Western blot deneyleri i¢in yeterli miktarda

sperm hiicresi kolayca elde edimis ve bu nedenlede sperm konsantrasyonu icin belli
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bir say1 kosut olarak belirlenmemistir. Ozet olarak tez calismamin ikinci asamasinda

da asagidaki semada da gortildiigii gibi bir deney akis yontemi izlenmistir (Sekil 4.2).

Fertil ve infertil Bireylerden Sperm Orneklerinin Toplanmas: ve Gruplandirilmas

«~ N

Fertil Grup infertil Grup
)

Semen parametrelerinin Degerlendirilmesi
(Sperm konsantrasyonu, morfolojist ve motilitest)

Semen Yikanmasi ve Immiinfloresan Isaretlenmesi

2
p97/VCP/NEDL2 Ekspresyonlarimin Analizi

1. immiinofloresan
2, Alim Sitometr]
3. Western Blot

Sekil 4.2. Infertilite siirecinde ubikiitin proteazom sistemi proteinlerinin etkisini
belirleyebilmek i¢in olusturalan deney gruplari: Fertil ve infertil bireylerde kargilastirmali
olarak p97/VCP ve NEDL2 ekspresyonlarini belirlemek igin sperm hiicreleri
immiinofloresan, akim sitometri ve Western blot yontemi ile incelenmistir.

4.1. Ubikiitin Proteazom Sistemi (UPS) Proteinlerinden p97/VCP, NEDL2
ve PAWP Proteinlerinin Sperm Kapasitasyonundaki Rolleri

Ubikiitin proteazom sistemi proteinlerinden olan p97/VCP, NEDL2 ve PAWP
proteinlerinin insan sperm kapasitasyonu siirecindeki roliinii arastirmak amaci ile bu
proteinlerin sperm hiicrelerindeki lokalizasyonu ve ekspresyonu immiinfloresan, akim

sitometri ve Western blot yontemleriyle belirlenmistir.

Oncelikle p97/VCP’nin kapasitasyonu indiiklenmis ve indiiklenmemis insan
sperm hiicrelerindeki ekspresyonu arastirilmistir. Bu amag¢ dogrultusunda sperm
hiicreleri herhangi bir inkiibasyona tabii tutulmadan gradient yontemi ile yikama

yapildiktan hemen sonra, 0. saatte sperm yayma prepatlari, fikse edilmis sperm
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ornekleri ve de Western blot igin -80 °C’de saklanmak iizere sperm o&rnekleri
hazirlanmistir. Sonrasinda, ayn1 hastaya ait kalan aliquat ikiye ayrilarak 5 ve 18 saatlik

kapasitasyon siireleri sonunda belirtilen analizler i¢in kullanilmistir.

Kapasitasyon deneyleri i¢in sadece fertil (n=3) bireylere ait sperm ornekleri
kullanilmistir. Fertil (n=3) bireyler WHO (Diinya Saglik Orgiitii, 2010, Laboratuvar
El Kitabi, Insan semeninin incelenmesi ve islemlerden gecirilmesi, 5. Baski,
Cambridge Universitesi, Cambridge, UK) kriterlerine gdre standart semen analizi ve
Kruger morfoloji testine tabii tutulmustur. Standart semen analizi ile sperm 6rneginin
hacmi, ejakiilatin mililitredeki sperm sayisi, tiim ejakiilattaki sperm sayisi, tim
spermlerin hareketlilik yiizdesi, ileri hareketli spermlerin yiizdesi ve likefikasyon
stiresi gibi kriterlere bakilmistir. Sperm morfolojisi ise Kruger kriterlerine gore
bakilmis ve her bir sperm hiicresi bas, akrozomal bdlge, mitokondriyal bolge ve
kuyruk bolgesinin morfolojisi agisindan degerlendirilmistir. Kruger morfoloji analizi
icin her bireye ait sperm yayma preparatlari Diff Quik boyama ile boyandiktan sonra
200 hiicre morfolojik incelemeye tabii tutulmustur. Kapasitasyon deneylerinde
kullandigim fertil bireylere ait semen analizi ve Kruger test sonuglari tablo 4.1°de

verilmistir.

Tablo 4.1. Fertil bireylere ait standart semen analizi ve Kruger morfoloji

sonuglari
[ E [<5] —
g é’/—\ g’. E E = ‘© =) §‘
= € 25 © o 2~ 20
N wn Z - O A @ (4]
E | exe59/ 28 58| EERE |E2
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Fertil 1 3 190 570 68,4 63,1 52 42 | 40dk
(F1)
Fertil 2 55 | 140 770 73,8 69,2 64 30 | 15dk.
(F2)
Fertil 3 4 120 480 64,7 61,7 76 36 | 30 dk.
(F1)
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4.1.1. p97/VCP’nin Kapasitasyonu Indiiklenmis ve Kapasitasyonu

Indiiklenmemis Hiicrelerdeki Ekspresyonu

p97/VCP’nin kapasitasyon siirecine girmemis ve kapasitasyon siirecinde
sperm hiicresindeki ekspresyonunu degerlendirmek amaci ile sperm hiicreleri herhangi
bir inkiibasyona tabii tutulmadan 0. saatte ve de inkiibasyonu takiben 5. ve 18.
saatlerde incelenmistir. Spontan olarak kapasitasyon silirecine giren hiicreler de
p97/VCP lokalizasyonu ve ekspresyonunu saptamak i¢in ise NCM ile inkiibe edilmis

ve de yine immiinofloresan, Western blot ve akim sitometrik analizler yapilmistir.

4.1.1.1. p97/VCP’nin Kapasitasyon Siirecinden Once ve Kapasitasyon

Siirecinde insan Spermindeki Lokalizasyonunun Belirlenmesi

Kapasitasyon siirecine girmeden once sperm hiicrelerinde p97/VCP’nin
lokalizasyonunu saptayabilmek amaci ile sperm hiicreleri inkiibasyona tabii
tutulmadan yikama islemini takiben 0. saatte immiinfloresan yontemle incelenmistir.
Kapasitasyon siirecinde p97/VCP lokalizasyonununda bir degisiklik olup olmadigini
saptayabilmek i¢in ise NCM (kapasite etmeyen medyum) ile 18 saatlik inkiibasyon
stireci sonrasinda, CM (kapasite eden medyum) ile inkiibasyon sirasinda ise 5. ve 18.
saatlerde p97/VCP’nin sperm hiicrelerindeki lokalizasyonuna bakilmistir. Spem
hiicreleri NCM ile de 5 saatlik inkiibasyona tabii tutulmuslardir. Fakat 5. Saat NCM
ile 18. Saat NCM arasinda boyanma acisindan bir fark goriilmedigi NCM ile 5 saat

inkiibe edilen grup sonuglar1 tekrar bulgular arasina konmamustir.

p97/VCP’nin Kapasitasyon Siireci Oncesi 0. Saatte Sperm Hiicresindeki
Lokalizasyonu

Fertil bireylere ait normal morfolojiye sahip sperm hiicrelerinde p97/VCP’ nin
lokalizasyonunu saptamak i¢in yapilan immiinofloresan ¢alismalari sonucunda sperm

hiicrelerinin p97/VCP ig¢in ii¢ farkli boyanma paterni gosterdigi goriilmiistiir.

Birinci boyanma paterninde tiim kuyruk ve kuyruktan daha siddetli bir sekilde
baglant1 par¢asinda p97/VCP lokalizasyonu goriiliirken, basta p97/VCP’nin distal
ekvatoryal bolgede tek bolgede ¢izgi halinde lokalize olmustur (Sekil 4.3-A) (n=3).
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Ikinci boyanma paterninde ise p97/VCP birinci boyanma paterninde oldugu gibi tiim
kuyruk boyunca ve kuyruktan daha yogun bir sekilde baglant1 par¢asinda lokalizasyon
gosterirken, basta ise birinci boyanma paterninden farkli olarak distal ekvatoryal
bolgede ardisik iki bolgede ¢ift ¢izgi halinde lokalize olmustur (Sekil 4.3-E) (n=3).
Ucgiincii boyanma paterninde ise p97/VCP sadece spermin tiim kuyrugu boyunca ve
kuyruktan daha yogun bir sekilde baglanti parcasinda lokalizasyon gosterirken, bas
bolgesinde p97/VCP sinyal vermemistir (Sekil 4.3-1) (n=3).

p97/VCP’nin immiinofloresan olarak sperm hiicresindeki lokalizasyonunu
saptamak icin yapilan immiinofloresan tekniginde hiicreler p97/VCP proteininin
yanisira DNA’y1 goriintiileyebilmek i¢cin DAPI ve akrozomu goriintiileyebilmek i¢in
ise PSA ile inkiibe edilmistir. Akrozomal bolgenin goriilmesi i¢in kullanilan PSA
boyamasi sonucunda da 0. saatte sperm hiicrelerinin akrozomal biitiinliigiiniin

korundugu, sinirlar1 diizglin ve boyanma agisindan yogun bir akrozomal bdlge

gozlenmistir (Sekil 4.3-B-F-K).

Sperm hiicrelerinin ¢ekirdek bolgelerini goriintiileyebilmek i¢in yapilan DAPI
boyamasi sonucunda ise normal morfolojiye sahip sperm hiicreleri ile uyumlu

cekirdek bolgeleri gozlenmistir (Sekil 4.3- C-G-L).

Immiinofloresan ¢aligmalari ii¢ farkli dondre ait sperm yayma preparatlarinda
calisilmis ve her bireye ait 200 hiicre sayilmistir. Sonugta p97/VCP’ye ait birinci
boyanma paterni hiicrelerin %54 iinde, ikinci boyanma paterni hiicrelerin % 14’iinde,

tiglincii boyanma paterni ise tiim hiicrelerin %32’sinde gortilmistiir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. Fertil bireylere ait sperm yayma preparatlarinda 0. saatte goriilen ti¢
farkli p97/VCP boyanma paternlerinin tiim spermler i¢indeki goriilme yiizdesi: 3 farkl
fertil bireye ait sperm yayma preparatlari incelenmis, her preparattan 200 hiicre
sayilmistir.

1.Boyanma Paterni 2.Boyanma Paterni 3.Boyanma Paterni
(n=3, 600 sperm) Kuyruk (+) Kuyruk (+) Kuyruk (+)
Baglanti pargasi (+) Baglanti pargasi (+) Baglanti pargasi (+)
Distal Ekvatoryal Bolge(+) Distal Ekvatoryal Bolge(+)
(Tek ¢izgi) (Cift ¢izgi)
~ p9INCP 53.33+1.45 14.00+£0.58 32.33+1.76
immunoreaktivitesi
(%)
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2. Boyanma Paterni 1. Boyanma Paterni

3. Boyanma Paterni

Sekil 4.3. Fertil bireylerde 0.saatte gézlenen p97/VCP boyanma paternleri: A:Fertil bireylere
ait sperm yayma preparatlarinda p97/VCP’ye ait ii¢ farkli boyanma paterni saptanmis ve
goriilme ylizdesi en yiiksek olan birinci boyanma paterninde tiim kuyruk boyunca, baglanti
parcasinda (okbas1) ve de spermin bag bolgesinde distal ekvatoryal bolgede (ok) lokalize
oldugu goriilmiistiir. E: Tkinci boyanma paterninde ise p97/VCP tiim sperm kuyrugu
boyunca, baglanti pargasinda ve de basin distal ekvatoryal bolgesinde ¢ift ¢izgi olarak
(y1ldiz) lokalize olmustur. I: Ugiincii boyanma paternine gore ise p97/VCP sadece sperm
kuyrugunda ve baglanti pargasinda (okbasi) lokalize olmustur. Bar: 20 um
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NCM ile Inkiibe Edilen Gruplarda p97/VCP’nin Sperm Hiicresindeki

Lokalizasyonu

NCM  soliisyonunda bekletilen sperm hiicrelerinin  spontan  olarak
kapasitasyona dogru gidip gitmeyecegini arastirabilmek amaci ile spermler gradient
yontemi ile yikama isleminin ardindan bu soliisyon igerisinde 18 saat inkiibasyona
tabii tutulmustur. Inkiibasyonu takiben fikse edilen hiicrelerin sperm yayma
preparatlart hazirlanarak immiinofloresan olarak bu proteinlerin  hiicredeki

lokalizasyonuna bakilmaistir.

p97/VCP immiinoreaktivitesi 0. saatle uyumlu olarak ii¢ farklt boyanma
paterni gostermistir (n=3). Fakat NCM ile inkiibasyona tabii tutulan hiicreler
immiinfloresan yontemi ile incelendiginde 0. saatten farkli olarak yeni bir boyanma

paterni goriilmiistiir.

Bu boyanma paterninde sperm hiicrelerinde distal ekvatoryal bolgede tek ya da
cift ¢izgi halinde goriilen p97/VCP boyanma siddetinin bazi hiicrelerde azalmaya
basladig1, bazi hiicrelerde Ozellikle hiicrenin orta hattindan hiicre zarina dogru
kaybolmaya basladig1 gézlenmistir. Bu paterne ait sperm hiicrelerinin bazilarinda ise
karekteristik olarak basin anterior bolgedesinde p97/VCP lokalizasyonunun
goriilmeye baslandig1 gbzlenmistir Anterior kistmda ¢ok belirgin pozitif p97/VCP
lokalizasyonu veren hiicrelerin distal ekvatoryal bolgelerinde hi¢ sinyal olmamasi da
dikkat ¢ekici bir bulgudur. Bu paterni temsil eden sperm hiicrelerinde bas bolgesindeki
distal ekvatoryal bdlgedeki boyanma paterninin akrozomal bolgeye dogru kaydig
ozellikle de anterior ring dedigimiz sperm basinin 6n u¢ kisminda halkasal bir sekilde
oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak ilk defa NCM grubunda karsilastigimiz 4. boyanma paternine ait
sperm hiicrelerinde;

4-1) Bazi hiicrelerde distal ekvatoryal bolgedeki p97/VCP ekspresyonu azalmaya
baslamistir.

4-2) Bazi hiicrelerde distal ekvatoryal bolgedeki p97/VCP ekspresyonu kaybolmaya
baslamistir.

4-3) Baz1 hiicrelerde distal ekvatoryal bolgedeki azalan p97/VCP ekspresyonuna
paralel olarak anterior bolgede p97/VCP goriilmeye baslanmistir.
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4-4) Baz1 hiicrelerde ise distal ekvatoryal bolgedeki p97/VCP lokalizasyonu tamamen
kaybolup anterior ring adl1 bolgede belirgin bir p97/VCP ekspresyonu goriilmiistiir.

Caligmalar ii¢ farkli dondre ait sperm numunelerinden hazirlanan 6rnekler ile
calisilmis ve immiinofloresan yapilan preparatlarin herbirinde 200 hiicre sayilmistir.
Yapilan sayimlar sonucunda bu grupta goriilmeye baslandig1r gozlenen 4. boyanma

paterninin hiicrelerin %2-3’linde goriildiigli saptanmustir.

Sonug olarak NCM ile 18 saat inkiibe edilen grupta 0.saate gére p97/VCP
boyanma paterninde spermin bas kisminda distal ekvatoryal bolgede yogun olan
ekspresyonun %2-3 oraninda azalip anterior bolgede pozitif boyanma vermesi

seklinde bir degisiklik olmustur.

Tablo 4.3. Fertil bireylere ait sperm yayma preparatlarinda NCM ile
inkiibasyon sonucu p97/VCP boyanma paternlerinin tiim spermler i¢indeki goriilme
yiizdesi: 3 farkli fertil bireye ait sperm yayma preparatlar1 incelenmis, her preparattan
200 hiicre sayilmistir.4. boyanma paternine ait hiicreler %2-3 oraninda bulunmustur.

(n=3, 600 sperm)

1.Boyanma 2.Boyanma 3.Boyanma 4.Boyanma
Paterni Paterni Paterni Paterni
Kuyruk (+) Kuyruk Kuyruk Kuyruk

Baglant1 pargas1
Distal Ekvatoryal

Baglant1 pargasi
Distal Ekvatoryal

Baglant1 pargasi

Baglant1 pargasi
Distal Ekvatoryal Bolge

Bolge Bolge Akrozomal Bolge
(Tek cizgi) (Cift ¢izgi)
p97/vVCP
immunoreaktivitesi
(%) 52.17+0.60 13+0.29 32.17+0.73 2,67+0.17

Ayrica bu gruptada yapilan immiinofloresan deneylerinde p97/VCP primer

antikorunun yanisira DNA’y1 boyamak i¢in DAPI ve akrozomu boyamak i¢in PSA
boyas1 kullanilmistir. Bu grupta akrozomal bdlgeyi goriintiileyebilmek i¢in uygulanan

PSA boyanma yogunlugunun 0. saate gore minimal bir azalma gosterdigi saptanmustir.
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4.2. Boyanma Paterni

Sekil 4.4. Fertil bireylere ait sperm hiicrelerinin NCM ile inkiibasyon sonucu sperm
hiicrelerinde p97/VCP proteininin lokalizasyonun gdsterilmesi: A:NCM ile inkiibe edilen
gruplarda 0.saatten farkli olarak goriilen boyanma paterninde hiicrelerin bazilarinda distal

ekvatoryal bolgede goriilen p97/VCP sinyalinin azalmaya ve hatta bazi hiicrelerde hiicrenin
orta hattindan kenarlara dogru azalmaya basladig1 goriilmektedir (sar1 ok). B: Bu gruba ait
sperm hiicrelerinin PSA boyanma yogunlugunun da minimal azalma gosterdigi tiim
hiicrelerin yaklasik %3 iinde akrozomal bdlgede boyanma siddetinin azaldig1 goriilmektedir

(sar1 y1ldiz). C: DAPI ile sperm hiicrelerinin ¢ekirdek bolgesinin goriintiilenmesi D:

p97/VCP+PSA+DAPI kombinasyonu. Bar: 20 um

p97/VCP’nin Kapasitasyon Siirecinde 5. Saatte Sperm Hiicresindeki

Lokalizasyonu

Fertil bireylerden alinan sperm Orneklerinde, UPS proteini olan p97/VCP
proteininin kapasitasyon siirecinde 5. saatteki lokalizasyonunu belirleyebilmek i¢in
sperm hiicreleri CM ile 5 saat inkiibe edilmis, inkiibasyonu takiben yapilan sperm
yayma preparatlarinda p97/VCP immiinoreaktivitesi diger gruplarda oldugu gibi bas
ve kuyruk bolgesinde belirlenmistir (n=3). Bu grupta da 0. saatte oldugu gibi ii¢ farkl

boyanma paterni goriilmiistiir.

Fakat bu grupta da NCM ile uyumlu olarak 0. saatten farkli 4. bir boyanma
paterni daha goriilmistiir. Bu paterni temsil sperm hiicrelerinde kuyruktaki p97/VCP

ekspresyonun yani sira distal ekvatoryal bolgedeki boyanma paterninin akrozomal
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bolgeye dogru kaydigi ozellikle de anterior ring dedigimiz sperm basinin 6n ug
kisminda halkasal bir sekilde oldugu goriilmiistiir. Fakat bu grupta NCM grubundan
farkli olarak 4. boyanma paternine ait bazi hiicrelerde kuyruk ta goriilen p97/VCP

ekspresyonunun azalmaya basladigi goriilmiistiir.

5 saatlik inkiibasyon sonucu gordiiglimiiz 4. boyanma paternine ait sperm
hiicrelerinde;
4.1) Baz hiicrelerde distal ekvatoryal bolgedeki p97/VCP ekspresyonu azalmaya
baslamistir.
4.2) Baz1 hiicrelerde distal ekvatoryal bolgedeki p97/VCP ekspresyonu kaybolmaya
baslamistir.
4.3) Baz1 hiicrelerde distal ekvatoryal bolgedeki azalan p97/VCP ekspresyonuna
paralel olarak anterior bolgede p97/VCP goriilmeye baslanmistir.
4.4) Bazi hiicrelerde distal ekvatoryal bolgedeki p97/VCP lokalizasyonu tamamen
kaybolup anterior ring dedigimiz bdlgede belirgin bir p97/VCP ekspresyonu
goriilmeye baslanmistir.
4.5) Bazi hiicrelerde ise kuyruk p97/VCP boyanma siddetinin minimal bir azalma

gosterdigi goriilmiistiir.

PR

Bu grupta p97/VCP lokalizasyonunun degistigi ve anterior kisimda pozitif
boyanma veren hiicrelerin anlamli bir sekilde arttig1 goriilmiistiir. Diger tiim gruplarda
oldugu gibi bu grupta da immiinofloresan ¢alismalar1 ti¢ farkli dondre ait sperm yayma
preparatlarinda c¢alisilmis ve her preparatta 200 hiicre sayilmistir. Yapilan sayimlar
sonucunda sperm kuyrugunda, baglant1 par¢asinda ve de distal ekvatoryal bolgede tek
¢izgi halinde goriilen p97/VCP boyama paterninin hiicrelerin % 47’°sinde, sperm
kuyrugunda, baglant1 parcasinda ve de distal ekvatoryal bolgede ¢ift ¢izgi halinde

goriilen p97/VCP boyama paterninin hiicrelerin % 13’iinde goriildiigii saptanmistir.

Sperm kuyrugunda ve de baglanti parcasinda goriilen p97/VCP boyama
paterninin ise hiicrelerin % 29’unda goriildiigii hiicrelerin % 11’inde ise sperm
kuyrugunda ve basin anterior kisminda olmak tizere farkli bir boyanma paterni
goriilmistiir. Bu sonuglar gostermistir ki p97/VCP’nin lokalizasyonu kapasitasyon
siirecinde degismektedir. 0. saatte baskin olarak distal ekvatoryal bolgede goriilen

p97/VCP lokalizasyonu anlamli bir sekilde basin anterior bdlgesine dogru kaymustir.

58



4.3. Boyanma Paterni

PSA+ DAPI

4.4. Boyanma Paterni

Sekil 4.5. Fertil bireylere ait sperm hiicrelerinde CM ile 5 saat inkiibasyon sonucu p97/VCP
proteininin lokalizasyonun gosterilmesi: A: 5 saatlik inkiibasyon 0. saatle karsilastirildiginda
yaklasik %11’inde p97/VCP’nin lokalizasyonunun degistigi gdzlenmistir. Inkiibasyon
oncesinde bag bolgesinde sadece distal ekvatoryal bolgede tek veya ¢ift ¢izgi halinde
lokalizasyon veren p97/VCP bu hiicrelerde basin anterior bolgesinde de lokalizasyon
gostermistir (Beyaz ok). Bu hiicrelerde ayrica distal ekvatoryal bolgede tek ¢izgi ya da ¢ift
¢izgi halinde lokalize p97/VCP’nin yine bu bdlgede lokalizasyon gosterdigi fakat p97/VCP
ekspresyonun azaldig: dikkat ¢ekmektedir (Sar1 ok). B: Bu hiicrelerde PSA ile isaretlenen
sperm hiicrelerinin akrozomal bolgesininde boyanma siddetinin 0. saate gore oldukca
azalmasida elde ettigimiz ikinci dnemli bulgudur ( Yildiz). C: Kapasitasyonu indiiklenen
sperm hiicrelerinin DNA bolgesinde herhangi bir degisiklik gozlenmemistir. D: Bu
hiicrelerde elde ettigimiz diger bulgu ise kuyrukta 0. saate gore azalan siddette p97/VCP
ekspresyonu goriilmektedir (yesil ok). E: p97/VCP lokalizasyonunun kapasitasyon siireci ile
birlikte degistigi hiicrelerin bazilarinda ise distal ekvatoryal bolgede tek ya da gift ¢izgi
halinde lokalizasyon gosteren sperm hiicrelerinde bu lokalizasyonun hiicrelerin orta
kisimdan kenarlara dogru p97/VCP lokalizasyonunun kaybolmaya bagladigi goriilmektedir
(turuncu ok). Ayrica bu hiicrelerde anterior bolgedeki p97/VCP ekspresyonunun ise distal
ekvatoryal bdlgesinde sinyal olan hiicrelere gore arttig1 goriilmektedir (mor ok). F: Bu
hiicrelerde de PSA boyanmasinin siddetinin azaldigi goriilmektedir (beyaz ok). G: DAPI
boyanmasi ile sperm hiicresinin goriintiilenmesi H: p97/VCP+PSA+ DAPI kombinasyonu
sonucunda da p97/VCP lokalizasyonu degisen hiicrelerin kuyruk bolgesinde p97/VCP
ekspresyonunun azaldig1 gériilmektedir ( mor ok). Bu hiicrelerin distal ekvatoryal
bolgelerindeki P97/VCP sinyalinin de 6zellikle hiicrelerin orta kismindan baslayarak
azalmaya basladig1 goriilmektedir (mavi ok). Bar: 20 pm
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PSA boyamasi sonucu elde ettigimiz goriintiilerin degerlendirilmesi sonucunda
bu gruba ait elde ettigimiz ikinci 6nemli bulgu ise sperm hiicrelerinin akrozomal
boyanma yogunlugunun 0. saat ve NCM ile inkiibasyon grubuna gore azaldigi ve

akrozomal biitiinliiglin baz1 hiicrelerde bozulmaya baglamasi yontindedir.

Tablo 4.4. 5 saatlik inkiibasyon grubuna ait p97/VCP boyanma paternlerinin
tim spermler i¢indeki goriilme yiizdesi: 3 farkli fertil bireye ait sperm yayma

preparatlar1 incelenmis, her preparattan 200 hiicre sayillmistir.

1.Boyanma 2.Boyanma 3.Boyanma 4.Boyanma
Paterni Paterni Paterni Paterni
(n=3, 600 sperm)
Kuyruk Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Baglant1 parcasi Baglanti pargasi Baglant1 Baglanti pargasi
Distal Ekvatoryal Distal Ekvatoryal pargasi Distal Ekvatoryal Bolge
Bolge Bolge (-ve,yada +)
(Tek cizgi) (Cift cizgi) Akrozomal Bolge
p97/VCP
immunoreaktivitesi 46.83+0.60 12.83+0.44 28.17+1.17 11.17+0.44
(%)

p97/VCP’ nin Kapasitasyon Siirecinde 18. Saatte Sperm Hiicresindekl

Lokalizasyonu

Fertil bireylerden alinan sperm Orneklerinde, UPS proteini olan p97/VCP
proteininin kapasitasyon siirecinde 18. saatteki lokalizasyonunu belirleyebilmek igin
sperm hiicreleri CM ile 18 saat inkiibe edilmis, inkiibasyonu takiben yapilan sperm
yayma preparatlarinda p97/VCP immiinoreaktivitesi diger gruplarda oldugu gibi bas

ve kuyruk bolgesinde belirlenmistir (n=3).

18 saat boyunca CM ile inkiibe ettigimiz edilen bu gruptaki sperm hiicrelerinde
de p97/VCP immiinoreaktivitesi NCM ve 5.saat gruplarinda oldugu dort farkh
boyanma paterni gostermistir (n=3). Ancak bu grupta p97/VCP lokalizasyonunun
degistigi ve anterior kisitmda pozitif boyanma veren hiicrelerin sayisinin diger tiim

gruplara hatta 5. saate gore oldukca anlamli bir sekilde arttig1 goriilmiistiir.

18 saatlik inkiibasyon sonucu gordiigiimiiz 4. boyanma paternine ait sperm
hiicrelerinde;
4.1) Baz1 hiicrelerde distal ekvatoryal bolgedeki p97/VCP ekspresyonu azalmaya

baslamistir.
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4.2) Baz1 hiicrelerde distal ekvatoryal bolgedeki p97/VCP ekspresyonu kaybolmaya
baslamistir.

4.3) Baz1 hiicrelerde distal ekvatoryal bolgedeki azalan p97/VCP ekspresyonuna
paralel olarak anterior bolgede p97/VCP goriilmeye baglanmustir.

4.4) Baz1 hiicrelerde distal ekvatoryal bolgedeki p97/VCP lokalizasyonu tamamen
kaybolup anterior ring dedigimiz bolgede belirgin bir p97/VCP ekspresyonu
goriilmeye baglanmistir.

4.5) Baz1 hiicrelerde ise kuyruk p97/VCP boyanma siddetinin belirgin bir artis

gosterdigi goriilmiistiir.

Diger tiim gruplarda oldugu gibi bu grupta da immiinofloresan ¢alismalari ii¢
farkli dondre ait sperm yayma preparatlarinda ¢aligilmis ve her preparatta 200 hiicre
sayllmistir. Yapilan sayimlar sonucunda sperm kuyrugunda, baglant1 pargasinda ve
distal ekvatoryal bolgede goriilen p97/VCP boyama paterninin hiicrelerin % 42’sinde
goriildiigii, hiicrelerin % 11’inde ise sperm kuyrugunda ve baglanti parcasinda
p97/VCP lokalizasyonun oldugu ikinci boyanma paterni goriilmiistiir. Sperm
kuyrugunda, baglant1 pargasinda ve distal ekvatoryal bolgede goriilen p97/VCP
boyama paterni ise hiicrelerin % 25’inde goriilmiistiir. Ilk olarak NCM ile inkiibe
ettigimiz grupta goriilmeye baslayan ve de 5 saat CM ile inkiibasyon sonucu
olusturdugumz grupta anlamli bir sekilde artis1 gézlenen p97/VCP’ye ait dordiincii
boyanma paterninin bu grupta diger iki gruba gore cok daha anlamli bir sekilde arttigi

gozlenmistir.

Bu sonuglar p97/VCP’nin lokalizasyonu kapasitasyon siirecinde degistigini
kesin bir sekilde dogrulamaktadir. Sperm hiicreleri arasinda baskin olarak distal
ekvatoryal bolgede tek ya da ¢ift ¢izgi halinde goriilen p97/VCP lokalizasyonunun

anlamli bir sekilde basin anterior bdlgesine dogru kaydigi goriilmiistiir.

Ayrica bu grupta p97/VCP lokalizasyonun anterior bdlgeye dogru kaydigi
hiicrelerde akrozomal bolgede ki biitiinliiglin bozuldugu ve PSA boyanma
yogunlugunun diger tiim gruplara hatta 5. saat grubuna gore de oldukg¢a azaldigi

goriilmiistir.
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4.4-4.5. Boyanma Paterni

4.4-. Boyanma Paterni

Sekil 4.6. Fertil bireylere ait sperm hiicrelerinde CM ile 18 saat inkiibasyon sonucu p97/VCP
proteininin lokalizasyonunun gosterilmesi: A: 18 s. inkiibasyondan sonra bazi hiicrelerde
distal ekvatoryal bolgede p97/VCP sinyali goriilmezken, anterior bélgede lokalize oldugu

goriilmiistiir (beyaz ok). Kuyrukta goriilen p97/VCP boyanma siddetinin de birinci boyanma
paterni gosteren hiicrelerin kuyruk kisminda ki boyanma siddetine gore (mavi ok) arttig

goriilmektedir (sar1 ok). B: Bu grupta dordiincii boyanma paterni gésteren hiicrelerin
akrozomal bdlgesindeki biitlinliigiin bozulmaya bagladigi, PSA boyanma siddetininde
oldukga azaldig goriilmektedir (beyaz yildiz). Bu hiicreler arasinda birinci boyanma paterni
gosteren hiicrelerin akrozomal bélgesinin biitiinliiglinii korumus ve gii¢lii bir PSA boyanma
siddeti verdigi goriilmektedir (sar1 ok). C: DAPI ile ¢ekirdek goriintiilenmesi D:
Kapasitasyon siirecinde anterior bdlgelerinde pozitif p97/VCP olan hiicrelerin kuyruk
bolgelerinde boyanma siddetinin artmasi ve bu hiicrelerin mitokondriyal bolgelerinde azalan
p97/VCP boyanmasi dikkati gekmektedir (sar1 ok). E: Kapasite olmus bu sperm hiicresinde
anterior kisimda gii¢lii p97/VCP boyanmasi goriilmektedir (beyaz ok). F: Bu hiicrenin
akrozomal bolgesinde zayif PSA boyanmasi dikkat ¢ekicidir (beyaz ok). H: Anterior ring
bolimiinde PSA ve p97/VCP birlikte sar1 renkte 1g1ma vermistir (turuncu ok). Bar: 20 um
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Tablo 4.5. CM ile 18 saat inkiibasyon sonucunda goriilen dort farkli p97/VCP
boyanma paterninin tiim spermler i¢indeki goriilme yiizdesi: 3 farkli fertil bireye ait
sperm yayma preparatlari incelenmis, her preparattan 200 hiicre sayilmistir.

1.Boyanma 2.Boyanma 3.Boyanma 4.Boyanma
Paterni Paterni Paterni Paterni
p97/VCP Kuyruk Kuyruk Kuyruk Kuyruk
Baglant1 parcasi Baglant1 pargast Baglant1 parcast Baglanti pargasi
(n=3) Distal Ekvatoryal | Distal Ekvatoryal Distal Ekvatoryal Bolge
Bolge Bolge (-ve,yada +)
(Tek ¢izgi) (Cift ¢izgi) Akrozomal Bolge
p97/VCP
immunoreaktivitesi (%) 41.8+0.6 11+0.29 25.17+0.93 22+0.5

Sperm hiicrelerinin CM ile 18 saatlik inkiibasyonu sonucu elde ettigimiz bir
diger onemli bulgu ise kapasitasyon siirecine girdigini diisiindiigiimiiz dordiincii
boyanma paternine ait hiicrelerin kuyruk p97/VCP ekspresyonunun, diger boyanma
paternlerinde yer alan sperm hiicrelerinin kuyruk p97/VCP ekspresyonuna gore

anlamli bir sekilde arttig1 seklindedir.

80 H 1. boyanma
paterni
£
2
- 60
-é = 2. boyanma
T .
g paterni
538
£ 'g 40
= 3. boyanma
€= = = :
E - paterni
o -
2 20
N
o = _ _ _ H 4. boyanma
e I paterni
0 - — -
0.saat 5. saat NCM 5.saatCM  18.saat NCM 18. saat CM

Sekil 4.7. p97/VCP proteininin 0. saat, NCM ile inkiibasyon siirecinde 5. ve 18. saatlerde,
CM ile inkiibasyon siirecinde 5. ve 18. saatlerde gostermis oldugu 1., 2. ve 3. boyanma
paternlerine ait goriilme yiizdesi: 3 farkl: fertil bireye ait sperm hiicreleri kullanilmig ve her
bireyden 200 hiicre sayilmistir (n=3).
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4.1.1.2. p97/VCP’ nin Kapasitasyon Siirecinden Once ve Kapasitasyon

Siirecinde Sperm Hiicresindeki Ekspresyonunun Flow Sitometrik Analizi

Fertil bireylere ait sperm hiicrelerinde p97/VCP lokalizasyonunun
kapasitasyon siirecinden Once 0. saatte, kapasitasyon siirecinde 5. ve 18. saatlerde ve
de NCM ile inkiibe edilen gruplarda belirlenmesinden sonra bu proteininin sperm
hiicrelerindeki ekspresyonunu belirlemek amaci ile deneylere flow sitometrik analizler
ile devam edilmistir. Bu asamada deneylere ayrica inhibitorler kullanilarak olusturulan

gruplarda eklenmistir.

Analizler esnasinda sperm hiicresinin boyutu goz Oniine alinarak Oncelikle
hiicre popiilasyonumuz secilmis, daha sonra ise bu popiilasyon igerisinde baska
hiicrelerle birlesip hatali 1s1ma verecek hiicreleri elemek amaciyla akim sitometri
cihazi igerisindeki akig kabininden tek tek 1s1ma vererek gegen hiicreler segilmis ve de

bu hiicrelerin yogunlugu ol¢tilmiistiir.

0.saat, 5. saat, 18. saatlerde ve NCM ile Inkiibe Edilen Sperm Hiicrelerinde
p97/VCP Ekspresyonunun Flow Sitometrik Analizi

Kapasitasyon siirecinde lokalizasyonunun ve boyanma siddetininin degistigini
belirledigimiz p97/VCP proteininin yine kapasitasyon siirecinde ekspresyonlarindaki
degisikligi saptayabilmek icin yapilan akim Sitometrik analizler sonucunda
immiinfloresan sonuglarla uyumlu olarak 0. saatten 18. saate dogru p97/VCP

ekspresyonunda bir artig gozlenmistir.

Akim sitometrisi deneylerinde her grup icin {i¢ fertil bireye ait fikse edilmis
sperm hiicreleri ile ¢alisilmistir ve bu ii¢ bireyin flow sitometri sonuglar1 Sekil 4.8°de

gorilmektedir.

0O.saat, 5. saat, 18. saatlerde ve NCM ile inkiibe edilen sperm hiicrelerinde
p97/VCP ekspresyonunun akim sitometrik analizi sonucu elde edilen veriler ile
yapilan istatistiksel ¢alismalar sonucunda 0.saat; NCM grubu, 5.saat ve 18. saat ile
karsilastirilmistir. Sonug olarak p97/VCP ekspresyonunda 5. ve 18. saatlerde goriilen
artig istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (0.s vs. 5.s. p<0,005; 0.s. vs. 18.s
p<0,001). NCM grubunda ki minimal artig ise anlamli sonug¢ vermemistir ( Sekil 4.9).
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Sekil 4.8. Fertil bireylerde kapasitasyon siirecinden 6nce ve kapasitasyon siireci boyunca
p97/VCP ekperesyonunun gosterilmesi: D1 kodlu fertil bireyden alinan sperm 6rnekleri ile
yapilan flow sitometrik analizler sonucunda belirledigimiz sperm populasyonuna ait grafik

(solda), bu populasyonlar igerisinde tek sira halinde akis kabini igerisinden akan hiicrelere ait
sperm populasyonuna ait grafik (ortada) ve bu hiicrelere ait p97/VCP ekspresyonuna ait
grafik (sagda) goriilmektedir .
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Sekil 4.9. p97/VCP ekspresyonunun 0. saat, 5. saat, 18. Saat ve NCM gruplarinda akim
sitometrik yontemle karsilagtirmali olarak degeri: Bu proteinin ekspresyonunda 0. saatten 18.
saate dogru p97/VCP’nin ekspresyonunda artis goriilmiistiir. 18. saatte ise diger gruplara
gore anlamli bir artig saptanmustir. Yapilan 3 farkli deneyin ortalama+SEM degerleri olarak
verilmis ve istatiksel olarak anlamli olanlar yildiz ile isaretlenmistir (0.S vs.5.s. p<0,005; 0.s.
vs. 18.s p<0,001).

Kapasitasyon Medyumu ve p97/ VCP Inhibitorii 18 Saat Inkiibe Edilen
Sperm Hiicrelerinde p97/VCP Ekspresyonlari

Kapasitasyon siirecinde lokalizasyonunun ve ekspresyonunun degistigini
belirledigimiz p97/VCP proteininin geri doniistiiriilebilir bir inhibitorii olan DBEQ’
nun kapasitasyon medyumuna eklenmesi ile yapilan inkiibasyon sonucunda p97/VCP
proteininin ekspresyonunda nasil bir degisiklik oldugu analiz edilmistir. Bu amagcla
inhitoriirtin  etkisini tam olarak farkli konsantrasyonlarda DBEQ ile hazirlanan
kapasitasyon medyumlar1 ile sperm hiicreleri inkiibe edilmis ve de denemeler
sonucunda DBEQ’nun diisiik etkili (10 mM) ve gii¢lii etkili (100 mM) oldugu iki

konsantrasyon orani belirlenmistir.

Akim sitometrisi deneylerinde her grup icin ii¢ fertil bireye ait fikse edilmis
sperm hiicreleri ile calisilmistir ve bu ii¢ bireyin flow sitometri sonuglar1 Sekil 4.10°da

goriilmektedir.

10 mM ve 100 mM DBEQ ile inkiibe edilen sperm hiicrelerinde p97/VCP
ekspresyonunun akim sitometrik analizi sonucu elde edilen verileri ile yapilan

istatistiksel ¢alismalar sonucunda her iki grup 18. saat ile karsilastirilmistir. Sonug
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olarak p97/VCP ekspresyonunda DBEQ gruplarinda goriilen artis istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur ( Sekil 4.13) (18s. vs. 10mM DBeQ p<0,001; 18s. vs. 100mM
DBEQ p<0,001).
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Sekil 4.10. Fertil bireylerde kapasitasyon siirecinde p97/VCP inhibitorii DBEQ
ekpresyonunun gosterilmesi: D1 kodlu fertil bireyden alinan sperm 6rnekleri ile yapilan flow
sitometrik analizler sonucunda belirledigimiz sperm populasyonuna ait grafik (solda), bu
populasyonlar igerisinde tek sira halinde akig kabini i¢erisinden akan hiicrelere ait sperm
populasyonuna ait grafik (ortada) ve bu hiicrelere ait p97/VCP ekspresyonuna ait grafik
(sagda) gortilmektedir.

Fakat 10 mM DBEQ konsantrasyonu kullanilarak inkiibe edilen gruplara gére
100 mM DBEQ konsantrasyonu kullanilarak inkiibe edilen gruplarda p97/VCP
ekspresyonunda ¢ok daha anlamli bir diisiis gozlenmis ve kapasitasyon siirecinde
p97/VCP’nin inhibe edilmesinde 100 mM DBEQ konsantrasyonunun daha etkili ve
verimli oldugu bulgusu elde edilmistir. (Sekil 4.13).
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Kapasitasyon Medyumu ve 26 S Inhibitorleri ile 18 Saat Inkiibe Edilen
Sperm Hiicrelerinde p97/VCP Ekspresyonlart

Kapasitasyon siirecinde lokalizasyonunun ve ekspresyonunun degistigini
belirledigimiz p97/VCP proteininin ubikiitin proteazom sistemi inhibitdrlerinin
kapasitasyon medyumuna eklenmesi ile yapilan inkiibasyon sonucunda p97/VCP
proteininin ekspresyonunda nasil bir degisiklik oldugu analiz edilmistir. Bu amagla ii¢
farkli ubikiitin proteazom sistemi inhibitorii kullanilmis ve inhitorlerin etkisini tam
olarak saptayabilmek i¢in farkli konsantrasyonlarda UPS inhibitorleri ile hazirlanan

kapasitasyon medyumlari ile sperm hiicreleri inkiibe edilmistir.

UPS inhibitorleri olarak kullandigimiz MG-132, Epoksimisin ve CLBL
inhibitorlerinden esit miktarda kullanarak hazirladigimiz karisimin kapasitasyon
siirecine olan etkisini saptayabilmek icin bu karisimlardan farkli konsantrasyonlarda
kullanilarak eklenen kapasitasyon medyumu ile deneyler yapilmis ve denemeler
sonucunda UPS inhibitdrlerinin diisiik etkili (10 mM) ve giiglii etkili (100 mM) oldugu

iki konsantrasyon orani belirlenmistir.

Akim sitometrisi deneylerinde her grup icin ii¢ fertil bireye ait fikse edilmis
sperm hiicreleri ile ¢alisilmistir ve bu ti¢ bireyin flow sitometri sonuglar Sekil 4.11°da

goriilmektedir.

10 mM ve 100 mM 26S inhibitorleri karisimi ile inkiibe edilen sperm
hiicrelerinde p97/VCP ekspresyonunun akim sitometrik analizi sonucu elde edilen
verileri ile yapilan istatistiksel calismalar sonucunda her iki grup 18. saat ile
karsilastirilmistir. Sonug olarak p97/VCP ekspresyonunda 26S inhibitor gruplarinda
goriilen artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur ( Sekil 4.13) (18s. vs. 10 mM 26S
p<0,001; 18s. vs. 100mM 26S Proteazom inhibitorii p<0,001).

Fakat 10 mM 26S konsantrasyonu kullanilarak inkiibe edilen gruplara gére 100
mM 26S konsantrasyonu kullanilarak inkiibe edilen gruplarda p97/VCP
ekspresyonunda ¢ok daha anlamli bir diisiis gozlenmis ve kapasitasyon siirecinde
UPS’nin inhibe edilmesinde 100 mM 26S konsantrasyonunun daha etkili ve verimli
oldugu bulgusu elde edilmistir. (Sekil 4.13).
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Sekil 4.11. Fertil bireylerde kapasitasyon siirecinde UPS inhibitorlerinin p97/VCP
ekpresyonuna olan etkisinin gosterilmesi: D1 kodlu fertil bireyden alinan sperm 6rnekleri ile
yapilan flow sitometrik analizler sonucunda belirledigimiz sperm populasyonuna ait grafik
(solda), bu populasyonlar igerisinde tek sira halinde akis kabini igerisinden akan hiicrelere ait
sperm populasyonuna ait grafik (ortada) ve bu hiicrelere ait p97/VCP ekspresyonuna ait
grafik (sagda) gortilmektedir.

Kapasitasyon Medyumu ve DMSO ile 18 Saat Inkiibe Edilen Sperm
Hiicrelerinde p97/VCP Ekspresyonlari

Bu iki gruba ek olarak hem UPS inhibitorlerini ¢ézdiirmek igin kullandigimiz
hemde p97/VCP inhibitoriinii ¢ozdirmek icin kullandigimiz DMSO kimyasalinin
kapasitasyon siirecine olan etkisini arastirabilmek icin kapasitasyon medyumuna
sadece DMSO eklenerek inkiibe edilen sperm hiicrelerinde de p97/VCP proteininin

ekspresyonundaki degisiklikler flow sitometrik yontemle incelenmistir.

Akim sitometrisi deneylerinde bu grup icin ii¢ fertil bireye ait fikse edilmis
sperm hiicreleri ile calisilmistir ve bu ii¢ bireyin flow sitometri sonuglart Sekil 4.12°de
goriilmektedir. Sonug olarak DMSO eklenerek hazirlanan kapasitasyon medyumu ile
inkiibe edilen gruplarda 18 saat sadece kapasitasyon medyumu ile inkiibe edilen gruba

gore p97/VCP ekspresyonunda minimal da olsa bir diisis gozlenmistir. Fakat
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istatistiksel olarak anlamli olmayan bu azalma sonucunda DMSO’nun kapasitasyon

stirecinde toksik etkisinin ¢ok az oldugu bulgusu elde edilmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.12. Fertil bireylerde kapasitasyon siirecinde DMSO’nun p97/VCP ekpresyonuna

olan etkisinin godsterilmesi: D1 kodlu fertil bireyden alinan sperm 6rnekleri ile yapilan flow
sitometrik analizler sonucunda belirledigimiz sperm populasyonuna ait grafik (solda), bu
populasyonlar igerisinde tek sira halinde akig kabini i¢erisinden akan hiicrelere ait sperm
populasyonuna ait grafik (ortada) ve bu hiicrelere ait p97/VCP ekspresyonuna ait grafik
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Sekil 4.13. p97/VCP ekspresyonunun DBEQ, 268 inhibitérleri ve DMSO eklenen gruplarda
akim sitometrik yontemle karsilagtirmali olarak degeri: Bu proteinin ekspresyonunda 100

(sagda) goriilmektedir .

**
X
I*

W 18.saat

m DMSO

B 10 mM 26S

H 10 mM DBEQ

® 100 mM 26S

= 100 mM DBEQ

mM DBEQ ve 100 Mm 26S inhibitorii eklenen gruplarda saatte diger gruplara gére anlaml

bir artis saptanmistir. Sadece DMSO eklenen gruplarda ise 18. saat grubuna gore anlaml
olmayan minimal bir azalma goriilmiistiir. Yapilan 3 farkli deneyin ortalama+SEM degerleri

olarak verilmis ve istatiksel olarak anlamli olanlar yildiz ile isaretlenmistir (18s. vs. 10 mM

26S p<0,001; 18s. vs. 10mM DBeQ p<0,001; 18s. vs. 100mM 26S Proteazom inhibitorii

p<0,001; 18s. vs. 100mM DBEQ p<0,001).
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4.1.1.3. p97/VCP’nin Kapasitasyon Siirecinden Once ve Kapasitasyon
Siirecinde Sperm Hiicresindeki Ekspresyonunun Western Blot Yontemi ile

Analizi

Immiinofloresan ve flow sitometrik analizleri kantitatif olarak desteklemek

amaci ile Western blot analizi yapilmstir.
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Sekil 4.14. Insan sperminin kapasitasyonuna p97/VCP inhibitdrii (DBeQ) ve proteazom
inhibitorlerinin (26S) etkisi (A ve B). (A) p97/VCP protein ekspresyonu NCM (Kapasite
etmeyen medyum),0.,5. Ve 18. Saatlik kapasitasyon siireleri sonrasinda, 18 saatlik DBeQ (10
ve 100 mM) ve 26 S proteazom inhibitorii (10 ve 100 mM) ile inkiibasyonu sonrasinda ve
inhibitorlerin hazirlandigt DMSO ile inkiibe edildikten sonra Western blot yontemi ile
degerlendirildi. (B) image J programi kullanilarak protein bandlar1 okutuldugunda, P97/VCP
ekspresyonunun 0. Saatten 18.saate dogru artis gosterdigi (1-4 nolu bandlar), inhibitor
uygulamasi ile bu ekspresyonun azaldigi (5-9 nolu bandlar) belirlenmistir. Yapilan 3 farkli
deneyin ortalama+SEM degerleri olarak verilmis ve istatiksel olarak anlamli olanlar 3 y1ldiz
ile isaretlenmistir. NCM vs.18s p<0,001; 0.s vs.18s. p<0,001; 18s. vs. 100mM DBeQ
p<0,001; 18s. vs. 100mM 268S Proteazom inhibitorii.
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Olusturulan kapasitasyon deney gruplarina ait ekstraklar ile yapilan western
blot analizi sonucunda elde edilen membranin p97/VCP antikoru ile muamelesi
sonucunda p97/VCP (89 kDa) proteinine karsilik gelen bantlarin 0.saatten 18.saate

dogru arttig1 goriilmiistiir.

En yogun bant ise 18. saatte gdzlenirken, kapasitasyon medyumlarina inhibitor
verilen guruplar da 6zellikle yiiksek konsantrasyonda (100 mM) inhibitér eklenen

gruplarda 18. saate gore daha az yogunlukta bantlar gozlenmistir.

4.1.2. NEDL2’nun Kapasitasyonu Indiiklenmis ve Kapasitasyonu

Indiiklenmemis Hiicrelerdeki Ekspresyonu

NEDLZ2 proteininin kapasitasyon siirecine girmemis ve kapasitasyon siirecinde
sperm hiicresindeki ekspresyonunu degerlendirmek amaci ile sperm hiicreleri herhangi
bir inkiibasyona tabii tutulmadan 0. saatte ve de inkiibasyonu takiben 5. ve 18.
saatlerde incelenmistir. Spontan olarak kapasitasyon siirecine giren hiicreler de
NEDL?2 lokalizasyonu ve ekspresyonunu saptamak i¢in ise NCM ile inkiibe edilmis

ve de takiben immiinofloresan, Western blot ve akim sitometrik analizler yapilmistir.

4.1.2.1. NEDL2’nun Kapasitasyon Siirecinden Once ve Kapasitasyon

Siirecinde Insan Spermindeki Lokalizasyonunun Belirlenmesi

NEDL2’nun Kkapasitasyon siirecine girmeden oOnce sperm hiicrelerinde
lokalizasyonunu saptayabilmek amaci ile sperm hiicreleri inkiibasyona tabii
tutulmadan yikama islemini takiben 0. saatte immiinfloresan yontemle incelenmistir.
Kapasitasyon siirecinde p97/VCP lokalizasyonununda bir degisiklik olup olmadigini
saptayabilmek i¢in ise NCM (kapasite etmeyen medyum) ile 18 saatlik inkiibasyon
stireci sonrasinda, CM (kapasite eden medyum) ile inkiibasyon sirasinda ise 5. ve 18.
saatlerde NEDL2’nun sperm hiicrelerindeki lokalizasyonuna bakilmigtir. Spem
hiicreleri NCM ile de 5 saatlik inkiibasyona tabii tutulmuslardir. Fakat 5. Saat NCM
ile 18. Saat NCM arasinda boyanma acisindan bir fark goriilmedigi NCM ile 5 saat

inkiibe edilen grup sonuglar1 tekrar bulgular arasina konmamustir.
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NEDL2’nun Kapasitasyon Siireci Oncesi 0. Saatte Sperm Hiicresindeki

Lokalizasyonu

p97/VCP proteinini takiben sperm hiicrelerindeki NEDL2 proteininin
lokalizasyonunu belirlemek i¢in yine gradient yontemi ile yikama yapildiktan sonra 0.
saatte  hazirlanan sperm yayma prepatlarinda NEDL2 lokalizasyonuna

immiinofloresan yontem ile bakilmistir.

Sperm hiicrelerinin gradient yontemi ile yikanmasindan sonra NEDL2 proteini
kullanilarak yapilan immiinofloresan c¢alismalar1 sonucunda sperm hiicrelerinin
NEDL?2 igin iki farkli boyanma paterni gosterdigi goriilmiistiir. Birinci boyanma
paternine gére NEDL2 spermin sperm bas ve baglanti pargasinda lokalizasyon
gostermezken, sperm kuyrugunun son parcast haric boyanma gostermistir. Bu
boyanma paterninde kuyruk orta par¢asinda kuyruk esas parc¢asina gore daha siddetli
olan boyanma dikkat ¢ekicidir (n=3) (Sekil 4.15-A).

Ikinci boyanma paterninde ise birinci boyanma paternide oldugu gibi sperm
bas kisminda NEDL2 boyanma gostermezken sperm, sperm kuyruk son par¢a harig
tiim sperm boyunca NEDL2 lokalizasyonu goriilmiistiir. Ikinci boyanma paterniden
farkl olarak kuyruk orta ve esas pargasinda ayni siddette boyanma goriilmiistiir (n=3)
(Sekil 4.15-E).

NEDLZ2 proteinin immiinofloresan olarak sperm hiicresindeki lokalizasyonunu
saptamak i¢in yapilan immiinofloresan tekniginde hiicreler NEDL2 proteininin
yanisira p97/VCP analizlerinde oldugu DNA’y1 goriintiileyebilmek i¢in DAPI ve
akrozomu goriintiileyebilmek igin PSA ile isaretlenmistir. PSA boyamasi sonucunda
0. saatte sperm hiicrelerinin akrozomal biitiinliigliniin korundugu, sinirlar1 diizgiin ve

boyanma agisindan yogun bir akrozomal bdlge gozlenmistir (Sekil 4.15-B-F).

Sperm hiicrelerinin ¢ekirdek bolgesini goriintiileyebilmek igin kullanilan DAPI
boyamas1 sonucunda ise spermlerin postakrozomal bolgede sinirlart diizgiin DNA

sinyali verdigi goriilmistiir (Sekil 4.15-C-G).
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1. Boyanma Paterni

2. Boyanma Paterni

Sekil 4.15. Fertil bireylerde 0. Saatte goriilen NEDL2 boyanma paterni: Fertil bireylere ait
sperm yayma preparatlarinda yapilan immiinofloresan analizler sonucunda NEDL2’ya ait iki
farkli boyanma paterni saptanmis ve de sperm hiicreleri arasinda goriilme yiizdesi daha
yiiksek olan birinci boyanma paterninde son par¢a hari¢ tiim kuyruk boyunca NEDL?2
boyanmasi tespit edilmistir. D: Bu boyanma paterninde kuyruk orta kisimda esas kisma gore
daha siddetli olan NEDL2 boyanmas dikkat cekicidir. ikinci boyanma paterninde ise
NEDL2 yine kuyruk son parca harig¢ tiim kuyrukta lokalizasyon gdstermis fakat boyanma
siddeti kyruk orta parga ve esas parcada ayni siddette goriilmistiir. B-F: Her iki paterne ait
sperm hiicrelerinde de akrozomal bélgenin sinirlar diizgiin biitiin bir yapiya sahip oldugu
goriilmiistiir. C-G: Aym sekilde ¢ekirdek bolgesininde postakrozomal bdlgede normal
morfolojiye sahip oldugu goriilmiistiir. Bar: 20 pm

Immiinofloresan ¢aligmalari ii¢ farkli dondre ait sperm yayma preparatlarinda
calisilmis ve her preparatta 200 hiicre sayilmistir. Yapilan sayimlar sonucunda
NEDL2’ya ait birinci boyanma paterni tiim hiicrelerin %90’inda, ikinci boyanma

paterni ise tiim hiicrelerin % 10’unda saptanmistir (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. Fertil bireylere ait sperm yayma preparatlarinda 0. saatte goriilen
iki farkli NEDL2 boyanma paternlerinin tiim spermler i¢indeki yiizde gosterimi: 3
farkl1 fertil bireye ait sperm yayma preparatlari incelenmis, her preparattan 200 hiicre
sayilmistir.

1.Boyanma Paterni 2.Boyanma Paterni
(n=3, 600 sperm) Kuyruk Orta Parga (+) Kuyruk Orta Parga (+)
Kuyruk Esas Parga (+) Kuyruk Esas Parga (+)
NEDL2
'mmuno(f,zz;kt'v'tes' 90,33+0,88 9,67+0,88

NCM ile Inkiibe Edilen Gruplarda NEDL2 ’nun Sperm Hiicresindeki

Lokalizasyonu

NEDL2 ekspresyonun ise NCM soliisyonunda inkiibe edilen sperm
hiicrelerinde nasil bir degisiklige ugradiklarin1 saptamak amaci ile spermler 18 saat
boyunca NCM soliisyonunda inkiibe edilmistir. Sonug olarak yine 0. saatle uyumlu
olarak gortilen iki farkli boyanma paternine ek olarak ii¢iincii bir boyanma paterni daha
goriilmiistiir. Bu boyanma paternine ait hiicrelerde diger boyanma paternlerinde
oldugu gibi son parga hari¢ tiim kuyruk boyunca NEDL2 lokalizasyonu goriilmiistiir
fakat orta parcada goriilen NEDL2 ekspresyonunun ikinci boyanma paternine gore

dahada azaldig1 goriilmiistiir.

Bu gruba ait her ii¢ donore ait sperm yayma preparatlarinda yapilan sayimlar
sonucunda birinci boyanma paternine ait hiicrelerin tiim hiicrelerin % 83’{inii, ikinci
paterne ait hiicrelerin ise tiim popiilasyonun %]15’in1 ve de liglincii paterne ait
hiicrelerin ise tiim hiicrelerin %2’sini olusturdugu goriilmiistiir. Ayrica bu gruptada
yapilan immiinofloresan deneylerinde NEDLZ2 primer antikorunun yanisira kullanilan
DAPI ve PSA boyamasi sonucunda akrozomal bélgede boyanma yogunlugunun 0.

Saate gdre minimal bir azalma gosterdigi goriilmiistiir.
Ik defa NCM grubunda karsilastigimiz 3. boyanma paternine ait sperm

hiicrelerinde kuyruk orta pargada ki NEDL?2 ekspresyonu ikinci boyanma paterninden

daha fazla, dikkat c¢ekici bir sekilde azalmistir.
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Sonug olarak ilk defa NCM grubunda karsilastigimiz sperm kuyrugunun orta
pargasinda goriilen NEDL2 ekspresyonunun diger boyanma paternlerinde ki orta parga

boyanmasina gore dikkat c¢ekici bir sekilde azaldig1 goriilmiistiir.

Tablo 4.7. NCM grubuna ait p97/VCP boyanma paternlerinin tiim spermler
icindeki goriilme yiizdesi: 3 farkli fertil bireye ait sperm yayma preparatlari
incelenmis, her preparattan 200 hiicre sayilmistir.

1.Boyanma Paterni 2.Boyanma Paterni 3.Boyanma Paterni

(n=3, Kuyruk Orta Parga (+) Kuyruk Orta Parga (+) Kuyruk Orta Parga (+)
600 sperm) (Cok Yogun Boyanma) Kuyruk Esas Parga (+) (Az Yogun Boyanma)
Kuyruk Esas Parca (+) Kuyruk Esas Parga (+)

(Az yogun, normal

ya da ¢ok yogun)

NEDL2
immunoreaktivitesi
(%) 83,33+1,86 15+1,53 1,67+0,33

3.1. Boyanma Paterni

Sekil 4.16. Fertil bireylerde NCM ile inkiibe edilen grupta goriilen NEDL2’ya ait 3.
boyanma paterni: A: NEDL2 lokalizasyonu sperm kuyrugunun orta ve esas par¢ast boyunca
goriilmiistiir. B: NCM ile inkiibe edilen spermlerin akrozomal bolgesinde biitiinliigiin
bozulmadig: fakat bazi hiicrelerde PSA boyanma siddetinin olduk¢a azaldig1 gdzlenmistir
(okbas1). C: DAPI ile ¢ekirdek bolgesinin goriintiilenmesi D: Sperm kuyrugunda oldukga
azalan NEDL2 ekspresyonu dikkat gekicidir (ok). Bar: 20 pm
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NEDL2’nun Kapasitasyon Siirecinde 5. Saatte Sperm Hiicresindeki

Lokalizasyonu

Fertil bireylerden alinan sperm 6rneklerinde, NEDL2 proteininin kapasitasyon
siirecinde 5. saatteki lokalizasyonunu belirleyebilmek i¢in sperm hiicreleri CM ile 5
saat inkiibe edilmis, inkiibasyonu takiben yapilan sperm yayma preparatlarinda
NEDL?Z2 immiinoreaktivitesi diger gruplarda oldugu gibi kuyruk bdlgesinde orta parga

ve esas pargada belirlenmistir (n=3).

Bu grupta ki sperm hiicrelerinde de NCM grubunda oldugu gibi birinci ve
ikinci boyanma paternlerine ek olarak ii¢iincii boyanma paternine ait hiicreler
goriilmiis fakat bu hiicrelerin sayisinin NCM grubuna goére olduk¢a anlamli bir sekilde

arttigi gorilmiistiir.

5 h. inkiibasyon

Sekil 4.17. CM ile 5 saat inkiibe edilen gruplarda goriilen NEDL2’ya ait boyanma
paternleri: A: NEDL2 lokalizasyonu sperm kuyrugunun orta ve esas pargasi boyunca
goriilmistiir. Bu gruba ait hiicrelerde goriilen sperm orta pargasinda azalan NEDL2
ekspresyonu goriilmektedir (sar1 okbagi). B: CM ile 5 saat inkiibe edilen spermlerin
akrozomal bolgesinde PSA boyanma siddetinin oldukg¢a azaldigi gézlenmistir (sar1 yildiz).
C: DAPI ile ¢ekirdek bolgesinin goriintiilenmesi D: 3. boyanma paternine ait hiicrelerin
sayisinin arttig1 goriilmektedir (sar1 ok). Bar: 20 pm
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Bu gruba ait her ii¢ donore ait sperm yayma preparatlarinda yapilan sayimlar
sonucunda birinci boyanma paternine ait hiicrelerin tiim hiicrelerin % 70’ini, ikinci
paterne ait hiicrelerin ise tiim popiilasyonun % 17’unu ve de l¢ciincii paterne ait

hiicrelerin ise tiim hiicrelerin %13’{inii olusturdugu goriilmiistiir.

PSA boyamasi sonucu elde ettigimiz goriintiilerin degerlendirilmesi sonucunda
bu gruba ait elde ettigimiz ikinci 6nemli bulgu ise 5 saatlik inkiibasyon sonucunda
p97/VCP ile immiinofloresan uyguladigimiz sperm hiicrelerinden elde ettigimiz bulgu
ile uyumlu olarak akrozomal boyanma yogunlugunun 0. saat ve NCM ile inkiibasyon
grubuna gore azaldigi ve akrozomal biitiinliigiin baz1 hiicrelerde bozulmaya baglamasi

yoniindedir.

Tablo 4.8. 5 saatlik inkiibasyon grubuna ait NEDL2 boyanma paternlerinin
tim spermler igindeki goriilme yiizdesi: 3 farkli fertil bireye ait sperm yayma
preparatlar1 incelenmis, her preparattan 200 hiicre sayilmistir.

1.Boyanma Paterni 2.Boyanma Paterni 3.Boyanma Paterni

(n:3, Kuyruk Orta Parga (+) Kuyruk Orta Parga (+) Kuyruk Orta Parga (+)
600 sperm) (Cok Yogun Boyanma) Kuyruk Esas Parga (+) (Az Yogun Boyanma)
Kuyruk Esas Parga (+) Kuyruk Esas Parga (+)

(Az yogun, normal

ya da ¢ok yogun)

NEDL2
immunoreaktivitesi
(%) 70,33+0,88 16,67+1,20 13+1,15

NEDL2’ nun Kapasitasyon Siirecinde 18. Saatte Sperm Hiicresindeki

Lokalizasyonu

Fertil bireylerden alinan sperm 6rneklerinde NEDL2 proteininin kapasitasyon
stirecinde 18. saatteki lokalizasyonunu belirleyebilmek i¢in sperm hiicreleri CM ile 18
saat inkiibe edilmis, inkiibasyonu takiben yapilan sperm yayma preparatlarinda
NEDL2 immiinoreaktivitesi diger gruplarda oldugu sadece kuyruk bolgesinde

belirlenmistir (n=3).

18 saat CM ile inkiibe ettigimiz sperm hiicrelerinde p97/VCP, NCM ve 5.saat
gruplarinda oldugu ¢ farkli boyanma paterni gostermistir (n=3). Tim hiicreler
icerisinde kuyruk esas par¢a ve bu kisimdan daha yogun olarak kuyruk orta parcada

NEDL?2 lokalizasyonu gosteren sperm hiicreleri %52, kuyruk esas parca ve kuyruk
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orta parcada esit siddette ekspresyon gosteren hiicreler %21 oraninda dagilim
gostermistir. Bu her iki boyanma paternine ek olarak dikkat ¢ekici bir sekilde kuyruk
orta par¢a da ve ya bazi hiicrelerde orta parcaya ek olarak kuyruk esas parcada da

azalan ekspresyon gosteren hiicreler %27 olarak bulunmustur.

Ancak bu grupta 3. boyanma paternine ait sperm hiicrelerinin bazilarinda
azalan kuyruk orta par¢cadaki NEDL2 ekspresyonuna ek olarak kuyruk esas pargadaki
NEDL2 ekspresyonununda dikkat ¢ekici bir sekilde azaldigi gozlenmistir. Ayrica bu
gruba ait sperm hiicreleri arasinda 3. boyanma paterni gosteren hiicrelerin sayisininda

diger gruplara gore ozellikle 5. saate gére anlamli bir artis gézlenmistir.

PSA+DAPI

18 h. inkﬁbqsyon grubu

Sekil 4.18. CM ile 18 saat inkiibe edilen gruplarda goriilen NEDL2’ya ait boyanma
paternleri: A: Bu gruba ait bazi hiicrelerde sperm orta pargasinda azalan NEDL2
ekspresyonu goriilmektedir (kirmizi okbasi). Bazi hiicrelerde ise anlamli bir sekilde azalan
orta parcadaki NEDL2 ekspresyonuna yine dikkat ¢ekici bir sekilde azalan kuyruk esas parca
NEDL?2 ekspresyonu eslik etmektedir (kirmiz1 y1ldiz). B: 3-1 boyanma paterni gosteren
hiicrelerin akrozomal bélgesinde PSA boyanma siddetinin oldukga azaldigi (yesil ok), 3-2
boyanma paterni gdsteren hiicrelerin ise akrozomal bolgelerindeki biitiinliigiin bozulmaya
basladig1 ve de PSAsiddetinin ise 3-1 boyanma paterni gosyeren hiicrelere gore daha fazla
azaldig1 gozlenmistir (yesil okbasi). C: DAPI ile ¢ekirdek bolgesinin goriintiillenmesi D: 3.
boyanma paternine ait hiicrelerin sayisinin arttig1 goriilmektedir. 3-1 boyanma paterni (sar1
0k), 3-2 boyanma paterni (sar1 yildiz). Bar: 20 pm
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Sonug olarak 18 saatlik inkiibasyon sonucu gérdiigiimiiz 3. boyanma paternine
ait sperm hiicrelerinde;
3-1) Baz1 hiicrelerde sadece kuyruk orta parca ekspresyonu azalmaya baglamistir.
3-2) Bazi hiicrelerde ise kuyruk orta parga ile birlikte kuyruk esas parcada da dikkat
cekici bir sekilde NEDL2 ekspresyonu azalmaya baslamistir.

Tablo 4.9. 18 saatlik inkiibasyon grubuna ait NEDL2 boyanma paternlerinin
tim spermler icindeki goriilme yiizdesi: 3 farkli fertil bireye ait sperm yayma
preparatlari incelenmis, her preparattan 200 hiicre sayilmistir.

1.Boyanma Paterni 2.Boyanma Paterni 3.Boyanma Paterni
(n=3, Kuyruk Orta Parca (+) Kuyruk Orta Parga (+) Kuyruk Orta Parga (+)
600 sperm) (Cok Yogun) Kuyruk Esas Parga (+) (Az Yogun)
Kuyruk Esas Parga (+) Kuyruk Esas Parga (+)
(Az yogun ya da normal
ya da ¢ok yogun)
NEDL?2
immunoreaktivitesi
(%) 52+1,53 20,67+1,33 27,33+2,60
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Sekil 4.19. NEDL2 proteininin 0. saat, NCM ile inkiibasyon siirecinde 5. ve 18. saatlerde,
CM ile inkiibasyon siirecinde 5. ve 18. saatlerde gostermis oldugu 1 .2. ve 3. boyanma
paternlerine ait goriilme yiizdesi: 3 farkli fertil bireye ait sperm hiicreleri kullanilmig ve her
bireyden 200 hiicre sayilmistir (n=3).
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4.1.2.2. NEDL2’ nun Kapasitasyon Siirecinden Once ve Kapasitasyon

Siirecinde Sperm Hiicresindeki Ekspresyonunun Flow Sitometrik Analizi

Fertil bireylere ait sperm hiicrelerinde NEDL2 lokalizasyonunun kapasitasyon
stirecinden Once 0. saatte, kapasitasyon siirecinde 5. ve 18. saatlerde ve de NCM ile
inkiibe edilen gruplarda belirlenmesinden sonra bu proteininin sperm hiicrelerindeki
ekspresyonunu belirlemek amaci ile deneylere flow sitometrik analizler ile devam
edilmistir. Bu asamada deneylere ayrica inhibitorler kullanilarak olusturulan gruplarda

eklenmistir.

Analizler esnasinda sperm hiicresinin boyutu goz Oniine alinarak Oncelikle
hiicre popiilasyonumuz secilmis, daha sonra ise bu popiilasyon icerisinde bagka
hiicrelerle birlesip hatali 1s1ma verecek hiicreleri elemek amaciyla akim sitometri
cihazi igerisindeki akis kabininden tek tek 1s1ma vererek gecgen hiicreler se¢ilmis ve de

bu hiicrelerin yogunlugu ol¢tilmiistiir.

0.saat, 5. saat, 18. saatlerde ve NCM ile Inkiibe Edilen Sperm Hiicrelerinde
NEDL?2 Ekspresyonunun Flow Sitometrik Analizi

Kapasitasyon siirecinde farkli saatlerde kuyrugun farkli bolgelerinde boyanma
siddetininim degistigini belirledigimiz NEDL2 proteininin yine kapasitasyon
stirecinde ekspesyonlarindaki degisikligi saptayabilmek i¢in yapilan flow sitometrik
analizler sonucunda immiinfloresan sonuglarla uyumlu olarak 0. saatten 18. saate

dogru NEDL?2 ekspresyonunda bir azalma gozlenmistir.

Akim sitometrisi deneylerinde her grup icin {i¢ fertil bireye ait fikse edilmis
sperm hiicreleri ile ¢alisilmistir ve bu ii¢ bireyin flow sitometri sonuglar Sekil 4.20°de

gorilmektedir.

O.saat, 5. saat, 18. saatlerde ve NCM ile inkiibe edilen sperm hiicrelerinde
NEDL?2 ekspresyonunun akim sitometrik analizi sonucu elde edilen veriler ile yapilan
istatistiksel c¢aligmalar sonucunda 0.saat; NCM grubu, 5.saat ve 18. saat ile
karsilastirilmis ve sonug¢ olarak NEDL2 ekspresyonunda azalma istatistiksel olarak
anlaml1 bulunmustur (0.5 vS.NCM. p<0,005; 0.5 vs.5.s. p<0,001; 0.s. vs. 18.s p<0,001)
( Sekil 4.21).
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Sekil 4.20. Fertil bireylerde kapasitasyon siirecinden dnce ve kapasitasyon siireci boyunca
NEDL2 ekpresyonunun gosterilmesi: D1 kodlu fertil bireyden alinan sperm 6rnekleri ile
yapilan flow sitometrik analizler sonucunda belirledigimiz sperm populasyonuna ait grafik
(solda), bu populasyonlar igerisinde tek sira halinde akis kabini igerisinden akan hiicrelere ait

sperm populasyonuna ait grafik (ortada) ve bu hiicrelere ait NEDL2 ekspresyonuna ait

grafik(sagda) goriilmektedir .
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Sekil 4.21. NEDL2 ekspresyonunun 0. saat, 5. saat, 18. Saat ve NCM gruplarinda akim
sitometrik yontemle karsilastirmali olarak degeri: Bu proteinin ekspresyonunda 0. saatten 18.
saate dogru artig goriilmiistiir. 18. saatte ise diger gruplara gére anlaml1 bir azalma
saptanmustir. Yapilan 3 farkli deneyin ortalama+SEM degerleri olarak verilmis ve istatiksel
olarak anlamli olanlar yildiz ile isaretlenmistir (0.5 vs.NCM. p<0,005; 0.s vs.5.s. p<0,001;
0.s. vs. 18.5 p<0,001).

Kapasitasyon Medyumu ve 26 S Inhibitirleri ile 18 Saat Inkiibe Edilen
Sperm Hiicrelerinde NEDL2 Ekspresyonlari

Kapasitasyon siirecinde ekspresyonunun degistigini belirledigimiz NEDL2
proteininin ubikiitin proteazom sistemi inhibitorlerinin kapasitasyon medyumuna
eklenmesi ile yapilan inkiibasyon sonucunda NEDL2 proteininin ekspresyonunda
nasil bir degisiklik oldugu saptamak amaci ile oncelikle flow sitometrik analizler
yapilmustir. Bu amagla {i¢ farkli ubikiitin proteazom sistemi inhibitorii kullanilmig ve
inhitorlerin etkisini tam olarak saptayabilmek i¢in farkli konsantrasyonlarda UPS
inhibitorleri ile hazirlanan kapasitasyon medyumlar1 ile sperm hiicreleri inkiibe

edilmistir.

UPS inhibitorleri olarak kullandigimiz MG-132, Epoksimisin ve CLBL
inhibitorlerinden esit konsantrasyonda kullanarak hazirladigimiz ~ karigimin
kapasitasyon slirecine olan etkisini saptayabilmek i¢in bu karigimlardan farkl
Konsantrasyonlarda kullanilarak eklenen kapasitasyon medyumu ile deneyler yapilmis
ve denemeler sonucunda UPS inhibitorlerinin diisiik etkili (10 mM) ve gii¢li etkili

(100 mM) oldugu iki konsantrasyon orani belirlenmistir.
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Akim sitometrisi deneylerinde bu her grup i¢in ii¢ fertil bireye ait fikse edilmis
sperm hiicreleri NEDLZ2 ile galisilmistir ve bu ii¢ bireyin flow sitometri sonuglar1 Sekil
4.22’de goriilmektedir. Sonug olarak 26S proteazom inhibitdrleri kullanilarak yapilan
kapasitasyon deneylerinde inhibitor kullanmadan sadece CM ile inkiibe edilen
gruplara gore NEDL2 ekspresyonunda artis gozlenmistir. 10 mM UPS inhibitorleri
konsantrasyonu kullanilarak hazirlanan kapasitasyon medyumu ile inkiibe edilen
gruplara gére 100 mM UPS inhibit6rleri konsantrasyonu kullanilarak hazirlanan
kapasitasyon medyumu ile inkiibe edilen gruplarda NEDL2 ekspresyonunda daha
anlamli bir artis goézlenmistir (Sekil 4.24) (18s. vs. 10 mM 26S p<0,001; 18s. vs.
100mM 26S Proteazom inhibitorii p<0,001).
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Sekil 4.22. Fertil bireylerde kapasitasyon siirecinde UPS inhibitorlerinin  NEDL2
ekpresyonuna olan etkisinin gosterilmesi: D1 kodlu fertil bireyden alinan sperm 6rnekleri ile
yapilan flow sitometrik analizler sonucunda belirledigimiz sperm populasyonuna ait grafik
(solda), bu populasyonlar igerisinde tek sira halinde akis kabini igerisinden akan hiicrelere ait
sperm populasyonuna ait grafik (ortada) ve bu hiicrelere ait NEDL2 ekspresyonuna ait grafik
(sagda) goriilmektedir.
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Kapasitasyon Medyumu ve DMSO ile 18 Saat Inkiibe Edilen Sperm
Hiicrelerinde NEDL2 Ekspresyonlart

Bu iki gruba ek olarak UPS inhibitérlerini ¢ézdiirmek igin kullandigimiz
DMSO kimyasalinin kapasitasyon silirecine olan etkisini arastirabilmek igin
kapasitasyon medyumuna sadece DMSO cklenerek inkiibe edilen sperm hiicrelerinde
de NEDL2 proteininin ekspresyonundaki degisiklikler flow sitometrik yOntemle

incelenmistir.

Akim sitometrisi deneylerinde bu grup icin li¢ fertil bireye ait fikse edilmis

sperm hiicreleri ile calisilmigtir ve bu ti¢ bireyin flow sitometri sonuglar1 Sekil 4.23°de

goriilmektedir.

Sonug olarak DMSO eklenerek hazirlanan kapasitasyon medyumu ile inkiibe
edilen gruplarda 18 saat sadece kapasitasyon medyumu ile inkiibe edilen gruba gore
NEDL2 ekspresyonunda minimal da olsa bir artis gozlenmistir (Sekil 4.24).
[statistiksel olarak anlamli bulunmayan bu artis sonucunda DMSO’ nun kapasitasyon
stirecinde ve bu siiregte NEDL2 ekspresyonu iizerinde etkili bir toksik etkisinin

olmadig1 goriilmiistiir.
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Sekil 4.23. Fertil bireylerde kapasitasyon siirecinde DMSO’nun NEDL2 ekpresyonuna
olan etkisinin gosterilmesi: D1 kodlu fertil bireyden alinan sperm 6rnekleri ile yapilan flow
sitometrik analizler sonucunda belirledigimiz sperm populasyonuna ait grafik (solda), bu
populasyonlar icerisinde tek sira halinde akis kabini icerisinden akan hiicrelere ait sperm
populasyonuna ait grafik (ortada) ve bu hiicrelere ait NEDL2 ekspresyonuna ait
grafik(sagda) gortilmektedir .
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Sekil 4.24. NEDL2 ekspresyonunun 268 Inhibitérleri ve DMSO eklenen gruplarda 18. saat
grubuna gore akim sitometrik yontemle karsilagtirmali olarak degeri: Bu proteinin
ekspresyonunda 100 mM 26S inhibitorii eklenen gruplarda saatte diger gruplara gore anlaml
bir artis saptanmistir. Sadece DMSO eklenen gruplarda ise 18. saat grubuna gére minimal bir
artig gorillmiistiir. 18s. vs. 10 mM 26S p<0,001; 18s. vs. 100mM 26S Proteazom inhibitorii
p<0,001).

4.1.2.3. NEDL2’nun Kapasitasyon Siirecinden Once ve Kapasitasyon
Siirecinde Sperm Hiicresindeki Ekspresyonunun Western Blot Yontemi ile

Analizi

Immiinofloresan ve flow sitometrik analizleri kantitatif olarak desteklemek
amaci ile Western blot analizi yapilmistir. Olusturulan kapasitasyon deney gruplarina
ait ekstraklar ile yapilan western blot analizi sonucunda elde edilen membranin
NEDL?2 antikoru ile muamelesi sonucunda NEDL2 (176 kDa) proteinine karsilik gelen
bantlarin 0.saatten 18.saate dogru arttig1 goriilmiistiir. En yogun bant ise 0. saatte
gozlenirken, kapasitasyon medyumlarina inhibitor verilen guruplar da 6zellikle yiiksek
konsantrasyonda (100 mM) inhibitér eklenen gruplarda 18. saate gore daha yogun

bantlar gézlenmistir.
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Sekil 4.25. insan sperminin kapasitasyonuna p97/VCP inhibitdrii (DBeQ) ve proteazom
inhibitorlerinin (26S) etkisi (A ve B). (A) NEDL2 protein ekspresyonu NCM (Kapasite
etmeyen medyum),0.,5. ve 18. saatlik kapasitasyon siireleri sonrasinda, 18 saatlik DBeQ (10
ve 100 mM) ve 26 S proteazom inhibitori (10 ve 100 mM) ile inkiibasyonu sonrasinda ve
inhibitorlerin hazirlandigt DMSO ile inkiibe edildikten sonra Western blot yontemi ile
degerlendirildi. (B) Image J programi kullanilarak protein bandlar1 okutuldugunda, NEDL2
ekspresyonunun 0. Saatten 18.saate dogru azalis gosterdigi (1-4 nolu bandlar), inhibitor
uygulamasi ile bu ekspresyonun arttigi (5-9 nolu bandlar) belirlenmistir. Yapilan 3 farkli
deneyin ortalama+SEM degerleri olarak verilmis ve istatiksel olarak anlamli olanlar 3 ve 2
yildiz ile isaretlenmistir. 0.s vs.18s p<0,001; star, star 0.s vs.5.s. p<0,01; 5s. vs.18s p<0.01;
18s. vs. 100mM DBeQ p<0,01; 18s. vs. 100mM 26S p<0,01; star, 18s. vs. 10mM 26S
Proteazom inhibitorii p<0,05; .

4.1.3. PAWPIn Kapasitasyonu Indiiklenmis ve Kapasitasyonu

Indiiklenmemis Hiicrelerdeki Ekspresyonu

p97/VCP ve NEDLZ2 proteinlerini takiben PAWP proteininin de kapasitasyon
stirecine girmemis ve kapasitasyon siirecinde sperm hiicresindeki ekspresyonunu
belirleyebilmek amaci ile sperm hiicreleri herhangi bir inkiibasyona tabii tutulmadan
0. saatte ve de inkiibasyonu takiben 5. ve 18. saatlerde incelenmistir. Spontan olarak

kapasitasyon siirecine giren hiicreler de PAWP lokalizasyonu ve ekspresyonunu
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saptamak i¢in ise NCM ile inkiibe edilmis ve de yine immiinofloresan, Western blot

ve akim sitometrik analizler yapilmistir.

41.3.1. PAWPIn Kapasitasyon Siirecinden Once ve Kapasitasyon

Siirecinde Insan Spermindeki Lokalizasyonunun Belirlenmesi

Sperm hiicrelerinde Kapasitasyon siirecine girmeden once PAWP’in
lokalizasyonunu saptayabilmek amaci ile sperm hiicreleri inkiibasyona tabii
tutulmadan yikama islemini takiben 0. saatte immiinfloresan yontemle incelenmistir.
PAWP’1n kapasitasyon siirecinde lokalizasyonununda bir degisiklik olup olmadigini
saptayabilmek icin ise sperm hiicreleri NCM ile 18 saatlik inkiibasyon siireci
sonrasinda ve CM ile inkiibasyon sirasinda ise 5. ve 18. saatlerde immiinofloresan
yontemle sperm hiicrelerindeki lokalizasyonuna bakilmistir. Spem hiicreleri NCM ile
de 5 saatlik inkiibasyona tabii tutulmuslardir. Fakat 5. saat NCM ile 18. saat NCM
arasinda boyanma agisindan bir fark goriilmedigi NCM ile 5 saat inkiibe edilen grup

sonuclar1 tekrar bulgular arasina konmamastir.

PAWP’in Kapasitasyon Siireci Oncesi 0. Saatte Sperm Hiicresindeki
Lokalizasyonu

PAWP’in fertil bireylere ait normal morfolojiye sahip sperm hiicrelerinde
lokalizasyonunu saptamak i¢in sperm yayma preparatlari {izerinde yapilan
immiinofloresan c¢aligmalari sonucunda sperm hiicrelerinde PAWP’mn iki farkh

boyanma paterni gosterdigi goriilmiistiir.

Sperm hiicrelerinin biiyiik bir ¢gogunlugunda goriilen birinci boyanma paternine
gore PAWP sperm kuyrugunun orta pargasinda, esas parcasinda ve de son kisminda
olmak {iizere her ii¢ bolgesinde de boyanma gdstermistir. Kuyruk orta parca ve esas
parcada ayni siddette boyanma goriiliirken kuyruk son kisimda bu bolgelere gore
azalan siddette bir boyanma goriilmiistiir. Kuyruktan daha siddetli bir sekilde baglanti
parcasinda ve de postakrozomal bolgede ¢ift ¢izgi halinde PAWP lokalizasyonu
goriilmektedir (Sekil 4.26-A).
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Az sayida goriilen ikinci boyanma paternine gore ise yine tiim kuyruk boyunca
goriilen PAWP lokalizasyonunu takiben baglantt parcasinda ve de basin
postakrozomal bolgesinde cift ¢izgi halinde iki bolgede lokalizasyon gostermistir.
Birinci boyanma paterninden farkli olarak ise orta parcada mitokondriyal bolgede esas
pargaya gore minimal azalan bir ekspresyon goriilmektedir. Yani orta pargada goriilen
bu azalma 0.saatte ¢ok belirgin olmayip minimal siddette bir azalma gostermistir.
Kuyruk son kisimda ise birinci paternde oldugu gibi boyanma siddeti esas parga ve

orta parc¢aya gore azalan siddettedir (Sekil 4.26-E).

Akrozomal bolgenin goriilmesi i¢in kullanilan PSA boyamasi sonucunda da 0.
saatte PAWP ile isaretlenen hiicrelerde akrozomal biitlinliigiin korundugu, sinirlari
diizgiin ve boyanma agisindan yogun bir akrozomal bolge gézlenmistir (Sekil 4.26-B-

F).

Yine PAWP pozitif sperm hiicrelerinin ¢ekirdek bolgesini goriintiileyebilmek
icin kullanilan DAPI boyamasi sonucunda da spermlerin postakrozomal bolgede

sinirlart diizgiin DNA sinyali verdigi goriilmiistiir (Sekil 4.26-C-G).

Immiinofloresan ¢alismalar1 ii¢ farkli dondre ait sperm yayma preparatlarinda
calisilmis ve her preparatta 200 hiicre sayillmistir. Yapilan sayimlar sonucunda
PAWP’a ait birinci boyanma paterni tiim hiicrelerin %91’inde, ikinci boyanma paterni

ise tiim hiicrelerin % 9’unda saptanmistir (Tablo 4.10).

Tablo 4.10. Fertil bireylere ait sperm yayma preparatlarinda 0. saatte goriilen
iki farkli PAWP boyanma paterninin tiim spermler i¢indeki goriilme yiizdesi: 3 farkli
fertil bireye ait sperm yayma preparatlari incelenmis, her preparattan 200 hiicre olmak
tizere toplam 600 hiicre sayilmistir.

1.Boyanma Paterni 2.Boyanma Paterni
(n=3, 600 sperm) Kuyruk (+) Kuyruk (+)
Baglant1 pargasi (+) Baglanti pargasi (+)
Postakrozomal Bolge(+) Postakrozomal Bolge(+)
PAWP
immunoreaktivitesi 91.33+1.20 8,67+1,20
(%)
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Sekil 4.26. Fertil bireylere ait sperm yayma preparatlarinda 0. saatte goriilen iki farkli PAWP
boyanma paterninin immiinfloresan yontemle goriintiilenmesi: Fertil bireylere PAWP
immiinfloresan ¢alismalar sonucunda iki farkli boyanma paterni goriilmiistiir. A: Birinci
boyanma paternine gore sperm hiicrelerinin bas bolgesinde postakrozomal bolgede cift ¢izgi
halinde PAWP lokalizasyonu goriilmistiir (beyaz ok). B: PSA boyamasi sonucunda
akrozomal yapinin diizgiin oldugu goriilmektedir. C: Cekirdek bdlgesinin goriintiilenmesi D:
Kuyruk kisminda orta ve esas parcada ayni siddette PAWP boyanmasi goriiliirken kuyruk
son pargada bu iki bolgeye gore ¢ok diisiik siddette PAWP boyanmasi goriilmiistiir (sar1 ok).
E: Ikinci boyanma paternine gore ise yine bas bolgesinde cift ¢izgi halinde iki bolgede
PAWP lokalizasyonu goriilmiistiir (okbasi). F: PSA boyamasi sonucunda akrozomal
bolgedeki boyanma siddetinin yiiksek oldugu goriilmektedir. G: Cekirdek normal
morfolojiye sahip hiicrelerle uyumlu bir sekilde postakrozomal bdlgede yer almaktadir. H:
Orta pargada esas pargaya gore minimal azalan bir boyanma ¢ok az sayida ki hiicrede
goriilmektedir (yildiz). Bar: 20 um
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NCM ile Inkiibe Edilen Gruplarda PAWP’in Sperm Hiicresindeki
Lokalizasyonu

Sperm hiicrelerinin spontan olarak kapasitasyona dogru gidip gitmeyecegini
aragtirabilmek amaci ile NCM soliisyonunda 18 saat inkiibe edilen spermler gradient
yontemi ile yikama isleminin ardindan sperm yayma preparatlari hazirlanarak

immiinofloresan olarak PAWP’ 1n sperm hiicrelerindeki lokalizasyonuna bakilmustir.

PAWP immiinoreaktivitesi 0. saatle uyumlu olarak iki farkli boyanma paterni
gostermistir (n=3). Fakat NCM ile inkiibasyona tabii tutulan hiicreler immiinfloresan
yontemi ile incelendiginde 0. saatten farkli cok nadir olarak yeni bir boyanma paterni
goriilmistiir. Bu tiglincli boyanma paternine ait hiicrelerde;

3-1) Bazi hiicrelerde kuyruk orta par¢adaki boyanma siddetinin 2. boyanma
paternine gore daha fazla azaldig1 goriilmiistiir.

3-2) Bazi hiicrelerde ise kuyruk orta par¢adaki azalmaya ek olarak kuyruk esas
parcada ki boyanma siddetinin olduk¢a bariz bir sekilde arttigi goriilmiistiir. Bu
azalmaya ayn1 zamanda postakrozomal bolgede ¢ift ¢izgi halinde goriilen PAWP
lokalizasyonununda azalmasi eslik etmektedir. Bu hiicrelerde ayrica akrozomal
bolgeyi goriintiileyebilmek i¢in yapilan PSA boyasininda siddetinin azaldig: dikkat
¢ekmektedir.

NCM grubundaki bu hiicrelerin sayisindaki artisin ¢ok anlamli olmadigi
yapilan sayimlar sonucunda goriilmiistiir. Bu gruba ait her {i¢ donore ait yapilan
sayimlar sonucunda birinci boyanma paternine ait hiicrelerin tiim hiicrelerin %
90’1n1n1, ikinci paterne ait hiicrelerin ise tiim popiilasyonun % 9’unu ve de {i¢iincii

paterne ait hiicrelerin ise tiim hiicrelerin %1’ini olusturdugu goriilmiistiir.

Tablo 4.11. NCM ile inkiibe edilen gruba ait sperm hiicrelerinde goriilen ti¢
farkli PAWP boyanma paterninin tiim spermler igindeki goriilme yiizdesi: 3 farklh
fertil bireye ait sperm yayma preparatlari incelenmis, her preparattan 200 hiicre olmak
tizere toplam 600 hiicre sayilmistir.

1.Boyanma Paterni 2.Boyanma Paterni 3.Boyanma Paterni
(n=3, 600 sperm) Kuyruk (+) Kuyruk (+) Kuyruk (+)
Baglanti pargas (+) Baglanti pargasi (+) Baglanti pargasi (+)
Postakrozomal Bolge(+) Postakrozomal Bolge(+) Postakrozomal Bolge(+)
_ PAWP — 88,67£1.33 9,67+0,67 1,33+0,33
immunoreaktivitesi
(%)
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3-1. Boyanma Paterni

Sekil 4.27. NCM grubuna ait sperm yayma preparatlarinda goriilen PAWP boyanma
paterninin immiinfloresan yontemle goriintiillenmesi: Fertil bireylerde PAWP immiinfloresan
caligmalar sonucunda iki farkli boyanma paterni gériilmistiir. A: Birinci boyanma
paterninde sperm hiicrelerinin bas bolgesinde postakrozomal bolgede ¢ift ¢izgi halinde
PAWP lokalizasyonu goriilmiistiir. B: PSA boyamasi sonucunda akrozomal yapinin diizgiin
oldugu goriilmektedir. C: Cekirdek bolgesinin goriintiilenmesi D: Kuyruk kisminda orta
parcada ikinci boyanma paternine gore azalan siddette PAWP boyanmasi goriilmiistiir (sart
0k). Bar: 20 um

PAWP’in Kapasitasyon Siirecinde 5. Saatte Sperm Hiicresindeki
Lokalizasyonu

Fertil bireylerden alinan sperm orneklerinde, PAWP proteininin kapasitasyon
stirecinde 5. saatteki lokalizasyonunu belirleyebilmek i¢in p97/VCP ve NEDL2
antikorlartyla yapilan deneylerde oldugu gibi sperm hiicreleri CM ile 5 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyonu takiben yapilan sperm yayma preparatlarinda PAWP
immiinoreaktivitesi diger gruplarda oldugu gibi basin postakrozomal bdlgesinde ve
tiim kuyruk boyunca belirlenmistir (n=3). Bu grupta da NCM grubunda oldugu gibi ii¢

farkli boyanma paterni goriilmiistiir.

Bu grupta ki sperm hiicrelerinde NCM grubunda oldugu gibi birinci ve ikinci
boyanma paternlerine ek olarak {i¢lincii boyanma paternine ait hiicreler goriilmiistiir.

Fakat bu paterne ait hiicrelerin bir kisminda goriilen kuyruk esas pargada ki PAWP
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boyanma siddetinin bariz bir sekilde arttig1 3-2. boyanma paterninine ait hiicrelerin

sayisinda ve 3-1. boyanma paternine ait hiicrelerin de sayisinda artis goriilmektedir.

Sonug olarak 5. saat grubunda 3. boyanma paternine ait hiicrelerin sayisinda
artig goriilmiis bu artis1 olusturan hiicrelerin ¢ogununda 3-1. boyanma paternine ait
hiicrelerden olustugu gézlenmistir. Bu guruba ait dikkat ¢eken bir diger bulgu ise 2.
boyanma paternine ait hiicrelerin yiizdesinin NCM grubuna goére artmis, 1. boyanma

paternine ait hiicrelerin ise yiizdesinin azalmis olmasidir.

Bu gruba ait her {i¢ donore ait sperm yayma preparatlarinda yapilan sayimlar
sonucunda birinci boyanma paternine ait hiicrelerin tiim hiicrelerin % 79’unu, ikinci
paterne ait hiicrelerin ise tim popiilasyonun % 16’sim1 ve de liglincli paterne ait

hiicrelerin ise tiim hiicrelerin %5’ini olusturdugu gorilmistiir.
gu g §

3-2. Boyanma Paterni

Sekil 4.28. Fertil bireylerde 5. saatte PAWP boyanma paterninin immiinfloresan yontemle
goriintiilenmesi: A: Birinci boyanma paternine gore sperm hiicrelerinin bas bolgesinde
postakrozomal bélgede cift ¢izgi halinde PAWP lokalizasyonu goriilmiistiir (sar1 ok). Tlk
olarak NCM grubunda gordiigiimiiz, 5. saat grubunda ise goriilme ylizdesinin arttig1 3-2.
boyanma paterninde hiicrelerin postakrozomal bolgesinde ¢ift ¢izgi halinde goriilen PAWP
lokalizasyonunun kaybolmaya bagladigi gézlenmistir (sar1 okbasi). B: PSA boyamasi
sonucunda 3-2. boyanma paterni gosteren hiicrelerde akrozomal bolgede PSA boyanma
siddetinin azalmistir (sar1 yildiz). C: Cekirdek bolgesinin goriintiilenmesi D: 3-2. boyanma
paterni gosteren hiicrelerin Kuyruk esas pargasinda artmis PAWP boyanmasi goriiliirken
(pembe 0k), birinci boyanma paternine ait sperm hiicrelerinin kuyruk orta ve esas pargasinda
ayni1 siddette, kuyruk son parcada ise orta ve esas pargaya gore azalan siddette PAWP
boyanmas1 gbzlenmistir (mavi ok). Bar: 20 um
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PAWP’in Kapasitasyon Siirecinde 18. Saatte Sperm Hiicresindeki

Lokalizasyonu

Fertil bireylerden alinan sperm 6rneklerinde PAWP proteininin kapasitasyon
stirecinde 18. saatteki lokalizasyonunu belirleyebilmek i¢in sperm hiicreleri CM ile 18
saat inkiibe edilmis, inkiibasyonu takiben yapilan sperm yayma preparatlarinda PAWP
immiinoreaktivitesi NCM ve 5. saat gruplar1 ile uyumlu olarak 3 farkli boyanma

paterni gostermistir (N=3).

18. s inkiibasyon

Sekil 4.29. Fertil bireylere ait sperm yayma preparatlarinda 18. saatte PAWP boyanma
paterninin immiinfloresan yontemle goriintiilenmesi: A: Birinci boyanma paternine gore
sperm hiicrelerinin bas bdlgesinde postakrozomal bolgede ¢ift ¢izgi halinde PAWP
lokalizasyonu goriilmiistiir (sar1 ok). Ilk olarak NCM grubunda gérdiigiimiiz ve de 5. saat
grubunda ise goriilme ylizdesinin arttig1 3-2. boyanma paterninde ise hiicrelerin bagin
postakrozomal bolgesinde ¢ift ¢izgi halinde goriilen PAWP lokalizasyonunun kaybolmaya
basladig1 gézlenmistir (sar1 okbasi). B: PSA boyamasi sonucunda 3-2. boyanma paterni
gosteren hiicrelerin akrozomal bolgesinde ki PSA boyanma siddetinin azaldig1 gézlenmistir
(sar1 y1ldiz). C: Cekirdek bolgesinin goriintiilenmesi D: 3-2. boyanma paterni gdsteren
hiicrelerin kuyruk esas parcasinda artmis PAWP boyanmasi goriiliirken (pembe ok), birinci
boyanma paternine ait sperm hiicrelerinin kuyruk orta ve esas pargasinda ayni siddette,
kuyruk son parcada ise orta ve esas parcaya gore azalan siddette PAWP boyanmasi
gozlenmistir (mavi ok). Bar: 20 um
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5. saat grubuna gore boyanma patern goriilme ylizdesinin degistigi bu grupta
birinci boyanma paterni tiim hiicreler igerisinde % 65 oraninda, ikinci boyanma paterni
% 21 oraninda tiglincli boyanma paterni ise %14 oraninda goriilmustiir. Kapasite
oldugunu diislindiiglimiiz {i¢lincii boyanma paternine ait hiicrelerin goriilme ytlizdesi
NCM ve 5. saat grubuna gore artis gostermistir. Bu bulguya paralel olarak ikinci
boyanma paternine ait hiicrelerin tiim spermler i¢indeki ylizdeside NCM ve 5. saat

grubuna gore artis gostermistir.

Tablo 4.12. Fertil bireylere ait sperm yayma preparatlarinda 18. saatte goriilen
tic farkli PAWP boyanma paternlerinin tiim spermler i¢indeki goriilme yiizdesi: 3
farkli fertil bireye ait sperm yayma preparatlari incelenmis, her preparattan 200 hiicre
olmak iizere toplam 600 hiicre sayilmistir.

1.Boyanma Paterni 2.Boyanma Paterni 3.Boyanma Paterni
(n=3, 600 sperm) Kuyruk (+) Kuyruk (+) Kuyruk (+)
Baglanti pargasi (+) Baglanti pargasi (+) Baglant1 pargas (+)
Postakrozomal Bolge(+) Postakrozomal Bolge(+) Postakrozomal Bolge(+)
PAWP
immunoreaktivitesi 65+2,31 21,33+1,20 13,67+1,20
(%)

100

H 1. boyanma

80 - paterni
-
6
H 2. boyanma
paterni
4
2 3. boyanma
T T .
- == paterni

O.saat 5.saat NCM 5. saat CM 18. saat NCM18. saat CM

PAWP immunoreaktivite ylizdesi
(%)
o o o

o

Sekil 4.30. PAWP proteininin 0. saat, NCM ile inkiibasyon siirecinde 5. ve 18.
saatlerde, CM ile inkiibasyon siirecinde 5. ve 18. saatlerde gostermis oldugu 1 .2. ve 3.
boyanma paternlerine ait goriilme yiizdesi: 3 farkli fertil bireye ait sperm hiicreleri
kullanilmig ve her bireyden 200 hiicre sayilmistir (n=3).
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4.1.3.2. PAWP’In Kapasitasyon Siirecinden Once ve Kapasitasyon

Siirecinde Sperm Hiicresindeki Ekspresyonunun Flow Sitometrik Analizi

Fertil bireylere ait sperm hiicrelerinde PAWP lokalizasyonunun kapasitasyon
stirecinden Once 0. saatte, kapasitasyon siirecinde 5. ve 18. saatlerde ve de NCM ile
inkiibe edilen gruplarda belirlenmesinden sonra bu proteininin sperm hiicrelerindeki
ekspresyonunu belirlemek amaci ile deneylere flow sitometrik analizler ile devam
edilmistir. Bu asamada deneylere ayrica inhibitorler kullanilarak olusturulan gruplarda

eklenmistir.

Analizler esnasinda sperm hiicresinin boyutu goz Oniine alinarak oOncelikle
hiicre popiilasyonumuz secilmis, daha sonra ise bu popiilasyon igerisinde baska
hiicrelerle birlesip hatali 1s1ma verecek hiicreleri elemek amaciyla akim sitometri
cihazi igerisindeki akis kabininden tek tek 1s1ma vererek gecen hiicreler se¢ilmis ve de

bu hiicrelerin yogunlugu ol¢tilmiistiir.

0.saat, 5. saat, 18. saatlerde ve NCM ile Inkiibe Edilen Sperm Hiicrelerinde
PAWP Ekspresyonunun Flow Sitometrik Analizi

Kapasitasyon siirecinde bas kisminin postakrazomal bdlgesinde cift ¢izgi
halinde bulunan lokalizasyonunun ve kuyruk orta ve esas parcada ki boyanma
siddetininin degistigini belirledigimiz PAWP proteininin yine kapasitasyon siirecinde
ekspesyonlarindaki degisikligi saptayabilmek ic¢in yapilan flow sitometrik analizler
yapilmistir. Immiinfloresan sonuglarla uyumlu olarak 0. saatle NCM arasinda anlamli
bir fark bulunmazken, 5. saatte 0. saate gére minimal bir artig, 18. saatte ise 0. saate

gore 5. saatle kiyasla daha belirgin bir artis gézlenmistir (Sekil 4.31).

Akim sitometrisi deneylerinde her grup i¢in ii¢ fertil bireye ait fikse edilmis
sperm hiicreleri ile calisilmistir ve bu ii¢ bireyin flow sitometri sonuglar1 Sekil 4.31°de
goriilmektedir. Sonu¢ olarak gruplar arasinda sadece 0. saat ve 18. saat
karsilastirildiginda istatistiksel olarak bu iki grup arasinda anlamli bir artig goriilmiis
(0.s. vs. 18.s p<0,001) fakat bu artisin kapasitasyon basarisi oranlarina gore

immiinfloresan sonuglarla uyumlu olarak anlamli olmadig1 gortilmistiir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.31. Fertil bireylerde kapasitasyon siirecinden dnce ve kapasitasyon siireci boyunca
PAWP ekpresyonunun gosterilmesi: D1 kodlu fertil bireyden alinan sperm ornekleri ile
yapilan flow sitometrik analizler sonucunda belirledigimiz sperm populasyonuna ait grafik
(solda), bu populasyonlar igerisinde tek sira halinde akis kabini igerisinden akan hiicrelere ait
sperm populasyonuna ait grafik (ortada) ve bu hiicrelere ait PAWP ekspresyonuna ait
grafik(sagda) goriilmektedir.
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Sekil 4.32. PAWP ekspresyonunun 0. saat, 5. saat, 18. Saat ve NCM gruplarinda akim
sitometrik yontemle karsilastirmali olarak degeri: Bu proteinin ekspresyonunda 0. saatten 18.
saate minimal bir artig gériilmiistiir. Sadece 18. saatte ise diger gruplara gére anlamli bir artig

saptanmustir. Yapilan 3 farkli deneyin ortalama+SEM degerleri olarak verilmistir (0.S. vs.
18.s p<0,001).

Kapasitasyon Medyumu ve 26 S Inhibitorleri ile 18 Saat Inkiibe Edilen
Sperm Hiicrelerinde PAWP Ekspresyonlari

Kapasitasyon siirecinde lokalizasyonunun ve ekspresyonunun degistigini
belirledigimiz PAWP proteininin ubikiitin proteazom sistemi inhibitdrlerinin
kapasitasyon medyumuna eklenmesi ile yapilan inkiibasyon sonucunda PAWP
proteininin ekspresyonunda nasil bir degisiklik oldugu analiz edilmistir. Bu amagla ii¢
farkli ubikiitin proteazom sistemi inhibitorii kullanilmis ve inhitorlerin etkisini tam
olarak saptayabilmek i¢in farkli konsantrasyonlarda UPS inhibitorleri ile hazirlanan

kapasitasyon medyumlari ile sperm hiicreleri inkiibe edilmistir.

UPS inhibitorleri olarak kullandigimiz MG-132, Epoksimisin ve CLBL
inhibitorlerinden esit miktarda kullanarak hazirladigimiz karisimin kapasitasyon
slirecine olan etkisini saptayabilmek icin bu karigimlardan farkli konsantrasyonlarda
kullanilarak eklenen kapasitasyon medyumu ile deneyler yapilmis ve denemeler
sonucunda UPS inhibitdrlerinin diisiik etkili (10 mM) ve giiclii etkili (100 mM) oldugu

iki konsantrasyon orani belirlenmistir.
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Akim sitometrisi deneylerinde her grup icin {i¢ fertil bireye ait fikse edilmis

sperm hiicreleri ile calisilmistir ve bu ii¢ bireyin flow sitometri sonuglar1 Sekil 4.33°de

gorilmektedir.
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Sekil 4.33. Fertil bireylerde kapasitasyon siirecinde UPS inhibitorlerinin PAWP
ekpresyonuna olan etkisinin gosterilmesi: D1 kodlu fertil bireyden alinan sperm 6rnekleri ile
yapilan flow sitometrik analizler sonucunda belirledigimiz sperm populasyonuna ait grafik
(solda), bu populasyonlar igerisinde tek sira halinde akis kabini igerisinden akan hiicrelere ait
sperm populasyonuna ait grafik (ortada) ve bu hiicrelere ait PAWP ekspresyonuna ait grafik

(sagda) goriilmektedir.
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Sonug olarak 10 mM UPS inhibitorleri konsantrasyonu kullanilarak hazirlanan
kapasitasyon medyumu ile inkiibe edilen gruplara gére 100 mM UPS inhibitorleri
konsantrasyonu kullanilarak hazirlanan kapasitasyon medyumu ile inkiibe edilen
gruplarda PAWP ekspresyonundan elde edilen veriler ile yapilan istatistiksel analizler

sonucunda anlamli bir sonug elde edilememistir. (Sekil 4.35).

Kapasitasyon Medyumu ve DMSO ile 18 Saat Inkiibe Edilen Sperm
Hiicrelerinde PAWP Ekspresyonlart

Bu iki gruba ek olarak hem UPS inhibitorlerini ¢ozdiirmek i¢in kullandigimiz
hemde p97/VCP inhibitoriinii ¢ézdiirmek i¢in kullandigimiz DMSO kimyasalinin
kapasitasyon siirecine olan etkisini arastirabilmek icin kapasitasyon medyumuna
sadece DMSO eklenerek inkiibe edilen sperm hiicrelerinde de p97/VCP proteininin

ekspresyonundaki degisiklikler flow sitometrik yontemle incelenmistir.
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Sekil 4.34. Fertil bireylerde kapasitasyon siirecinde DMSO’nun PAWP ekpresyonuna olan
etkisinin gosterilmesi: D1 kodlu fertil bireyden alinan sperm 6rnekleri ile yapilan flow
sitometrik analizler sonucunda belirledigimiz sperm populasyonuna ait grafik (solda), bu
populasyonlar icerisinde tek sira halinde akis kabini icerisinden akan hiicrelere ait sperm
populasyonuna ait grafik (ortada) ve bu hiicrelere ait PAWP ekspresyonuna ait grafik (sagda)
goriilmektedir .
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Akim sitometrisi deneylerinde bu grup i¢in ii¢ fertil bireye ait fikse edilmis
sperm hiicreleri ile calisilmistir ve bu ii¢ bireyin flow sitometri sonuglar1 Sekil 4.34’de

goriilmektedir.

Sonug olarak DMSO eklenerek hazirlanan kapasitasyon medyumu ile inkiibe
edilen gruplarda 18 saat sadece kapasitasyon medyumu ile inkiibe edilen gruba gére

PAWP ekspresyonunda anlamli bir azalma goézlenmemistir (Sekil 4.35).

2500

2000 MW 18.saat
1500 = DMSO
1000 H 10 mM 26S
500 H 100 mM 26S
0

Sekil 4.35. PAWP ekspresyonunun 26S Inhibitorleri ve DMSO eklenen gruplarda 18. Saat
grubuna gore akim sitometrik yontemle karsilagtirmali olarak degeri: Bu proteinin
ekspresyonunda 100 mM 26S inhibitdrii eklenen gruplarda saatte diger gruplara gére anlamli
bir artis saptanmistir. Sadece DMSO eklenen gruplarda ise 18. saat grubuna gore minimal bir
artis goriilmiistiir. Yapilan 3 farkli deneyin ortalama+SEM degerleri olarak verilmistir (18.S
vs. 100 mM DMSO p<0,001).

Ortalama PAWP Floresan Yogunlugu

4.1.1.3. PAWPIn Kapasitasyon Siirecinden Once ve Kapasitasyon
Siirecinde Sperm Hiicresindeki Ekspresyonunun Western Blot Yontemi ile

Analizi

Immiinofloresan ve flow sitometrik analizleri kantitatif olarak desteklemek
amaci ile Western blot analizi yapilmistir. Olusturulan kapasitasyon deney gruplarma
ait ekstraklar ile yapilan western blot analizi sonucunda elde edilen membranin PAWP
antikoru ile muamelesi sonucunda PAWP (32 kDa) proteinine karsilik gelen bantlarin
(O.saatten 18.saate dogru artt1ig1 goriilmiistiir. En yogun bant ise 18. saatte gozlenirken,

kapasitasyon medyumlarina inhibitér verilen guruplar da ozellikle yiiksek
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konsantrasyonda (100 mM) inhibitér eklenen gruplarda 18. saate gore daha az

yogunlukta bantlar gézlenmistir.

10mm 100mM 10mM 100mM
NCM 0.s 5.s 18.s DBeQ DBeQ 26S 26S DMSO

PAWP

B-aktin

35

25

15
: |

1
0 .

18.s 10mm 100mm 10mm 100mm DMSO
DBeQ DBeQ 265 265

PAWP protein diizeyi (AU)
~

Sekil 4.36. insan sperminin kapasitasyonuna p97/VCP inhibitorii (DBeQ) ve proteazom
inhibitorlerinin (26S) etkisi (A ve B). (A) PAWP protein ekspresyonu NCM (Kapasite
etmeyen medyum),0.,5. ve 18. saatlik kapasitasyon siireleri sonrasinda, 18 saatlik DBeQ (10
ve 100 mM) ve 26 S proteazom inhibitorii (10 ve 100 mM) ile inkiibasyonu sonrasinda ve
inhibitorlerin hazirlandigi DMSO ile inkiibe edildikten sonra Western blot yontemi ile
degerlendirildi. (B) Image J programi kullanilarak protein bandlar1 okutuldugunda, PAWP
ekspresyonunun 0. Saatten 18.saate dogru azalis gosterdigi (1-4 nolu bandlar), inhibitor
uygulamasi ile bu ekspresyonun ise 10mM DBeQ ve 100mM 26S proteazom inhibitdrii ile
daha da azaldigi belirlenmistir. Fakat 100 mM DBeQ ve 10mM 268 inhibitér uylumasi ile
anlaml1 derecede bir diislis saptanmamugstir. Yapilan 3 farkli deneyin ortalama+SEM
degerleri olarak verilmis ve istatiksel olarak anlamli olanlar 2 ve 1 yildiz ile isaretlenmistir.
Star,star, 0.s vs.18s p<0,01; star, 0.s vs.5.s. p<0,05; 18s vs 10 mM DBeQ p<0.05; 18s. vs.
100mM DBeQ p<0,05.
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4.1.4. Insan Sperm Kapasitasyonunda Akrozomal Reaksiyonun PSA ile
Belirlenmesi

Insan sperm hiicresinin akrozomal bdlgesini isaretlemek i¢in kullanilan PSA
marker1 ile yapilan akim sitometrik deneyler sonucunda, immiinfloresan analizlerin
sonugclari ile uyumlu olarak PSA ekspresyonunun 0. saatten 18. saate dogru azaldigi
gdriilmiistiir. Inhibitor verilen gruplarda ise 18 saat inkiibasyon gruplarina gore bir

artis gosterdigi gozlenmistir.

1 D1 NCM

1 D110 mM 26S
1 D110 mM DBEQ
1! 1 D10.h

— D1DMSO

1 D15h

1 D1100 mM 26S
D118 h.

D1 100 mM DBEQ

100

80

Count (%)

o

1039 10° 108 108
FITC-H

Sekil 4.37. Kapasite edilen ve inhibitér uygulanan deney gruplarinda PSA ekspresyonunun
gruplar arasinda karsilagtirmali gosterilmesi

Spermlerin kapasitasyon siirecine girmeleri amaci ile yapilan inkiibasyon

deneylerinde NCM grubu ile birlikte bazi hiicrelerin akrozomal bolgesinin
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biitiinliigliniin bozulmaya basladigi, sinirlarimin diizensizlik gosterdigi ve de PSA
boyanma siddetinin azaldigi saptanmistir. NCM grubu ile goriilmeye baglayan bu
hiicrelerin goriilme yiizdesinin 0. saatten 18. saate dogru anlamli bir sekilde arttig
immiinflorean analizler sonucu ile belirlenmis ve bu sonuclar elde edilen akim
sitometri deneylerinden elde edilen bulgularimizda immiinfloresan sonuglari

desteklemistir.

350.000

300.000 ED10.h

H D1 NCM

250.000 D15.h

.
.
200.000 I EmD118h.
T E D1 10 mM DBEQ
190:000 D1 100 mM DBEQ
100.000 H D110 mM 26S
B D1 100 mM 265
°0-000 ' m D1 DMSO
0

Sekil 4.38. Kapasite edilen ve inhibitor uygulanan deney gruplarinda PSA ekspresyonunun
gruplar arasinda istatistiksel analizi: PSA ekspresyonunda 0. saatten 18. saate dogru anlaml
bir azalma goriilmiis, 18. saat grubu ile karsilarildiginda ise inhibitor gruplarinda anlamli bir

azalma saptanmistir (0. s vs 5. s p <0,005; 0. s vs 18. s p <0,001; 18. s vs 10 mM DBEQ
p<0,005; 18. s vs 10 mM DBEQ p<0,005; 18. s vs 10 mM DBEQ p<0,005; 18. s vs 100 mM
26S p<0,001

PSA Floresan Yogunlugu

Ozellikle in vitro kapasitasyon deneyleri sonucunda insan spermi i¢in ideal
inkiibasyon siiresi olarak belirledigimiz 18. saat grubunda PSA ekspresyonunun
olduk¢a anlamli bir sekilde azalmasi ile kapasitasyon siirecinde akrozomal
memranlarin degisimler gegirerek akrozomal reaksiyona hazirlandig1 6nemli bir bulgu

olarak elde edilmistir.

Ayrica kapasitasyon siiresi boyunca lokalizasyon ve ekspresyonunun
akrozomal bolgede anlaml bir sekilde degistigi p97/VCP proteininde, PSA ile elde
ettigimiz bu bulgularla kapasitasyon ve akrozomal reaksiyon arasinda bir koprii

kurdugu bulgusu giiclii bir sekilde desteklenmistir.
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4.2. Ubikiitin Proteazom Sistemi (UPS) Proteinlerinden p97/VCP ve
NEDL2 Proteinlerinin Fertil ve Infertil Bireylere Ait Sperm Hiicrelerinde Ki

Ekspresyonlari

Ubikiitin Proteazom Sistemi Proteinlerinden p97/VVCP, NEDL2 ve PAWP’ in
kapasitasyon siirecindeki rolii belirlendikten sonra bu proteinlerin fertil ve infertil
bireylerdeki ekpresyon farkliliklari belirlenmistir. Kapasitasyon deneylerinde ¢alisilan
PAWP molekiili daha oncesinde Dr. Sutovsky laboratuarinda fertil ve infertil
bireylerde gosterildigi ve yayin haline getirildigi i¢in tezimin bu agamasinda PAWP

degerlendirilmesi fertil ve infertil hasta gruplarindaki ¢alismaya dahil edilmemistir.

Fertil ve Infertil Bireylerin Semen Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Tezimin bu kisminda UPS sistemi ile iliskili oldugunu diistindiigiimiiz
proteinlerden olan p97/VCP ve NEDL2 proteinlerinin fertil ve infertil bireylerdeki
lokalizasyonlar1 ve de ekspresyonlari arasinda bir fark olup olmadigini tespit etmek

amaci ile bu proteinler fertil ve infertil bireylerde karsilagtirmali olarak ¢aligilmistir.

Fertil (n=10) ve infertil (n=10) bireylere ait sperm hiicrelerindeki p97/VCP ve
NEDL2 proteinlerine ait lokalizasyon immiinofloresan yOntemiyle, protein
ekspresyonlar1 ise Western blot ve akim sitometrisi yontemleriyle degerlendirilmistir.
Ayrica fertil ve infertil bireylerde p97/VCP lokalizasyonu ve ekspresyonu, Prof. Dr.
Peter Sutovsky’nin, Missouri Universitesi (ABD) Sperm Fizyoloji Laboratuvarinda

bulunan Goriintiilemeli Akim Sitometri yontemi ile de incelenmistir.

Fertil (n=10) ve infertil (n=10) bireyler WHO (Diinya Saglik Orgiitii, 2010,
Laboratuvar El Kitabi, Insan semeninin incelenmesi ve islemlerden gegirilmesi, 5.
Baski, Cambridge Universitesi, Cambridge, UK) kriterlerine gore standart semen
analizi ve Kruger morfoloji testine tabii tutulmustur. Cinsel perhiz siiresi 2-7 giin
arasinda olan bireylerden semen 6rnekleri alinmistir. Standart semen analizi ile sperm
Orneginin hacmi, ejakiilatin mililitredeki sperm sayisi, tiim ejakiilattaki sperm sayisi,
tiim spermlerin hareketlilik yiizdesi, ileri hareketli spermlerin yiizdesi ve likefikasyon

stiresi gibi kriterlere bakilmistir ve Tablo 4.13 ve Tablo 4.14° de 6zetlenmistir.
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Sperm morfolojisi ise Kruger kriterlerine gore bakilmistir ve her bir sperm
hiicresi bas, akrozomal bdlge, mitokondriyal bolge ve kuyruk bdlgesinin morfolojisi
acisindan degerlendirilmistir. Kruger morfoloji analizi i¢in her bireye ait sperm yayma
preparatlar1 Diff Quik boyama ile boyandiktan sonra 200 hiicre morfolojik incelemeye
tabii tutulmustur. Tezimde kullandigim fertil bireylere ait semen analizi ve Kruger test
sonuglari tablo ‘de ve infertil bireylere ait semen analizi ve Kruger test sonuglari ise

tablo 4.15’de verilmistir.

Oncelikle calismaya dahil edilen her bir fertil ve infertil bireye ait semen analiz
sonuglar1 asagidaki tablolarda gosterilmektedir. Bu tablolarda fertil ve infertil
bireylere ait semen parametrelerine tek tek (Tablo 4.13 ve Tablo 4.14) ve topluca
(Tablo 4.15) bakildiginda bu parametrelerin bazilarinda fertil ve infertil bireyler
arasinda istatiksel olarak farkliliklar gozlenmistir. Fertil bireylerde, semen hacminin,
sperm konsantrasyonunun, sperm hareketliliginin ve normal morfolojiye sahip sperm
yiizdesinin infertil bireylere gore yiiksek oldugu saptanmustir. Fertil bireylerde
toplam ejakiilatin mililitresinde 58x10° olan sperm sayis1 infertil bireylerde oldukca
diisiis gdstermis olup ortalama 14,5x10° bulunmustur. Yine bu bulgularla uyumlu
olarak fertil bireylerde ortalama %70,3 olan sperm hareketliligi infertil bireylerde
%42,6 olarak diistis gostermistir. Normal morfolojiye sahip hiicrelerin yiizdesi fertil
bireylerde %44,6 iken infertil bireylerde %11,2 olarak ciddi bir diisiis gdstermis olup,
bazi bireylerde %1, %2 gibi oldukca diisiik degerler gostermistir.

Likefikasyon siiresi ve bireylere ait yas ortalamasi ise bu bulgularla negatif

korelasyon gostermektedir. Likefikasyon siiresi ve yas ortalamasi sonuglarinin ise

fertil bireylerde infertil bireylere gore diisiik oldugu saptanmistir.
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Tablo 4.13. Fertil bireylere ait standart semen analizi ve Kruger morfoloji

sonuglar
~ |z | E g2 |Z S
E 55 8:-% |2 |52 . |24
T &8 |& |2 3
Fertil 1 2 190 380 68,4 63,1 48 42 | 50 dk
(F1)
Fertil 2 7 65 455 73,8 69,2 72 30 | 15dk.
(F2)
Fertil 3 3 68 204 64,7 61,7 86 36 | 40 dk.
(F1)
Fertil 4 2,5 30 75 73,30 60 61 29 | 40 dk.
(F4)
Fertil 5 1,8 70 126 90 87,1 22 32 | 30 dk.
(F5)
Fertil 6 3 70 210 65,7 60 36 38 | 20 dk.
(F6)
Fertil 7 6 16 96 75 56,2 28 28 | 55 dk.
(F7)
Fertil 8 2 40 80 72,5 70 32 40 | 35dk.
(F8)
Fertil 9 1,5 20 30 75 60 37 27 | 45 dk.
(F9)
Fertil 10 4 17 68 45 41 24 22 | 25 dk.
(F10)
Fertil 3,28 | 58,6 | 172,4 70,3 62,8 44,6 32,4 | 35dk.
(Ortalama)
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Tablo 4.14. infertil bireylere ait standart semen analizi ve Kruger morfoloji

sonugclari
z £ S = c

E 5% 8zg3. |Feo704 . 03

T &g |8 |2 3
Infertil 1 3 46 138 60,5 56,5 1 45 | 40 dk.
(IF1)
Infertil 2 1 24 48 80 80 3 36 | >60 dk.
(IF2)
infertil3 | 1,8 | 2 3,6 50 50 1 24 | 50 dk.
(IF3)
Infertil 4 5 16 80 68,5 | 62,5 2 38 | 40 dk.
(IF4)
infertil5 | 1,5 | 5 7,5 60 40 2 37 | >60 dk.
(IF5)
infertil6 | 25 | 8 20 37,5 25 15 32 | 40dk.
(IF6)
infertil7 | 45 | 2 9 50 50 26 35 | 30dk.
(IF7)
infertil8 | 0,75 | 21 | 1575 | 619 | 57,1 30 39 | 30dk.
(IF8)
infertil9 |05 20 10 15 5 18 41 | >60dk.
(IF9)
Infertil 10 | 3 1 3 0 0 14 44 | >60 dk.
(IF10)
infertit | 235|145 | 335 | 483 | 426 11,2 | 37 | 47dk.
(Ortalama)
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Tablo 4.15. Fertil ve infertil bireylere ait semen parametrelerinin
karsilastirilmast. Fertil ve infertil bireylerde semen parametrelerinden yas ve ejakiilat
hacmi (Ortalama+SEM) haricinde diger parametrelerde anlamli diizeyde farkliliklar
belirlenmistir. Bu anlamlilik p degeri ile ifade edilmis ve p<0.05 anlaml1 olarak kabul

edilmistir.

Parametre Infertil (n:10) Fertil (n:10) P degeri
Yas (y1l) 37.1+1.9 32442 0.1
Konsantrasyon (x10%/ml) 14.5+4.6 582 +16.2 0.007
Motilite (%) 48.3+7.8 70.3£3.8 0.02
Total sperm sayis1 (x10°) 33.5£13.9 172445 0.003
fleri hareketli sperm (%) 42.6+8 63.83+3.7 0.03
Morfoloji (%) 6.7£3.5 28.6+6.7 =<0,001
Hacim (ml) 23+04 3.3+ 0.6 0.2

4.2.1. Fertil ve Infertil Bireylerin Spermlerinde Ubikiitin Proteazom

Sistemi (UPS) Proteinlerinden p97/VCP’ nin Ekspresyonu

p97/VCP  proteininin  fertil ve infertil bireylerdeki lokalizasyonu
immiinofloresan yontemle, ekspresyonu ise Akim Sitometri, Goriintiilemeli Akim

Sitometri ve Western blot yontemleri ile incelenmistir.

4.2.1.1. Fertil ve Iinfertil Bireylerin Spermlerinde p97/VCP’nin

Lokalizasyonu

p97/VCP’nin fertil ve infertil bireylerin sperm hiicrelerindeki lokalizasyonunu
karsilastirmali  olarak incelemek i¢in sperm yayma preparatlar1 indirek
immiinofloresan yontemiyle boyanmis floresan mikroskobisi altinda incelenmistir.
Oncelikle fertil bireylerden alinan sperm ejakiilatlarindan yapilan sperm yayma
preparatlarinda p97/VCP’ye ait primer antikorlar ve floresan isaretli sekonder antikor

kullanilarak p97/VCP’nin lokalizasyonuna bakilmistir.

Immiinofloresan yontemi uygulanan sperm yayma preparatlari incelendiginde,
p97/VCP’nin genel olarak sperm basi, kuyrugu ve baglant1 par¢asinda lokalize oldugu

belirlenmistir (Tablo 4.16). Fertil bireylerde immun boyanma gostermeyen sperm
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yiizdesi fazla olmasina ragmen, en fazla p97/VCP lokalizasyonunun spermin kuyruk

bolgesinde oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.16. Fertil insan sperminde p97/VCP lokalizasyonu: 10 fertil bireye ait
sperm yayma preparatlarinda p97/VCP immunlokalizasyonu her preparattan 200
sperm hiicresi sayilarak toplamda 2000 spermde degerlendirilmistir. p97/VCP’nin
fertil birey spermlerinde en fazla kuyruk bolgesinde lokalize oldugu saptanmustir.

p97/VCP immunreaktivitesi
(%)
Fertil (n=10, 2000 sperm) 55+4,9 | 15+£2,6 10+5,9 20+2.7

Negatif | Bas | Baglanti parcas1 | Kuyruk

Bu tekli lokalizasyonlara ek olarak, fertil bireylerin sperm hiicrelerinde
p97/VCP’nin hem bas, hem kuyruk hem de orta pargada birlikte lokalizasyon
gosterdikleri ti¢ farkli boyanma seklinin (paterninin) oldugu goriilmiistiir. Birinci
boyanma paterninde p97/VCP’nin tiim sperm kuyrugu boyunca, baglanti par¢asinda
ve de basin distal ekvatoryal bolgesinde tek ¢izgi halinde lokalize oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.39). Ikinci boyanma paterninde ise p97/V CP’nin tiim sperm kuyrugu boyunca,
baglant1 pargasinda ve de distal ekvatoryal bolgede cift ¢izgi halinde lokalize oldugu
izlenmistir (Sekil 4.40). Uciincii boyanma paterninde ise p97/VCP’nin sadece tiim
sperm kuyrugunda ve baglant1 parc¢asinda lokalize oldugu gortilmiistiir (Sekil 4.41).

Bu farkli sperm paternlerinin sperm hiicreleri arasindaki dagilimini
saptayabilmek i¢in 10 fertil bireye ait sperm yayma preparatlarinda p97/VCP
immunlokalizasyonu her preparattan 200 sperm hiicresi sayilarak toplamda 2000
spermde degerlendirilmistir. Sonug olarak birinci paternin hiicreler arasindaki dagilimi
%50, ikinci paternin dagilimi ise % 35 olarak bulunmustur, ligiincii paternin dagilimi

ise % 15 olarak bulunmustur (Tablo 4.17).

Tablo 4.17. Fertil bireylere ait sperm yayma preparatlarinda goriilen ti¢ farkli
p97/VCP boyanma paternlerinin tiim spermler i¢indeki yiizde gosterimi: 10 farkl fertil
bireye ait sperm yayma preparatlari incelenmis, her preparattan 200 hiicre toplamda
2000 hiicre sayilmustir.

(n=10, 2000 sperm) 1.Boyanma | 2.Boyanma | 3.Boyanma
Paterni Paterni Paterni
p97/VCP Boyanma Paternlerinin 50+0,88 35+1.20 15+0,88

Tiim Spermler icindeki Yiizdesi
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Bu boyanma paternlerine sirasiyla ayrintili olarak bakarsak, fertil bireylerden
alman sperm hiicrelerinde saptanan birinci boyanma paternine gore p97/VCP
immunreaktivitesinin tiim sperm kuyrugu boyunca, kuyruktan daha yogun olarak
baglant1 parcasinda ve basin distal ekvatoryal bolgesinde belirgin bir sekilde oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.39-A). Immiinofloresan ydntemle p97/VCP lokalizasyonu
yaninda, sperm hiicresinin akrozomal bolgesini goriintiileyebilmek i¢in PSA boyasi,
bas bolgesi (DNA bolgesini) belirlemek i¢in ise DAPI boyasi kullanilmistir.
Akrozomal bolgeyi goriintiileyebilmek icin yapilan PSA boyamasi sonucunda fertil
bireylerde akrozomal bolgenin biitiin ve korunmus bir halde oldugu goriilmiistiir (Sekil
4.39-B). Yine sperm hiicresinin DNA bdlgesini goriintiileyebilmek icin kullanilan
DAPI boyanmas1 sonucunda da fertil bireylerde DNA’nin postakrozomal bolgede
normal sperm hiicresine ait DNA ile uyumlu morfolojide oldugu gozlenmistir (Sekil

4.39-C).

Sekil 4.39. Fertil bireylere ait sperm hiicrelerinde goriilen birinci boyanma paterninde
p97/VCP (A), PSA (B), DAPI (C) ve p97/\VCP + PSA + DAPI (D) lokalizasyonlari: A:
p97/VCP boyanmasi B: PSA boyamasi ile akrozomal bélgenin biitiin ve korunmus bir halde
oldugu gorilmiistiir. C: DAPI boyanmasiyla DNA’nin normal sperm hiicresine ait DNA ile
uyumlu morfolojide oldugu gézlenmistir. D:Spermin tiim kuyrugu boyunca (yildiz),
kuyruktaki boyanmadan daha yogun olarak ise baglant1 parcasinda (ok) ve distal ekvatoryal
bolgede (okbasi) p97/VCP lokalizasyonu goriilmektedir. p97/VCP (Kirmizi), DAPI (Mavi),
PSA (Yesil). Bar:20 um
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Fertil bireylerden alinan sperm hiicrelerinde saptanan ikinci boyanma
paterninde ise p97/VCP’nin tiim sperm kuyrugu boyunca ve kuyruktan daha yogun
olarak baglant1 parcasinda belirgin bir sekilde lokalize oldugu goriilmiistiir. Bas
bolgesinde ise p97/VCP lokalizasyon gostermemistir (Sekil 4.40-A). Birinci boyanma
paterni ile uyumlu olarak ikinci boyanma paterninde de akrozom ve DNA normal

morfoloji sergilemistir.

Sekil 4.40. Fertil bireylere ait sperm hiicrelerinde goriilen ikinci boyanma paterninde
p97/VCP (A), PSA (B), DAPI (C) ve p97/VCP + PSA + DAPI (D) lokalizasyonlari: A:
p97/VCP boyanmasi sonucunda spermin tiim kuyruk boyunca (ok), kuyruktaki boyanmadan
daha yogun olarak ise baglanti parcasinda (okbasi) lokalizasyonu goriilmektedir. B: PSA
boyamasi ile akrozomal bélgenin goriintiilenmesi sonucunda akrozomal bolge sinirlari
diizgiin bir yap1 sergilrmistir. C: DAPI boyamasiyla DNA’nin goriintiilenmesi. D: p97/VCP,
PSA ve DAPI kombinasyonu. p97/VCP (Kirmizi), DAPI (Mavi), PSA (Yesil). Bar:20 pm

Uclincii boyanma paternine ait hiicreler de ise p97/VCP’nin tiim sperm
kuyrugu boyunca ve kuyruktan daha yogun olarak baglanti par¢casinda belirgin bir
sekilde lokalize oldugu goriilmiistiir. Buna ek olarak bas bolgesinde ise p97/VCP distal
ekvatoryal bolgede iki ¢izgi halinde lokalizasyon gostermistir (Sekil 4.41-A).
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Sekil 4.41. Fertil bireylere ait sperm hiicrelerinde goriilen tigiincti boyanma paterninde
p97/VCP (A), PSA (B), DAPI (C) ve p97/VCP + PSA + DAPI (D) lokalizasyonlari: A:
p97/VCP boyanmasi sonucunda spermin tiim kuyruk boyunca (ok), kuyruktaki boyanmadan
daha yogun olarak ise baglant1 pargasinda ve de distal ekvatoryal bolgede ¢ift ¢izgi halinde
(ok) lokalize oldugu goriilmektedir. B: PSA boyamasi ile akrozomal bolgenin
goriintiilenmesi. C: DAPI boyamasiyla DNA’nin goriintiilenmesi. D: p97/VCP, PSA ve
DAPI kombinasyonu. p97/VCP (Kirmiz1), DAPI (Mavi), PSA (Yesil). Bar:20 pm

Fertil bireylere ait sperm hiicrelerine immiinofloresan analizlerini takiben
p97/VCP proteininin infertil bireylere ait sperm hiicrelerindeki lokalizasyonunu
saptamak amaci ile ayni1 sekilde bu bireylere ait sperm yayma preparatlarinda p97/VCP
lokalizasyonunu belirlemek igin immiinofloresan yapilmistir. Infertil bireylerde en
fazla distal ekvatoryal bolgeye ilave olarak bas boliimiinde farkli bolgelerde
p97/VCP’nin lokalize oldugu, bunun yaninda kuyruk ve baglanti parcasinda da
p97/VCP lokalizasyonunun yogunlastigi goriilmistiir (Tablo 4.18).

Tablo 4.18. Infertil insan sperminde p97/VCP lokalizasyonu. 10 infertil bireye
ait sperm yayma preparatlarinda p97/VCP immunlokalizasyonu her preparattan 200
sperm hiicresi sayilarak toplamda 2000 spermde degerlendirilmistir. p97/VCP’nin
infertil birey spermlerinde en fazla bas bolgesinde lokalize oldugu saptanmastir.

p97/VCP immunreaktivitesi
(%)
Infertil (n=10, 2000 sperm) | 20+2,4 | 50+0,88 10+4,7 20+6,2

Negatif | Bas | Baglanti parcas1 | Kuyruk
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Uroloji béliimiinden infertilite tanis1 alan IF1 kodlu bireye (Sekil 4.42) ait
sperm yayma preparatlarinda sperm hiicrelerinin Kruger morfoloji analizi sonucunda
% 90’1m1n amorf bas anomalisine sahip oldugu goriilmiistiir. Yapilan immiinofloresan
¢alismalar sonucunda da bu bireye ait spermlerin ¢ogunda amorf bas anomalisi oldugu
ve p97/VCP’nin bu bolgelerde immun pozitif oldugu goriilmiistiir. Sekil 4.42 ‘de de
goriildiigli gibi tim sperm kuyrugu boyunca p97/VCP immiinofloresan boyanma
verirken basin neredeyse tiimiinde 6zellikle de basin anterior kisminda yogun bir
sekilde p97/VCP immunreaktivitesi saptanmustir (Sekil 4.42-A). Yine bu sperm
hiicresinin PSA boyamasi1 sonucunda akrozomal bolgesininde diizgiin bir yapiya sahip
olmadig1 gorilmistiir (Sekil 4.42-B). DAPI boyanmasi sonucunda da infertil
bireylerde DNA’nin postakrozomal boélgede oldugu gozlenmistir (Sekil 4.42-C).
p97/VCP+PSA+DAPI kombinasyonu sonucunda p97/VCP proteininin akrozomal
bolgede PSA boyas: ile birlikte kolokalize oldugu ve bu bdlgenin sar1 renkte 1s1ma
verdigi goriilmiistir (Sekil 4.42-D).

Sekil 4.42. Amorf bas anomalisi olan sperm hiicresinde p97/VCP (A), PSA (B), DAPI (C)
ve p97/VCP + PSA + DAPI (D) lokalizasyonlari: A: Spermin bag bolgesinde ise ozellikle
morfolojik olarak defekt bulunan anterior kisimda (okbasi) ise bir p97/VCP lokalizasyonu
goriilmektedir. B: Akrozomal bolgede ki diizensizlik dikkat cekmektedir (ok) D: p97/VCP
ve PSA birlikte kolokalize olmustur (yildiz). p97/VCP (Kirmizi), DAPI (Mavi), PSA (Yesil).
Bar:20 um
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Ayni infertil bireye ait sperm yayma preparatinda ¢ift kuyruklu ve kiigiikbas
morfolojisine sahip spermlerde p97/VCP’nin bas bolgesinde, 6zellikle anteriyor

Sekil 4.43. Cift kuyruk anomalisi olan infertil bireye ait sperm hiicresinde p97/VCP
(A), PSA (B), DAPI (C) ve p97/VCP + PSA + DAPI (D) lokalizasyonlari: Cift kuyruk
anomalisi olan bu hiicrede kuyruk boyunca goriilen p97/VCP ekspresyonunun arttigi
goriilmektedir. Bag bolgesinde ise 6zellikle anterior kisimda (okbasi) ise yine belirgin bir
p97/VCP lokalizasyonu goriilmektedir. p97/VCP (Kirmizi), DAPI (Mavi), PSA (Yesil).
Bar:20 um

kisminda ekspresyonu izlenmistir. DAPI boyanmasi sonucunda da basin normalden

daha kiiglik ve uzamis bir yapiya sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 4.43-C).

Uroloji béliimiinden infertilite tanis1 alan IF2 kodlu bireye ait sperm yayma
preparatlarinda ise yapilan Kruger morfoloji analizi sonucunda sperm hiicrelerinin
%385’inde akrozomal bolgede morfolojik farkliliklar saptanmistir. Kruger morfoloji
analizi sonuglarma uyumlu olarak yapilan immiinofloresan ¢aligmalar1 sonucunda da
PSA boyamasi ile bu hiicrelerin yaklasik %20’sinde akrozomal bdlgenin hi¢ olmadig:
geri kalan 80% ninde ise akrozomal bdlgenin bir biitiin olmadig1 ve sinirlarinin diizgiin
bir yapiya sahip olmadig1 goriilmiistiir. Bu durum akrozomal bdlgedeki ¢ok zayif PSA
boyanmasi ile de dogrulanmigtir (Sekil 4.44-B). Ayrica bu bireye ait sperm
hiicrelerinde DAPI boyamasi sonucunda da hiicre bas yapilarinin normal boyutundan

daha biiyiik ve diizensiz morfoloji sergiledikleri saptanmistir (Sekil 4.44-C).
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Sekil 4.44. infertil bireye ait akrozomal anomalisi olan sperm hiicresinde p97/VCP (A), PSA
(B), DAPI (C) ve p97/VCP + PSA + DAPI (D) lokalizasyonlari: A:Morfolojik olarak bozuk
yerlerde ozelliklede akrozomal anomalinin bulundugu yerlerde p97/VCP lokalizasyonu
dikkat cekmektedir (okbas1). B: PSA boyamasi ile morfolojik olarak bozuk oldugu goriilen
akrozomal bolge oldukea zayif bir sinyal vermistir (ok). C: DAPI boyamasi sonucunda
hiicrelerin bozuk morfolojiye sahip DNA igerdikleri goriilmektedir (X). D: Akrozomal
anomalinin oldugu yerlerde PSA ve p97/VCP kolokalizasyon gostermistir (yildiz). p97/VCP
(Kirmizi), PSA (Yesil), DAPI (Mavi). Bar:20 um

Yine bu bireye ait sperm hiicrelerinde p97/VCP tiim sperm kuyrugu boyunca
ve de bas kisminin biiylik bir boliimiinde lokalize olmustur (Sekil 4.44-A). Bazi
hiicrelerde mitokondriyal bolgedeki yogun p97/VCP tutulumu da dikkat ¢ekmektedir.
Akrozomal anomalisi olan bu bireyin sperm hiicrelerinin akrozomal bolgesinde
p97/VCP lokalizasyonu dikkat ¢ekmektedir. Bu boélgelerde PSA ve p97/VCP

kolokalize olarak sar1 renkli 1s1ma vermislerdir (Sekil 4.44-D).

Infertilite tanis1 almis bir diger birey olan IF3 kodlu donoriin sperm yayma
preparatlarinda ise sperm hiicreleri arasinda yogun bir sekilde agliitinasyon
gozlenmistir. Bu hiicrelerde p97/VCP’nin normal sperm hiicrelerinde tiim sperm
kuyrugunda ve de daha yogun olarak baglanti pargasi ve de basin distal ekvatoryal

bolgesinde oldugu saptanmustir (Sekil 4.45-A). Yine bu hiicrelerin biiyiik bir
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cogunlugunda akrozomal bolge normal hiicrelere gore daha genis bir alanda PSA
1s1mas1 vermis ve de akrozomal yapinin sinirlar diizgiin, biitiin bir halde olmadigi

gorilmistiir.

Sekil 4.45. Infertil bireyin agliitinasyon gdsteren sperm hiicrelerinde p97/VCP (A), PSA (B),
DAPI (C) ve p97/VCP + PSA + DAPI (D) lokalizasyonlari: A:Yogun agliitinasyon gosteren
sperm hiicrelerinin bag kisimlarindaki artmis p97/VCP ekspresyonu dikkat ¢cekmektedir
(y1ldiz). B: Bu hiicrelerin akrozomal bdlgeleri normal hiicrelere gore daha zayif bir PSA
boyanmas1 vermistir (okbags1) C: Morfolojik olarak bozuk bolgelerde p97/VCP
kolokalizasyonu dikkat ¢ekmektedir. p97/VCP (Kirmizi1), DAPI (Mavi), PSA (Yesil).
Bar:20 um

p97/VCP ve PSA’nin bas kisminda kolokalize olmasi da akrozomal bolgede ki
anomaliyi dogrulamaktadir. (Sekil 4.45-D).

Fertil ve infertil bireylere ait sperm yayma preparatlarina uygulanan
immiinofloresan sonuglarindan elde ettiimiz 6zet bulgu Sekil 4.46’da
gosterilmektedir. Fertil ve infertil bireylere ait boyanan hiicre yiizdeleri
karsilagtirildiginda, infertil bireylerde p97/VCP negatif hiicre sayist anlamli derecede

azalmis ve p97/VCP immunreaktivitesinin bas bolgesinde yogunlastigl izlenmistir
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(Sekil 4.46). Fertil bireylere ait sperm hiicrelerinde ise p97/VCP immunpozitivitesinin
kuyruk bolgesinde yogunlastigi saptanmustir.

70

® Negatif

® Bas

u Baglanti Pargasi
® Kuyruk

p97/V CP lokalizasy on ylizdesi (%)

Fertil infertil

Sekil 4.46. Fertil (n:10) ve infertil (n:10) bireylere ait sperm hiicrelerinde p97/VCP
immunoreaktivitesinin dagilimi: a ve b: p<0.001 fertil vs infertil.

4.2.1.2. TFertil ve Infertil Bireylerin Spermlerinde p97/VCP
Ekspresyonunun Akim Sitometrisi ve Goriintiillii Akim Sitometrisi ile

Degerlendirilmesi

p97/VCP proteininin fertil ve infertil bireylere ait sperm hiicrelerindeki
lokalizasyonlarimi belirledikten sonra bu proteinin ekspresyon derecesini belirlemek
icin akim sitometrisi yontemiyle deneylere devam edilmistir. Analizler esnasinda
sperm hiicresinin boyutu gbéz Oniine alinarak oOncelikle hiicre popiilasyonumuz
secilmis, daha sonra ise bu popiilasyon igerisinde bagka hiicrelerle birlesip hatali 1s1ma
verecek hiicreleri elemek amaciyla akim sitometri cihazi igerisindeki akis kabininden
tek tek 1s1ma vererek gecen hiicreler se¢ilmis ve de bu hiicrelerin yogunlugu

Olgtilmiistiir.

Akim sitometri deneyleri sonucunda yaptigimiz analizler sonucunda p97/VCP
antikoru ile isaretlenen infertil bireylere ait sperm hiicrelerinin fertil bireylere gore
daha yogun bir ekspresyon verdigi goriilmiistiir. Akim sitometrisi deneylerinde 10
fertil ve 10 infertil bireyle calisilmis fakat bu bireyden 6rnek olarak segtigimiz ii¢

bireyin akim sitometrisi goriintiileri Sekil 4.47 ve Sekil 4.48°de izlenmektedir.
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Sekil 4.47. Fertil bireylerde akim sitometrik analizler ile p97/VCP ekperesyonunun
gosterilmesi: Ug farkli fertil bireyden alinan sperm ornekleri ile yapilan flow sitometrik
analizler sonucunda belirledigimiz sperm populasyonuna ait grafik (solda), bu populasyonlar
icerisinde tek sira halinde akis kabini icerisinden akan hiicrelere ait sperm populasyonuna ait
grafik (ortada) ve bu hiicrelere ait p97/VCP ekspresyonuna ait grafik(sagda) goriilmektedir.
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Sekil 4.48. Infertil bireylerde akim sitometrik analizler ile p97/VCP ekperesyonunun
gosterilmesi: Ug farkl infertil bireyden alinan sperm rnekleri ile yapilan flow sitometrik
analizler sonucunda belirledigimiz sperm populasyonuna ait grafik (solda), bu populasyonlar
igerisinde tek sira halinde akis kabini igerisinden akan hiicrelere ait sperm populasyonuna ait
grafik (ortada) ve bu hiicrelere ait p97/VCP ekspresyonuna ait grafik(sagda) goriilmektedir.
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Analizler sonucunda p97/VCP ortalama floresan yogunlugunun infertil
bireylerin  (n:10) sperm hiicrelerinde fertil bireylerin (n:10) spermleriyle

karsilastirildiginda anlamli derecede arttig1 gortilmiistiir (Sekil 4.49).
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Sekil 4.49. p97/VCP ekspresyonunun fertil ve infertil bireylerde akim sitometrik yontemle
karsilastirmali olarak degeri: Bu proteinin ekspresyonunda infertil bireylerde fertil bireylere
gore anlamli bir artig saptanmistir (p<0.001).

Fertil ve infertil bireylerde sperm hiicrelerindeki p97/VCP ekspreyonunu ve
akrozom boyanmasini (PNA ile) goriintiileyebilmek i¢in Prof. Dr. Peter Sutovsky’nin
laboratuvarinda  goriintiilemeli akim sitometri yontemiyle de bakilmistir.
Goriintiilemeli akim sitometri cihaz1 ile DAPI ile isaretlenmis sperm hiicreleri akis
kabininden gegerken hiicreler DAPI boyasinin verdigi sinyal ile tek tek taniarak diger
akim sitometri cihazlarindan farkli olarak her bir sperm hiicresinin goriintiisii
alinmistir. Ayrica goriintiilii akim cihazi geleneksel akim sitometri cihazlarindan farkl
olarak sperm hiicresinin bas ve kuyruk bolgesindeki protein ekspresyonlarini ayr1 ayri

tanimlayabilme 6zelligine sahiptir.

Missouri Universitesi Ureme Tibb1 ve Fertilite Kliniginde Internal Review
Board (MU IRB) protokoliine uygun bir sekilde yeni baba olmus fertil ve de infertilite
tanist alan bireylerden alinan semen Ornekleri toplanmistir. p97/VCP ile isaretlenen
sperm hiicrelerinin bas ve kuyruk kisimlarindaki ekspresyonlar1 ayr1 ayri
degerlendirilmistir. (Sekil 4.50). 11052 kodlu fertil dondre ait analizler sonucunda
p97/VCP’nin ekspresyonu basta ve kuyrukta ayri ayr1 degerlendirilmis: 1- Spermin
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bas kisminda tek populasyon halinde diisiik-orta siddetten orta-yiliksek siddete dogru
ekspre oldugu bir populasyon 2-Spermin kuyruk kisminda p97/VCP’nin ekspre
olmadig1 bir populasyon, diisiik siddetli ekspresyon gosteren bir populasyon, orta
siddetli bir popiilasyon ve yiiksek siddetli ekspresyon gdsteren bir popiilasyon olmak
tizere dort farkli popiilasyon goriilmiistiir. PNA ekspresyonunun ise tek bir populasyon

halinde basta orta-yiiksek siddette oldugu goriilmektedir (Sekil 4.50).
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Sekil 4.50. 11052 kodlu fertil bireye ait sperm hiicrelerinin bas ve kuyruk béliimlerindeki
p97/VCP ve PNA ekspresyonlari: Sperm hiicrelerinde p97/VCP ekspresyonu basta ve
kuyrukta ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve basta diisiik-orta siddetli bir populasyon, kuyrukta ise
p97/VCP boyanmasina ait dort farkli populasyon goriilmiistiir.

11060 kodlu dondre ait analizler sonucunda p97/VCP’nin spermin bas
kisminda tek populasyon halinde diisiik-orta siddette ekspre oldugu, kuyruk kisminda
ise p97/VCP ekspresyonunun olmadigi bir populasyon ve de orta-yiiksek siddette ve

diisiik-orta siddette olmak tizere 3 farkli populasyonda ekspre oldugu goriilmistiir.
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PNA ise ekspresyonu ise Onceki 6rnekte oldugu gibi basta tek populasyon gostermis

ve bu popiilasyonun da orta-yiiksek siddette oldugu goriilmektedir (Sekil 4.51).
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Sekil 4.51. 11060 kodlu fertil bireye ait sperm hiicrelerinin bas ve kuyruk béliimlerindeki
p97/VCP ve PNA ekspresyonlari: Sperm hiicrelerinde p97/VCP ekspresyonu basta ve
kuyrukta ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve basta diisiik-orta siddetli, kuyrukta ise p97/VCP

boyanmasina ait ti¢ farkli populasyon goriilmuistiir.

Goriintiilemeli akim cihazi ile inceleledigimiz bir diger fertil birey olan 11052
kodlu dondre ait analizler sonucunda p97/VCP’nin spermin bas kisminda diisiik-orta
siddetten orta-yiiksek siddete dogru tek populasyonda ekspre oldugu goriilmiistiir.
Kuyruk kisminda ise goriintii alinan 17.715 ve 41.031 nolu hiicrelerde oldugu gibi
kuyruk boyanmasinin olmadig1 bir populasyon, diisiik siddetli bir populasyon, orta
siddetli bir populasyon ve de yiiksek siddetli olmak iizere dort farkli populasyon
gorilmiistiir. PNA ekspresyonu ise 6nceki ornekte oldugu gibi basta tek populasyon
gostermis ve bu populasyonun da orta-yiiksek siddette oldugu goriilmektedir (Sekil
4.52).
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Sekil 4.52. 11052 kodlu fertil bireye ait sperm hiicrelerinin bas ve kuyruk béliimlerindeki
p97/VCP ve PNA ekspresyonlari: Sperm hiicrelerinde p97/VCP ekspresyonu basta ve
kuyrukta ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve basta diisiik-orta siddette ekspre oldugu goriilmiistiir.

Fertil bireyleri takiben infertil tanis1 almis bireylerde de p97/VCP ve PNA
eksperesyonlarina goriintiilemeli akim sitometri cihazi ile bakilmistir. Infertilite tanist
almig 11045 kodlu bireyin bas bolgesinde p97/VCP ekspresyonunun fertil bireylere
gore siddetinin artarak tek populasyon halinde orta-yiiksek siddette ekspre oldugu,
kuyrukta ise p97/VCP’nin yine fertil bireylerde goriildiigii gibi farkli hiicrelerde farkli
siddetli ekspresyonlar gostererek dort farkli popiilasyon olusturdugu goriilmektedir.
Bu bireyde kuyruktaki p97/VCP ekspresyonu fertil bireylere gore artmis, dzelliklede
kuyruktaki siddetli p97/VCP ekspresyonu gosteren populasyona ait hiicrelerin sayisi
fertil bireylere gore artis gostermistir. Bu bulgumuzu destekleyen bir sekilde akis
kabininden gegerken goriintiisii alinan 39.485 nolu hiicrede goriildiigi gibi p97/VCP
ekspresyonunun kuyrukta ¢ok yogun bir sekilde ekspre oldugu goriilmektedir. PNA
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boyasinin ise fertil bireylerde sadece orta-yiiksek siddette olan ekspresyonunun bu

bireye ait sperm hiicrelerinde diisiik-orta siddete dogru kayarak azalma gosterdigi

goriilmektedir (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53. 11045 kodlu infertil bireye ait sperm hiicrelerinin bas ve kuyruk boliimlerindeki
p97/VCP ve PNA ekspresyonlari: Sperm hiicrelerinde p97/VCP ekspresyonu basta ve
kuyrukta ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve basta diisiik-orta siddetli, kuyrukta ise orta-yiiksek
siddette ekspre oldugu goriilmiistiir.

Infertilite tamis1 almis 11022 kodlu bireyin bas bdlgesinde p97/VCP
ekspresyonunun fertil bireylere gore siddetinin artarak tek populasyon halinde orta-
yiikksek siddette ekspre oldugu goriilmektedir. Goriintiisii alinan hiicrelerde de
izlendigi gibi infertil bireylerde p97/VCP 6zellikle hiicrelerin bas kisminda yogun bir
sekilde ekspre olmaktadir. Kuyrukta ise p97/VCP’ nin yine fertil bireylerde goriildiigi
gibi farkli hiicrelerde farkli siddetli ekspresyonlar gostererek dort farkli populasyon
olusturdugu ve bu popiilasyonlar igerisinde kuyrukta siddetli ekspresyon gosteren
popiilasyonun fertil bireylere gore artis gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.54).
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Sekil 4.54. 11045 kodlu infertil bireye ait sperm hiicrelerinin bas ve kuyruk boliimlerindeki
p97/VCP ve PNA ekspresyonlari: Sperm hiicrelerinde p97/VCP ekspresyonu basta ve
kuyrukta ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve basta diisiik-orta siddetli, kuyrukta ise orta-yiiksek
siddette ekspre oldugu goriilmiistiir.

Infertilite tanis1 almis 11018 kodlu bireye ait sperm hiicrelerinde de fertil
bireylere gore p97/VCP ekspresyonunda artis goriilmiistiir. Bu bireyde ozellikle
kuyruk bolgesinde fertil bireylere gore yiiksek siddetli populasyonda artig
goriilmiistiir. Bu bireyde kuyruk bolgesine ait iki populasyon goriilmiis ve de orta
siddetten yiiksek siddete dogru p97/VCP ekspresyonu gosteren populasyonda fertil
bireylere gore siddetinin dikkat cekici bir sekilde artarak tek populasyon halinde
ekspre oldugu, kuyrukta boyanma olmayan populasyonun ise fertil bireylere gore
oldukca azalma gosterdigi goriilmektedir. Bas boliimiindeki p97/VCP
ekspresyonunun ise onceki infertil bireylerde oldugu gibi fertil bireylere gore artis
gostererek orta-yliksek siddette ekspresyon gosteren tek populasyon olarak ifade
olmustur. PNA boyasinin ise tek populasyon halinde olup, siddetinin ise yiiksek-orta
siddetten, orta-diisiik siddete dogru kayma gosterdigi goriilmektedir (Sekil 4.55).
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Sekil 4.55. 11018 kodlu infertil bireye ait sperm hiicrelerinin bas ve kuyruk boliimlerindeki
p97/VCP ve PNA ekspresyonlari: Sperm hiicrelerinde p97/VCP ekspresyonu basta ve
kuyrukta ayr1 ayr1 degerlendirilmis ve bagta orta-yiiksek siddetli, kuyrukta ise orta-yiiksek
siddette ekspre oldugu goriilmiistiir.

4.2.1.3. TFertil ve Infertil Bireylerin Spermlerinde p97/VCP

Ekspresyonunun Western Blot ile Degerlendirilmesi

Immiinofloresan ve akim sitometrik analizlerini desteklemek amaci ile
Western blot analizi ile fertil (n:10) ve infertil (n:10) bireylere ait sperm hiicresi
ekstratlarinda p97/VCP’nin ekspresyon derecesini belirlemek amaciyla yapilmistir.
Fertil ve infertil bireylere ait sperm ekstraklar1 jelde yiiriitiiliip, yar1 kuru blotlama
yontemiyle membrana aktarildiktan sonra, nitroseliilloz membranin p97/VCP antikoru
ile inkubasyonu sonucunda p97/VCP (97 kDa) ve beta aktin (yiikleme kontrolii, 42
kKDA\) proteinine karsilik gelen bantlar goriintiilenmistir (Sekil 4.56).
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Fertil infertil

Sekil 4.56. p97/VCP ekspresyonunun Western blot yontemi ile gosterilmesi: Fertil (1-4 nolu
bandlar) ve infertil (5-8 nolu bandlar) bireylere ait sperm hiicre ekstraklarinin Western blot
yontemi sonrast UVP cihazi altinda goriintiilenmesi (Fertil vs. Infertil p<0.001).

2,5

1,5

- -
0

Fertil infertil

Relatif p97/VCP ekspresyonu

Sekil 4.57. p97/VCP ekspresyonunun fertil (n:10) ve infertil (n:10) bireylerde Western blot
analizi ile degerlendirilmesi. P97/VCP’ye ve Beta aktine (yiikleme kontrolii) karsilik gelen
bandlarin densiteleri image J (NIH) programinda okunup, Beta actin proteine oranlanarak
(p97/VCP densitesi/Beta actin densitesi), relatif p97/VCP densitesi belirlenmistir. Relatif
p97/VCP ekspresyonunun infertil bireylerde fertil bireylere gore anlamli bir artig gosterdigi
saptanmustir (p<0.001).

4.2.2. Fertil ve Infertil Bireylerin Spermlerinde Ubikiitin Proteazom
Sistemi (UPS) Proteinlerinden NEDL2 Proteininin Ekspresyonu

NEDL2 proteininin  fertil ve infertil bireylerdeki lokalizasyonu
immiinofloresan yontemle, ekspresyonu ise Akim Sitometri, Goriintiilemeli Akim

Sitometri ve Western blot yontemleri ile incelenmistir.
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4.2.2.1. Fertil ve Infertil Bireylerin Spermlerinde NEDL?2 Lokalizasyonu

NEDL2’nun fertil ve infertil bireylerin sperm hiicrelerindeki lokalizasyonunu
kargilastirmali  olarak incelemek i¢in sperm yayma preparatlar1 indirek
imminofloresan yontemi uygulandiktan sonra floresan mikroskobisi altinda
incelenmistir. Bu amagla oncelikle fertil bireylerden alinan sperm ejakiilatlarindan
yapilan sperm yayma preparatlarinda NEDL2’ya ait primer antikorlar ve floresan

isaretli sekonder antikor kullanilarak NEDL2’nun lokalizasyonuna bakilmistir.

Immiinofloresan ydntemi uygulanan sperm yayma preparatlar1 incelendiginde,
NEDL2’nun genel olarak sperm kuyrugunda fakat spermin farkli boliimlerinde farkl
siddetlerde lokalize oldugu belirlenmistir (Tablo 4.19). Fertil bireylerde immun
boyanma gostermeyen sperm yiizdesi ¢cok diisiik olmasina ragmen, en siddetli NEDL2

lokalizasyonunun spermin kuyruk orta pargasinda oldugu belirlenmistir.

Tablo 4.19. Fertil insan sperminde NEDL2 lokalizasyonu: 10 fertil bireye ait
sperm yayma preparatlarinda NEDL2 immunlokalizasyonu her preparattan 200 sperm
hiicresi sayilarak toplamda 2000 spermde degerlendirilmistir. NEDL2’nun fertil birey
spermlerinde kuyruk bélgesinde lokalize oldugu saptanmistir.

NEDL2 immunreaktivitesi
(%)
Fertil (n=10, 2000 sperm) 4.949.2 0 0 94.8+£8.9

Negatif | Bas | Baglanti parcas1 | Kuyruk

Bu tekli lokalizasyonlara ek olarak, fertil bireylerin sperm hiicrelerinde
NEDL2nun iki farkli boyanma seklinin (paterninin) oldugu goriilmistiir. Birinci
boyanma paterninde NEDL2’nun spermin son pargasi hari¢ tim sperm kuyrugu
boyunca mitokondriyal bélgeden son kisma dogru azalan bir siddetle lokalize oldugu
goriilmiistiir (Sekil 4.58). ikinci boyanma paterninde ise NEDL2 nun spermin son
pargast hari¢ tiim sperm kuyrugu boyunca ayni siddette lokalize oldugu goriilmiistiir

(Sekil 4.59).

Bu farkli sperm paternlerinin sperm hiicreleri arasindaki dagilimim
saptayabilmek i¢in 10 fertil bireye ait sperm yayma preparatlarinda NEDL2
immunlokalizasyonu her preparattan 200 sperm hiicresi sayilarak toplamda 2000
spermde degerlendirilmistir. Sonug olarak birinci paternin hiicreler arasindaki dagilimi

% 91, ikinci paternin dagilimi ise % 9 olarak bulunmustur (Tablo 4.19).
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Bu boyanma paternlerine sirastyla ayrintili olarak bakarsak, fertil bireylerden
alinan sperm hiicrelerinde saptanan birinci boyanma paternine gore NEDL2 sperm
hiicresinin bag ve baglant1 par¢asinda lokalizasyon géstermeyip, spermin son pargasi
harig tiim sperm kuyrugu boyunca lokalize olmustur ve mitokondriyal bélgeden son

kisma dogru da ekspresyonunun azaldig: dikkati cekmektedir.

Sekil 4.58. Fertil bireye ait normal morfolojiye sahip sperm hiicresinde birinci boyanma
paternine gore NEDL2 (A), PSA (B), DAPI (C) ve p97/VCP + PSA + DAPI (D)
lokalizasyonlari: A: Fertil bireye ait sperm hiicresinin kuyruk bdlgesinde son parca harig
tiim sperm kuyrugu boyunca NEDL2 lokalizasyonu vardir. Mitokondriyal bolgede yogun bir
sekilde goriilen NEDL2 lokalizasyonu dikkat cekmektedir (0k). B: Akrozomal bolgenin
diizgiin bir yapiya sahip oldugu gortilmektedir. C: DNA normal morfolojiye sahiptir. D:
NEDL?2 mitokondriyal bolgeden kuyruk son par¢asina dogru azalma gostermistir (yildiz).
NEDL2 (Kirmizi), PSA (Yesil), DAPI (Mavi). Bar:20 um

Birinci boyanma paternine gore en dikkat ¢eken nokta sekil 4.58’de net bir
sekilde goriildiigii gibi bu proteinin baglanti parcasinda lokalizasyon gdstermeyip,
sperm kuyrugunun o6zellikle mitokondriyal bodlgesinde yogun bir lokalizasyon

gostermesidir (Sekil 4.58-A).

Ikinci boyanma paternine gore ise NEDL2 sperm hiicresinin bas ve baglanti
parcasinda lokalizasyon gdstermeyip, spermin son parg¢ast hari¢ tiim sperm kuyrugu
boyunca lokalize olmustur fakat birinci paternden farkli olarak son parga hari¢ tiim
kuyruk boyunca lokalizasyon gosteren NEDL2 ekspresyonu kuyruk orta parga ve esas

parca da immiinfloresan olarak ayni siddette ekspre olmaktadir.
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Tablo 4.20. Fertil bireylere ait sperm yayma preparatlarinda goriilen iki farkli
NEDL2 boyanma paternlerinin tiim spermler i¢indeki yiizde gosterimi: 10 farkl fertil
bireye ait sperm yayma preparatlar incelenmis, her preparattan 200 hiicre toplamda
2000 hiicre sayilmustir.

(n=10, 2000 sperm) 1.Boyanma 2.Boyanma
Paterni Paterni
NEDL2 Boyanma Paternlerinin 90,66+0,88 9,33+0,88
Tiim Spermler icindeki Yiizdesi

PSA+

Sekil 4.59. Fertil bireye ait normal morfolojiye sahip sperm hiicresinde ikinci boyanma
paternine gore NEDL2 (A), PSA (B), DAPI (C) ve p97/VCP + PSA + DAPI (D)
lokalizasyonlari: A: Sperm hiicresinin kuyruk bolgesinde son parga harig tiim sperm
kuyrugu boyunca immiinfloresan olarak esit siddetli NEDL2 lokalizasyonu vardir (okbasi)
B: Akrozomal bolgenin PSA ile boyanmasi C: Cekirdek normal morfolojiye sahiptir. D:
NEDL2+PSA+DAPI kombinasyonu. NEDL2 (Kirmiz1), PSA (Yesil), DAPI (Mavi). Bar: 20
pm

Fertil bireylere ait sperm hiicrelerine immiinofloresan analizleri takiben
NEDL2 proteininin infertil bireylere ait sperm hiicrelerindeki lokalizasyonunu
saptamak amaci ile bu bireylere ait sperm yayma preparatlarinda NEDL2
lokalizasyonunu belirlemek icin immiinofloresan yapilmigtir. Infertil bireylerde
kuyruk boliimiimde goriilen NEDL2 ekspresyonunun ise fertil bireylere ait normal
sperm hiicrelerine gore azaldig1 ve de bu azalmanin 6zellikle mitokondriyal bdlgede
oldugu dikkati ¢ekmektedir. Bununla birlikte bas bolgesinde morfolojik olarak
anomali olan Ozellikle akrozomal anomalisi olan sperm hiicrelerinin akrozomal

bolgesinde de NEDL2’nun pozitif boyanma verdigi gériilmektedir.
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Uroloji béliimiinden infertilite tanis1 alan IF1 kodlu bireye (Sekil 4.60) ait
sperm yayma preparatlarinda daha dnce tespit edildigi gibi sperm hiicrelerinin Kruger
morfoloji analizi sonucunda % 90’min amorf bas anomalisine sahip oldugu
gorilmistlir. Yapilan immiinofloresan ¢alismalar sonucunda bu bireye ait bas
anomalisine sahip sperm hiicrelerinde kuyruk kisminda o6zellikle de orta parcada
NEDL2 ekspresyonun azaldigi dikkati gekmektedir. Bu bireye ait belirgin amorf bas
anomalisi olan sperm hiicrelerinin ¢ogunda sperm hiicrelerinin bas kisminda da
NEDL?2 lokalizasyonu belirgin olarak gortilmektedir (Sekil 4.60-A).

Sekil 4.60. Bag anomalisi olan sperm hiicresinde NEDL2 (A), PSA (B), DAPI (C) ve
p97/VVCP + PSA + DAPI (D) lokalizasyonlari: A: Spermin bas bélgesinde ise 6zellikle
morfolojik olarak bozuk anterior kisimda (yildiz) NEDL2 lokalizasyonu goriilmektedir. B:
Akrozomal bolgede ki diizensizlik ve zayif boyanma dikkat ¢ekmektedir (okbasi) D: NEDL2
ve PSA birlikte kolokalize olmustur (ok). NEDL2 (Kirmizi), DAPI (Mavi), PSA (Yesil).
Bar:20 um

Bu hiicrelerin akrozomal bolgelerinin (Sekil 4.60-B) ve de c¢ekirdek
yapilarininda diizgiin bir yapiya sahip olmadigi goriilmistir (Sekil4.60-C).
NEDL2+PSA+DAPI kombinasyonu sonucunda NEDLZ2 proteininin akrozomal
bolgede PSA boyasi ile birlikte kolokalize oldugu ve bu bdlgenin sar1 renkte 1s1ma
verdigi goriilmiistiir (Sekil 4.60-D).

Uroloji béliimiinden infertilite tanis1 alan IF2 kodlu bireye ait sperm yayma
preparatlarinda daha once yapmis oldugumuz p97/VCP boyamasinda oldugu gibi

sperm hiicrelerinin biiyiik bir ¢ogunlugunda akrozomal bdlgenin morfolojik olarak
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diizgiin olmadig1 goriilmiistiir. Sekil 4.61-A’da da goriildiigii gibi infertilite tanisi
almis bu bireye ait hiicrelerde NEDL2 ekspresyonu oldukca azalmus, fertil bireylerde
sadece kuyrukta goriilen NEDL2 lokalizasyonu akrozomal anomali gériilen sperm

hiicrelerinin bas kisminda anomali bulunan bolgelerde de lokalizasyon gostermistir.

Sekil 4.61. Akrozomal anomalisi olan sperm hiicresinde NEDL2 (A), PSA (B), DAPI (C) ve
NEDL2 + PSA + DAPI (D) lokalizasyonlart: A: Akrozomal anomalisi bulunan infertil bireye
ait sperm hiicresinin kuyruk bolgesinde NEDL2 ekpresyonunun oldukca azaldig: dikkat
cekmektedir. Ayrica bu hiicrelerin bas bdliimiiniin anterior kisminda 6zellikle akrozomal
anomalinin bulundugu bdlgelerde NEDL2 lokalize olmustur (okbasi). Yine bu hiicrelerde
defekt goriilen baglant1 par¢asinda ve de basin posterior bolgesinde de NEDL2 lokalize
olmustur (y1ldiz). Akrozomal anaomalinin oldugu bolgelerde PSA ve NEDL2 birlikte
kolokalize olarak sar1 renkli 1s1ma vermislerdir (0k). NEDL2 (Kirmizi), PSA (Yesil), DAPI
(Mavi). Bar:20 pym

Akrozomal anomaliye sahip hiicrelerin %20’sinde akrozomal bdlgenin hig
olmadig1 diger hiicrelerde ise akrozomal bolgenin bir biitiin olmadig1, akrozomal alana
ait bas bolimiiniin hasarli oldugu PSA boyamasi sonucu goriilmiistiir. Ayrica
akrozomal bolgedeki zayif PSA boyanmasida bu bolgenin morfolojik olarak diizgiin
bir yapiya sahip olmadigini dogrulamaktadir (Sekil 4.61-B). Aym1 zamanda bu

hiicrelerin normal morfolojiye sahip ¢ekirdek yapisina da sahip olmadig1 goriilmiistiir.
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(Sekil 4.61-C). Yine sekil D’da gortildiigi gibi fertil bireylere ait normal morfolojiye
sahip sperm hiicrelerinde basin posterior bdolgesinde ve baglanti parcasinda
goriilmeyen NEDL2 lokalizasyonu bu infertil bireye ait amorf bas anomalisi goriilen
sperm hiicrelerinde defekt goriilen baglanti parcasinda ve de basin posterior
bolgesinde de lokalize olmustur. Bu bolgelerde NEDL2 ve PSA kolokalizasyon
gostermis ve bu bolgeler sar1 renkli 1s1ma vermistir (Sekil 4.61-D).

Infertilite tanis1 almis bir diger birey olan IF3 kodlu donoriin sperm yayma
preparatlarinda p97/VCP boyamasinda da belirlendigi gibi sperm hiicreleri arasinda
yogun bir sekilde agliitinasyon gozlenmistir (Sekil 4.62).

Sekil 4.62. Agliitinasyon gosteren sperm hiicrelerinde NEDL2 (A), PSA (B), DAPI (C) ve
NEDL2 + PSA + DAPI (D) lokalizasyonlari: A:Yogun agliitinasyon gosteren sperm
hiicrelerinin kuyruk bolgesinde NEDL2 ekpresyonunun oldukea azaldig: dikkat ¢ekmektedir.
Bu hiicrelerin bas kisimlarindaki artmig NEDL2 ekspresyonu dikkat ¢ekmektedir (ok). B: Bu
hiicrelerin akrozomal bolgesinde ¢ok yayif PSA sinyali dikkati ¢cekmektedir (y1ldiz). Bu
hiicrelerin akrozomal bolgeleri normal hiicrelere gore daha zayif bir PSA boyanmasi
vermistir. C: Morfolojik olarak hiicrelerin DNA yapisinin da normal morfolojiye sahip
olmadig goriilmiistiir. D: Yine bu hiicrelerde defekt goriilen baglanti parcasinda ve de basin
posterior bolgesinde de NEDL2 lokalize olmustur. NEDL2 (Kirmizi1), DAPI (Mavi), PSA
(Yesil). Bar:20 uym
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Bu hiicrelerde normal sperm hiicrelerinde kuyruk son parca hari¢ tiim sperm
kuyrugunda goriilen NEDL2 lokalizasyonu bu bireye ait sperm hiicrelerinin de son
boliim harig¢ tiim kuyruk boliimiinde lokalizedir fakat ekspresyon oldukga azalmistir.

Bu bireye ait baz1 hiicrelerin bas kisminda da NEDL2 lokalizedir (Sekil 4.62-A).

Yine bu  hiicrelerin biliyiilk bir ¢ogunlugunda akrozomal bolgeyi
gorlntiileyebilmek i¢in yapilan PSA boyamasi sonucunda akrozomal bolgenin ¢ok
zay1f sinyal verdigi, akrozomal bolgenin diizenli ve biitiin halde bir yapiya sahip
olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 4.62-B). Hiicrelerin bir kisminda ise boyut ve yapi
acisindan bozuk morfolojiye sahip ¢ekirdek goriilmektedir (Sekil 4.62-C).

NEDL2+PSA ve DAPI kombinasyonu ile yapilan boyamalar sonucunda ise
NEDLZ2’nun akrozomal bdlgede PSA ile birlikte kolokalize olmasi ve fertil bireylerde
baglanti pargasinda goriilmeyen NEDL2 lokalizasyonunun bu hiicrelerde baglanti
par¢asinda da lokalize olmast NEDL2’nun bozuk morfolojiye sahip sperm
hiicrelerinde anomalinin oldugu yerlerde pozitif lokalizasyon verdigini destekleyen

bulgular arasinda yer almaktadir (Sekil 4.62-D).

Fertil ve infertil bireylere ait sperm yayma preparatlarina uygulanan
immiinofloresan sonuglarindan elde ettigimiz 6zet bulgu Tablo 4.19 ve 4.21°de
gosterilmektedir. Fertil ve infertil bireylere ait boyanan hiicre yiizdeleri
karsilagtirildiginda, infertil  bireylerde NEDL2 immunreaktivitesinin  sperm

kuyrugunun orta pargasinda anlamli bir sekilde azaldigi izlenmistir (Sekil 4.63).

Tablo 4.21. Infertil (n:10) bireylere ait sperm hiicrelerinde NEDL2
lokalizasyonu: 10 fertil bireye ait sperm yayma preparatlarinda NEDL2
immunlokalizasyonu her preparattan 200 sperm hiicresi sayilarak toplamda 2000
spermde degerlendirilmistir. NEDL2’nun infertil birey spermlerinde kuyruk bélgesine
ek olarak baglant1 pargas1 ve bas kisminda da lokalize oldugu saptanmaistir.

NEDL?2 immunreaktivitesi
(%)
Infertil (n=10, 2000 sperm) | 29+£9.2 | 15+5.8 14+4.7 42+8.9

Negatif | Bas | Baglanti parcas1 | Kuyruk
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Sekil 4.63. Fertil (n:10) ve infertil (n:10) bireylere ait sperm hiicrelerinde NEDL2
immunoreaktivitesinin dagilimi: a, b, ¢ p<0.001 fertil vs infertil.

4.2.2.2. Fertil ve Infertili Bireylerin Spermlerinde NEDL2

Ekspresyonunun Akim Sitometrisi ile Degerlendirilmesi

NEDL2 proteininin fertil ve infertil bireylere ait sperm hiicrelerindeki
lokalizasyonlarini belirledikten sonra bu proteinin ekspresyon derecesini belirlemek
icin akim sitometrik yontemle deneylere devam edilmistir. Bu amagla daha 6nce
belirledigimiz ve p97/VCP ile ilgili akim sitometri deneylerinde uyguladigimiz gibi
oncelikle sperm hiicresinin boyutu g6z Oniine alinarak Oncelikle hiicre
popiilasyonumuz segilmis, daha sonra ise bu popiilasyon icerisinde baska hiicrelerle
birlesip hatali 1s1ma verecek hiicreleri elemek amaciyla akim sitometri cihazi
igcerisindeki akis kabininden tek tek 1sima vererek gecen hiicreler secilmis ve de bu

hiicrelerin yogunlugu olctilmiistiir.

Akim sitometri deneyleri sonucunda yaptigimiz analizler sonucunda NEDL2
antikoru ile isaretlenen fertil bireylere ait sperm hiicrelerinin infertil bireylere gore
daha yogun bir ekspresyon verdigi goriilmiistiir. Akim sitometrisi deneylerinde 10
fertil ve 10 infertil bireyle ¢alisilmis fakat bu bireylerden 6rnek olarak segtigimiz ii¢

bireyin flow sitometri sonuglar1 Sekil 4.64 ve 4.65’de goriilmektedir.
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Sekil 4.64. Fertil bireylerde akim sitometrik analizler ile NEDLZ2 ekperesyonunun
gosterilmesi: Ug farkli fertil bireyden alinan sperm ornekleri ile yapilan flow sitometrik
analizler sonucunda belirledigimiz sperm populasyonuna ait grafik (solda), bu populasyonlar
igerisinde tek sira halinde akis kabini igerisinden akan hiicrelere ait sperm populasyonuna ait
grafik (ortada) ve bu hiicrelere ait NEDL2 ekspresyonuna ait grafik (sagda) goriilmektedir.
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Sekil 4.65. infertil bireylerde akim sitometrik analizler ile NEDL2 ekperesyonunun

gosterilmesi: Ug farkli infertil bireyden alinan sperm drnekleri ile yapilan flow sitometrik
analizler sonucunda belirledigimiz sperm populasyonuna ait grafik (solda), bu populasyonlar
icerisinde tek sira halinde akis kabini igerisinden akan hiicrelere ait sperm populasyonuna ait

grafik (ortada) ve bu hiicrelere ait NEDL2 ekspresyonuna ait grafik (sagda) goriilmektedir.
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Sekil 4.66. NEDL2 ekspresyonunun fertil ve infertil bireylerde akim sitometrik yontemle
karsilastirmali olarak degeri: Bu proteinin ekspresyonunda infertil bireylerde fertil bireylere
gore anlaml1 bir azalma saptanmistir (p<0.001).

4.2.23. Fertil ve Infertil Bireylerin Spermlerinde NEDL2

Ekspresyonunun Western Blot ile Degerlendirilmesi

Immiinofloresan ve flow sitometrik analizleri kantitatif olarak desteklemek
amaci ile western blot analizi yapilmustir. Fertil ve infertil bireylere ait sperm
ekstraklar ile yapilan western blot analizi sonucunda elde edilen membranin NEDL2
antikoru ile muamelesi sonucunda NEDL2 ( 176 kDa) proteinine karsilik gelen
bantlarin fertil bireylerde infertil bireylere gore daha yiliksek dansitometriye sahip
oldugu saptanmistir (Sekil 4.68). Yani, NEDL2 fertil bireylerin spermlerinde daha

fazla ekspre edilmektedir.

Fertil Iinfertil

NEDL2— 3&“«&. — — 176 kDA

Beta Aktin — " v S S e e e W — 42 KDA
1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4.67. NEDL?2 ekspresyonunun western blot yontemi ile gosterimesi: Dort fertil ve de
dort infertil bireyin sperm ekstraklarindan yapilan western blot sonucuna gére NEDL2
proteinine ait bantlar fertil gruplarda infertil bireylere ait bantlara gore yiiksek
dansitometreye sahiptir.
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Sekil 4.68. NEDL2 ekspresyonunun fertil (n:10) ve infertil (n:10) bireylerde western blot
analizi ile karsilastirmali olarak degeri: Bu proteinin ekspresyonunda infertil bireylerde fertil
bireylere gore anlamli bir azalma saptanmistir (p<<0.001).

4.3. Ubikiitin Proteazom Sistemi (UPS) Proteinlerinden p97/VCP ve

NEDL?2 Proteinlerinin Semen Parametreleri ile Tlgili Tliskisi

Tezimde fertil ve infertil bireyden alinan semen 6rnekleri 6ncelikle WHO
(2010) kriterlerine gore analiz edildi (Tablo 4.22). Semen parametreleri ile p97/VCP
ve NEDL2 ekspresyonlari arasinda bir iliski olup olmadigini saptamak amaciyla sperm
konsantrasyonu, sperm motilitesi ve sperm morfolojisi ylizdeleri ile p97/VCP ve
NEDL?2 ekspresyonlarina ait yiizdeleri arasinda Pearson korelasyonuna bakildi.
p97/VCP (Sekil 4.69) ekspresyon yiizdeleri, sperm konsantrasyonu, motilitesi ve

sperm morfolojisi ile negatif korelasyon gosterdigi saptanmistir.

NEDL2 ekspresyon yiizdeleri, sperm konsantrasyonu, motilitesi ve sperm

morfolojisi ile pozitif korelasyon gosterdigi saptanmustir.
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Tablo 4.22. Fertil ve infertil bireylere ait semen analizi ve Kruger morfoloji

analizi sonuglar1

FERTIL

INFERTIL

Ejakulat hacmi (ml)

3,28

2,35

Sperm konsantrasyonu (x10°)

58,6

14,5

Toplam Sperm Sayis1 (x10°)

172,4

33,5

Motilite (%0)

70,3

48,3

Ileri hareketli sperm (%)

62,8

42,6

Normal morfoloji (%)

44,6

11,2

Yas

32,4

37

Likefikasyon Siiresi (dk.)

35

47

Sperm konsantrayonu ile P97/VCP immuncreaktivitesi
arasindaki korelasyon, r: -0,81, p<0,001, n:20
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Sekil 4.69. p97/VCP ve NEDL2’nun insan sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi
ile olan iliskisi: p97/VCP’nin insan sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi ile
negatif korelasyon gosterirken, NEDL2 insan sperm konsantrasyonu, motilitesi ve
morfolojisi ile pozitif korelasyon gostermektedir.
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4.4. Ubikiitin Proteazom Sistemi (UPS) Proteinlerinden p97/VCP ve
NEDL2 ve Agrezomlar Arasindaki Iliski

Ayrica infertilite tanisi alan bireylere ait sperm yayma preparatlarinda
morfolojik olarak normal sperm hiicresi ile uyum gostermeyen ve de bas, baglanti
pargasi, kuyruk anomalisine sahip spermlerde olusan ubikiitinlenmis proteinlerin stres-
indiiklii agregatlar1 olan agrezomlar1 goriintiileyebilmek i¢in agrezom belirleme kiti ile
immiinofloresan uygulanmistir. Sonug¢ olarak ubikiitinlenmis proteinlerin stres-
indiiklii agregatlar1 olan agrezomlar kirmiz1 sinyal vermistir. Infertilite tanis1 konmus,
amorf bas yapisina sahip ve de belirgin boyun anomalisi olan bir bireyden alinan sperm
ornegi ile yapilan agrezom belirleme yOntemi sonucunda Sperm hiicrelerinin
anomalinin bulundugu bas ve boyun kisimlarinda kiimelenen agrezomlar dikkati
cekmektedir (Sekil 4.70-A). Yine infertilite tanis1 almis yuvarlak bas yapisina sahip
ve de boyun kisminda kalinlagsma goriilen bir diger bireye ait sperm hiicrelerinin
anomalinin bulundugu bas ve boyun kisimlarinda agrezomlar yogun kirmiz1 sinyal

vermistir (Sekil 4.70-B).

Sekil 4.70. Agrezom belirleme yontemi ile agrezomlarin (kirmizi) gosterilmesi: Agrezomlar
ubikiitinlenmis proteinlerin stres-indiiklii agregatlaridir ve burada ProteoStat kiti ile
isaretlendiklerinde mitokondriyal kilifta (okbasi) ve de bas kisminda (ok) kirmizi sinyal
verdikleri goriilmektedir.
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p97/VVCP ve NEDL2 proteinlerinin fertil bireylerde morfolojik olarak bozuk
sperm hiicrelerinin anomalinin baskin oldugu bdolgelerde kiimelenmesi sonucu ile
agrezom belirleme yontemi sonucunda agregatlarin da yine bu anomalinin oldugu

yerlerde baskin olarak lokalize olmasi sonucu uyumluluk gostermektedir.

4.5. infertilite ve PSA Arasmdaki iliski

Fertil ve infertil bireylerde p97/\VCP ve NEDL2 ile yapilan immiinfloresan
deneylerinde bu primer antikorlara ek olarak uygulanan PSA ve DAPI boyamalari
somucunda PSA immiinreaktivitesinin fertil ve infertil bireylerde degiskenlik
gosterdigi gozlenmistir. Bu amagla fertil ve infertil bireylere aiy sperm yayma
preparatlarina sadece PSA boyasi uygulanarak daha detayli olarak inceleme yapilmis
ve takiben bu bireylere ait sperm hiicrelerine sadece PSA eklenerek akim sitometri

analizleri yapilmustir.

4.5.1. Fertil ve infertil Bireylerin Spermlerinde PSA immiinlokalizasyonu

Sperm  hiicrelerinin  akrozomal bdlgelerini  goriintiileyebilmek  igin
kullandigimiz PSA boyamasi sonucunda fertil bireylere ait normal sperm morfolojisi
ile uyumlu hiicrelerin sadece akrozomal bolgesinin gii¢lii bir sekilde PSA ile boyandigi
goriilmiistiir (Sekil 4.71-A). Infertil bireylere ait sperm yayma preparatlari
incelendiginde ise akrozomal bolgenin ¢ogunlukla fertil bireylerde oldugu kadar giiclii

bir boyanma géstermedigi goriilmustiir.

Kruger morfoloji analizi sonucu akrozomal anomaliye sahip oldugu tespit
edilen IF2 kodlu bireye ait sperm hiicrelerinin %90’1mnin PSA boyasi ile ¢ok zayif
sinyal verdigi hatta bazi hiicrelerde ise sinyal vermedigi goriilmiistiir. Akrozomal
anomaliye sahip bu bireye ait sperm hiicrelerinin akrozomal bélgesinin normal
morfolojiye sahip olmayip siirlarinin da diizgiin olmadigi goriilmektedir (Sekil 4.71-
B).
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Sekil 4.71. Fertil ve infertil bireylere ait sperm hiicrelerinin PSA ile boyanmasi: A: Fertil bir
bireye ait normal morfolojideki sperm hiicresinin PSA boyamasi sonucunda sadece
akrozomal bolgesinin giiglii bir sekilde boyandigi gériilmektedir (okbasi). B: Akrozomal
anomaliye sahip infertil hiicrelerin ¢ok zayif PSA boyanmasi verdigi ve bu hiicrelerde
akrozomal bolgenin sinirlart diizgiin, normal bir yapiya sahip olmadig1 goriilmiistiir (ok). C:
Agliitinasyon problemi olan bu bireye ait sperm hiicrelerinin ise akrozomal boélgelerinin
cogunlukla normal ve diizgiin sinirlara sahip oldugu fakat fertil bireylere gore daha zayif
PSA boyanmasi gosterdigi goriilmiistiir (yildiz). Bar:20 um

Bununla birlikte infertil bireylere ait normal morfolojiye sahip olmayan bas,
baglant1 parcast ya da kuyruk anomalisine sahip ya da agliitinasyon gibi daha farklh
problemlere sahip hiicrelerin normal morfolojiye sahip hiicrelere goére daha zayif bir
PSA boyanmasi verdigi goriilmiistiir. Bu bulgumuza 6rnek gosterebilecegimiz IF3
kodlu bireye ait sperm yayma preparatlarinda sperm hiicreleri arasinda yogun bir
agliitinasyon gorilmiis ve de bu sperm hiicrelerinin akrozomal bolgesinin fertil
bireylere ait normal morfolojideki hiicrelere gore daha zayif bir boyanma gosterdikleri

goriilmiistiir (Sekil 4.71-C).

Immiinofloresan analizler sonucu elde ettigimiz tiim bu bulgulara dayanarak
sonug olarak diyebiliriz ki PSA fertil bireylerde akrozom yapilariin diizgiin olmasi

nedeniyle infertil bireylere gore daha giiclii bir boyanma gosterir.
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4.5.2. Fertil ve Infertil Bireylerin Spermlerinde PSA Ekspresyonunun

Akim Sitometrisi ile Degerlendirilmesi

Immiinfloresan deneyler sonucunda elde ettigimiz bulgularin dogrulugunu
kanitlamak i¢in immiinofloresan calismalara ek olarak akim sitometrik deneylerle
fertil ve infertil bireylerde PSA ekspresyonu karsilastirmali olarak calisilmistir. Bu
amagla daha once belirledigimiz ve p97/VCP ile ilgili akim sitometri deneylerinde
uyguladigimiz gibi oncelikle sperm hiicresinin boyutu goz oniine alinarak oncelikle
hiicre popiilasyonumuz secilmis, daha sonra ise bu popiilasyon igerisinde baska
hiicrelerle birlesip hatali 1s1ma verecek hiicreleri elemek amaciyla akim sitometri
cihazi igerisindeki akis kabininden tek tek 1s1ma vererek gecen hiicreler se¢ilmis ve de

bu hiicrelerin PSA yogunlugu ol¢lilmiistiir (Sekil 4.72 ve 4.73).
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Sekil 4.72. Fertil bireylerde akim sitometri yontemi ile PSA ekspresyonun belirlenmesi: Ug
farkli fertil bireyden alinan sperm 6rnekleri ile yapilan flow sitometrik analizler sonucunda
belirledigimiz sperm populasyonuna ait grafik (solda), bu populasyonlar igerisinde tek sira

halinde akis kabini igerisinden akan hiicrelere ait sperm populasyonuna ait grafik (ortada) ve

bu hiicrelere ait PSA ekspresyonuna ait grafik (sagda) goriilmektedir.
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Sekil 4.73. infertil bireylerde akim sitometrik analizler ile PSA ekperesyonunun
gosterilmesi: Ug farkli infertil bireyden alian sperm &rnekleri ile yapilan flow sitometrik
analizler sonucunda belirledigimiz sperm populasyonuna ait grafik (solda), bu populasyonlar
icerisinde tek sira halinde akis kabini i¢erisinden akan hiicrelere ait sperm populasyonuna ait
grafik (ortada) ve bu hiicrelere ait PSA ekspresyonuna ait grafik (sagda) goriilmektedir.
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Sekil 4.74. PSAekspresyonunun fertil ve infertil bireylerde akim sitometrik yontemle
karsilastirmal1 olarak degeri: Bu proteinin ekspresyonunda infertil bireylerde fertil bireylere
gore anlamli bir azalma saptanmistir (p<0.001).

Infertilite ile PSA arasinda elde ettigimiz bu 6nemli bulguya ek olarak PSA ile
yaptigimiz immiinofloresan ¢alismalar sonucunda ikinci bir bulgu daha elde edilmistir.
Inferilite tanisi alan bireylere ait sperm hiicrelerinde bas, baglant1 pargasi ya da kuyruk
anomalisine sahip sperm hiicrelerinin biiyiik bir kisminda normal hiicrelerde sadece
akrozomal bolgeyi boyayan PSA boyasinin morfolojik olarak bozuk, anomalili
hiicrelerde 6zellikle anomalinin oldugu bolgelerde ve hatta bazi hiicrelerde tiim kuyruk

boyunca da boyanma verdigi elde ettigimiz ikinci 6nemli bulgudur.

Infertilite tanis1 almis IF5 kodlu bireyde sperm hiicrelerinin %22’sinde ¢ift
kuyruk ve amorf bag anomalisi goriilmiistiir. Cift kuyruga sahip bu hiicrelerin biiyiik
bir ¢ogunlugunda ise kuyrugunda PSA boyamasi ile sinyal verdigi goriilmiistiir (Sekil
4.75).

NEDL2+PSA+DAPI kombinasyonu uygulanan bu bireye ait sperm
hiicrelerinde NEDL2 normal morfolojiye sahip hiicrelerde mitokondriyal bolgeden
kuyruk son kisma kadar pozitif lokalizasyon gdstermistir. Amorf bas anomalisi ve ¢ift
kuyruk anomalizi olan bu hiicrelerde NEDL2 ile ilgili daha 6nce elde ettigimiz
bulgularla uyumlu olarak NEDL2 anomalinin oldugu bas bolgesinde de yogun bir
sekilde lokalize olmus ayrica ¢ift kuyruk anomalisi olan bu hiicrede NEDL2 kuyruk
son kisim dahil lokalizasyon gostermistir (Sekil 4.75-A).
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Sekil 4.75. Cift kuyruk anomalisi olan sperm hiicresinde PSA+NEDL2+DAPI boyamas1
sonucunda kuyrukta PSA lokalizasyonunun gosterilmesi: A: NEDL2 boyamasi sonucunda
normal morfolojiye sahip sperm hiicresinde NEDL2 sadece kuyruk kisminda lokalize iken
(yuvarlak) ¢ift kuyruklu hiicrede amorf morfolojideki bas kisminda yogun bir sekilde ve de

kuyruk son kisim dahil tiim kuyruk boyunca lokalize olmustur (y1ldiz). B: Amorf bag
anomalisine sahip olan hiicrede bas kisminda ve tiim kuyruk boyunca yogun bir PSA
boyamasi varken (okbasi), normal morfolojiye sahip hiicrede sadece akrozomal bolgede
pozitif PSA boyanmasi goriilmiistiir. C: DAPI boyanmas1 sonucunda amorf bas anomalisi
olan hiicre sinyal vermemistir (x) D: Anomalili hiicrede NEDL2 ve PSA 6zellikle bag
kisminda kolokalize olarak sar1 renkli sinyal vermistir(ok). Bar:20 um

Akrozomal bolgeyi goriintilemek icin kullandigimiz PSA  boyamasi
sonucunda ise bas ve kuyruk anomalisi olan bu hiicrenin tamaminda yogun bir PSA
boyanmasi1 goriilmesi dikkat g¢ekici bir bulgudur (Sekil 4.75-B). Ayrica DAPI
boyanmasi sonucunda amorf bas anomalisi olan hiicrenin sinyal vermemesi de bu
hiicrenin bas anomalisini dogrulamaktadir (Sekil 4.75-C). NEDL2 +PSA+DAPI
kombinasyonu sonucunda ise NEDL2 ve PSA anomalinin oldugu bdlgelerde

kolokalize olarak sar1 renkli sinyal vermistir (Sekil 4.75-D).

Bu bulgulardan yola ¢ikarak PSA boyasinin saglikli bireylere ait normal sperm
hiicrelerinde sadece akrozomal bolgede, infertil bireylerde ise morfolojik olarak bozuk
sperm hiicrelerinin anomalinin oldugu bolgelerinde de lokalizasyon gostermesi sonucu

PSA boyasinin infertilite igin bir belirte¢ aday1 olabilecegi bulgularimiz arasindadir.
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5. TARTISMA

Ubikitin Proteazom Sistem (UPS) ubikiitinlenme (76 aminoasitlik ubikiitin

molekiillerinin yikilacak substarata baglanmasi) ile proteinlerin saperonlar yardimiyla
268 proteazoma taginmasi, baglanmasi ve yikimini hedefleyen ATP bagimli enzimatik
bir makinedir. UPS’in insan ve hayvan fertilizasyonu boyunca spermin vitellin ortiiye
baglanmasi olayinda, sperm kapasitasyonunda ve akrozomal reaksiyonda rol aldigi
bilinmektedir (113). Sperm kapasitasyonu oviduktal sperm rezervinden spermin
ayrilmasina, zona indiiklii akrozomal ekzositoz sonucu akrozomal yiizeyin yeniden
sekillenmesine ve sperm membranlarinin oolemma ile fiizyonuna hazirlanmasi olarak
ana ii¢ olaya hizmet eder (114-116). UPS’in bu olaylara katildigina dair kanitlar vardir
ki bunlar hem fonksiyonel calismalardan hem de sperm proteomunun ve 6zellikle

sperm fosfoproteomunun analizlerinden elde edilen sonuglardir (113).

Tirozin kinaz ve serin/tireonin rezidiileri tizerindeki protein fosforilasyonu
kapasitasyon olaymin ayirici 6zelligidir ve kapasite olmus sperm proteozomu ile ilgili
calismalar ¢esitli proteinlerin memelilerde kapasitasyon boyunca fosforilasyona
ugradigin1 kanitlar (117). Proteazomal aktivite direkt ya da indirekt olarak sperm
kaynakli protein kinazlarin aktivitesi ile kontrol edilebilir. Bu olaylar sadece spermin

akrozomunda degil ayn1 zamanda spermin kuyrugunun temel parg¢asinda da olabilir.

Sperm kapasitasyonu ile ilgili ¢alismalar sonucunda UPS ile iliskili bir¢ok
protein tanimlanmistir. Bu proteinler ubikiitin aktive edici enzim, ¢coklu proteazomal
altiiniteler ve Valosin igeren protein (VCP)’1 kapsamaktadir. Kapasitasyona katilan bu
proteinler, ubikiitinlenmis proteinleri 26S proteazoma tasima olaylarina katilirlar ya
da kendilerini de ubikiitinleyebilirler (11, 78, 118). Tiim bu ¢aligmalara ait bilgiler
UPS’in ve sperm proteazomunun sperm kapasitasyonunu diizenleyici bir roliiniin

olduguna dair giiclii kanitlar icermektedir.

UPS’in sperm kapasitasyonuna etkisi ile ilgili literatiirdeki tiim bu ¢alismalarin
yanisira infertilite siireci iizerine de etkilerinin arastirildigi bir¢ok ¢calisma mevcuttur
(11, 12, 14, 17, 18, 78). Literatiirde ayrica sperm parametreleri ve UPS ile birlikte
calisan proteinler arasindaki korelasyonu gosteren ¢alismalar da mevcuttur (119-122).

Klinik semen parametreleri ve infertilite arasindaki korelasyon her zaman yiiksek
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seviyelerde olmadigi icin infertiliteyi daha iyi aydinlatabilmek igin ek objektif

belirtegler aranmaktadir.

Literatiirde ki bu bilgiler 1s18inda; tezimde insan sperm kapasitasyonunda ve

infertilite _siirecinde UPS’in roliinii aydinlatmak ve literatiirdeki eksiklikleri

tamamlayabilmek amaci ile insan sperm Ornekleri ile ¢alismalar yapilmistir. Bu
caligmalarim sirasinda immiinfloresan, flow sitometri, goriintiilemeli flow sitometri ve

Western blot metodlari kullanilmistir.

Ubikiitin Proteazom Sisteminin Insan Sperm Kapasitasyonundaki Rolii

Tezimde insan sperm kapasitasyonunda UPS’in roliinii daha acik bir sekilde

aydinlatmak amaci ile insan spermi ile kapasitasyon deneyleri yapilmigtir. Bu amag ile
Prof. Dr. Peter Sutovsky’nin ve Prof. Dr. Sevil Cayli’nin bircok makalesine kaynaklik
eden ve UPS ile iliskisi literatiirde kanitlanmis olan bir protein olan p97/VCP (Valosin

iceren protein), yine Sutovsky ve arkadaslarinin yillardir ¢alistiklar: ve fertilizasyonda

onemli fonksiyonlarinin oldugu bilinen PAWP ve PAWP’nin etkilestigi ve PAWP’ye
baglandig diistiniilen UPS proteinlerinden NEDL2 (NEDD4-like ubiquitin ligase 2)
hedef proteinlerimiz olarak secilmistir. Literatiirde p97/VCP ile ilgili farkl1 alanlarda
cok fazla calisma olmasmma ragmen insan sperm kapasitasyonu ve proteazomal
inbitdrler ile p97/VCP arasindaki iliskiye dair literatiirde eksiklikler vardir. Daha 6nce
insan sperm kapasitasyonu ile ilgili literatiirde NEDL2 ve PAWP ile ilgili ¢alisma

olmamasi da literatiirde ki bir diger eksikliktir. Insan sperm kapasitasyon siirecinde

NEDL2 ve PAWRP ile ilgili calisma olmamasi ve de insan sperm kapasitasyonu ve

p97/VCP ile ilgili kisith sayida calisma bulunmasi acisindan tezimin ilk asamasini

olusturan kapasitasyon deneylerine ait boliimi orjinal bulgular icermektedir.

UPS’e ait p97/VCP, NEDL2 ve PAWP proteinlerinin sperm kapasitasyonuna
olan etkisinin hangi saatlerde gergeklestigini anlayabilmek ve de bu siiregte bu
proteinlerin lokalizasyonlarindaki degisikliklerini de ortaya ¢ikarabilmek amaci ile 0.,
5. ve 18. saatler kullanilarak deneyler yapilmis ve de takiben UPS’in kapasitasyon
stirecine olan etkisini daha iyi aydinlatabilmek amaci ile de proteazomal

inhibitorlerinden olan MG-132, Epoksimisin ve CLBL kullanilarak deneylere devam

edilmigtir. Fertilizasyon boyunca proteazomal proteoliz gereksinimi, gesitli proteazom
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spesifik inhibitorlerin ve antikorlarin uygulanmasiyla gosterilmistir. Proteazom
bagimli fertilizasyon mekanizmasini destekleyen calismalarin bir kismi memeli
fertilizasyonunun 6zel inhibitorler ve anti-proteazom antikorlarla inhibisyonu ile ilgili
caligmalar1 kapsar (113). Sonug olarak proteazomal inhibitorler ve antikor, peptid ve
mutant ubikiitin gibi sperm fonksiyonu ile ilgili ajanlar etkili bir sekilde memeli

fertilizasyonunu tamamen inhibe ederler (123-125).

MG-132, 26S proteazomun 20S 6z kisminin kemotripsin benzeri aktivitesinin
inhibisyonu i¢in yaygin olarak kullanilan bir inhibitordiir ve memeli olmayan H.
roretzi (126) ve  Cionaintestinalis  (127) gibi  deniz  hayvanlarinda,
Anthocidariscrassispina ( 128) ve Pseudocentrotusdepressus (129) gibi
denizkestanesi tiirlerinde proteazom sistemini inhibe etmektedir. Memeli tiirlerinde,
domuz (130-132), inek (133) ve farede (134) MG-132’nin proteazom sistemini inhibe
ettigi gosterilmistir. Fonksiyonel c¢alismalarda 20S proteazomal 6ziin kemotripsin
benzeri aktivitesinin insan sperm kapasitasyonu boyunca arttig1 ve ¢esitli proteazomal
altiinitelerin hem tirozin kinaz hem de serin/tireonin rezidiileri izerindeki
fosforilasyonu ile bu aktivasyonun eszamanli oldugu ispatlanmistir (113). Sonug
olarak, 20S 6ziin kemotripsin benzeri aktivitesi kapasitasyon medyumuna tirozin kinaz

ve serin/treonin kinazlara 6zel inhibitorlerin eklenmesiyle azaltilir (75).

CLBL (Clasto-Lactacystin B- Lactone) bir prekiirsor olarak gorev yapan ve
proteazom ile etkilesime giren, proteazomun 20S 6z kisminin enzimatik aktivitesini
inhibe eden geri doniisiimsiiz bir proteindir. Sutovsky ve ekibinin bu inhibitérle ilgili
onemli bulgular iceren ¢alismalar1 vardir (131). Spermatozoada hem ZP kaynakli hem
de progesteron kaynakli akrozomal reaksiyon CLBL tarfindan inhibe edilmistir (62,
135).

Epoksimisin’in ise insan sperm kapasitasyonu boyunca serin fosforilasyonunu
onemli dlglide azalttigi gosterilmistir (136). UPS sistemi ve sperm kapasitasyonu ile
ilgili baska bir calismada ise MG-132 ve epoksimisinin kapasitasyonu énemli 6l¢iide
degistirdigi ve akrozomal reaksiyonu Onledigi belirtilmistir (15). Literatiirde

proteazom sistemi ile ilgili cok cesitli calismalar olmasina ragmen proteazom

sisteminin inhibisyonu ile insan sperm kapasitasyonu surecinde p97/VCP, NEDL2 ve

PAWP proteinlerinin ekspresyon ve lokalizasyonlarindaki degisiklikleri de iceren

herhangi bir calisma bulunmamaktadir.
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Proteazomal inhibitorlerin akrozomal ekzositoz iizerine etkisi ve akrozomal
kiliflarin  yeniden sekillenmesi floresan yontemlerle akrozomal dis membranin
vezikiilasyonu ve akrozomal Ortiiniin yeniden sekillenmesi domuz sperminde
calisilmistir. Zimmerman ve arkadaglarmin yaptiklar1 ¢alismada akrozomal ortiilerin
solid bir matriksi olmadig1 i¢in kolaylikla pargalanabildigi ve serbest kalan bu ortiilerin
floresan ozellikli PNA (Peanut Agglutinin Lectin) ile gozlemlenebilecegine dair
bulgular1 vardir (3). Ayrica proteazomal sistemin MG-132, CLBL ya da laktasitin gibi
inhibitorler tarafindan inhibe edildiginde akrozomal Ortliniin yeniden sekillenmesinin
onlendigine dair bulgular1 olan ¢alismalar1 da vardir (137). Ozet olarak akrozomal
ekzositozun diizenlenmesinde protezomal proteolizin etkili olduguna dair giiclii
bulgulart olan birgok ¢alisma vardir (137-139). Bu bilgiler 1s18inda tezimde insan
sperm kapasitasyonu boyunca akrozomal ekzositoz siireci hakkinda bilgi edinebilmek
ve de proteazomal inhibitorlerin akrozomal ekzositoz {lizerine etkisini arastirabilmek
icin PSA(Pisum Sativum Agglutinin) ekspresyonunun flow sitometrik yontemlerle

belirlenmesi saglanmistir.

p97/VCP sperm hiicrelerinin kapasitasyon siirecinden Once 0. saatte sperm
kuyruk, baglant1 parcasi ve basin distal ekvatoryal bolgesinde ii¢ farkli boyanma
paterni gostermisti. NCM (Kapasite Etmeyen Medyum) grubundan itibaren
p97/VCP’nin sperm basinin anteriyor bolgesinde lokalizasyon gosterdigi yeni bir
boyanma paterni NCM grubunda %3 oraninda goriiliirken 5.saatte NCM grubuna gore
anlamli bir artig gdstererek %11 oraninda goriilmeye baslamistir. 18. saatte ise 5. saat
grubuna gore anlamli ve dikkat cekici bir artig gdstererek %22 oraninda goriilmeye
baslanmistir. In vitro kosullarda insan sperm kapasitasyonu igin gerekli olan siirenin
18 saat olduguna Sutovsky labinda farkli zaman siireleri (0s,1s,4s,6s,18s) kullanarak
yaptigimiz kapasitasyon deneyleri sonucunda karar verilmistir. Ayrica literatiirde de
sperm kapasitasyonu ile ilgili caligmalarda inkiibasyon siiresi olarak 18 saat
kullanilmistir (75, 140). Spermin kapasitasyon siirecini basarili bir sekilde
tamamlamasi i¢in gerekli olan 18 saatlik siirenin sonunda spermin bas bdlgesinin
akrozomal boliimiinde 6zellikle de anteriyor ring dedigimiz bolgede belirgin bir

sekilde artan p97/VCP lokalizasyonu dikkat c¢ekici bir bulgudur. Bu bulgular ile

p97/VCP’nin insan sperm kapasitasyon siirecindeki rolii belirlenmistir.
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Sperm basmin akrozomal bdlgesinde goriilmeye baslanan p97/VCP
lokalizasyonuna paralel olarak 6zellikle 5. saatten itibaren distal ekvatoryal bolgede
azalmaya ya da kaybolmaya baslayan p97/VCP lokalizasyonu da énemli bulgularimiz
arasinda yer almaktadir. p97/VCP’nin basin distal ekvatoryal bélgesinden anteriyor
bolgesine dogru kaymasi, p97/VCP’nin akrozomal reaksiyonda rol almak iizere
akrozomal bdlgeye dogru yonelmesi seklinde yorumlanmistir. Ficarro ve ark.
yaptiklar1 caligmada kapasitasyon siirecinden once p97/VCP’nin spermin boyun
bolgesinde, kapasitasyon siirecinden sonra ise tiim anterior bas bolgesinde floresan
boyanma gosterdigini bildirmislerdir (141). Boyun bolgesinde azalan p97/VCP
ekspresyonuyla es zamanli olarak basin anterior kisminda p97/VCP ekspresyonun
artmasi ise bizim sonug¢larimizla uyumlu bir bulgudur. Yine bu ¢alismadan elde edilen
sonu¢ bizim ¢ikarimlarimizla uyumlu olarak su sekilde agiklanmistir; kapasitasyon
stireci spermi ligand bagimli ekzositoz gecirmesi i¢in hazirlar ve p97/VCP membran
fiizyon olayinda rol oynar. Bu bulgu p97/VCP’nin kapasitasyon ve akrozomal
reaksiyon olaylar1 arasinda bir baglant1 saglayan protein oldugunu desteklemektedir

(141).

Literatiirde p97/VCP’nin memeli hiicrelerinde ve maya hiicrelerinde birgok
membran fiizyon olayinda etkili olduguna dair ¢alismalar da mevcuttur (11, 141).
Literariirdeki tiim bu bilgiler 1s181inda tezimde p97/VCP hakkinda elde ettigimiz
sonuclardan biri de, sperm hiicrelerinin kapasitasyondan akrozomal reaksiyona

geemesinde p97/VCP nin katkis1 vardir seklindedir.

Kapasitasyon siirecinde p97/VCP ile ilgili elde ettigimiz bir diger 6nemli bulgu
ise sperm kuyrugundaki ekspresyonun 0. saatten 18. saate degisiklik gdstermesidir. 0.
saatte tiim kuyruk boyunca goriilen p97/VCP ekspresyonu, akrozomal bdlgesinde
p97/VCP lokalizasyonu gosteren hiicrelerde 5. saatte minimal bir azalma gostermis,
18. saatte ise yine akrozomal bolgesinde p97/VCP ekspresyonu olan hiicrelerde dikkat
cekici bir sekilde artmistir. Kapasitasyon siirecini tamamlamis oldugunu
diistindiigiimiiz  bu  hiicrelerin  kuyruk boélgelerindeki bu artisin  tirozin
fosforilasyonundan kaynaklandigini diisiinmekteyiz. Literatiirde proteazomla iliskili
oldugu bilinen p97/VCP’nin tirozin fosforilasyonu gecirdigine dair giiclii kanitlari
olan ¢alismalar vardir (11, 15, 75). Ficarro ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada insan

spermi yaklasik 18 saat kapasitasyon medyumu ile inkiibe edildiginde, kapasitasyon
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stirecinden dnce sadece tiim spermin %18’inde sadece spermin kuyrugunda goriilen
fosfotirozin, kapasitasyon siirecinden sonra belli sayida spermin bag bolgesinde de
goriilmeye baslamistir. Yaptiklar1 immiinfloresan ¢alismalar sonucunda fosfotirozin
proteininin kapasitasyon siirecinden 6nce sperm hiicrelerinin %18’inde kuyruk
bolgesinde, % 1’inde ise bas bolgesinde zayif floresan sinyal verdigi goriiliirken,
kapasitasyon siirecinden sonra sadece kuyrukta %26, bas bolgesinde ise %23 oraninda
cok giiclii fosfotirozin floresan sinyali goriilmiistiir (141). Bizim ¢alismalarimiz
sonucunda da 18 saatlik inkiibasyon sonucunda sperm hiicrelerinin yaklasik
%22’sinde akrozomal bolgede p97/VCP lokalizasyonu goriilmiis ve bu lokalizasyona

kuyruk kisminda giiglii p97/VCP floresan sinyali eslik etmistir.

Ficarro ve arkadaslar1 bu bulgular 1s181nda fosfotirozin sinyalinin kuyrukta ve
basta gliclii bir sekilde arttig1 gostererek bu hiicrelerin kapasitasyon siirecini basarili
bir sekilde geciren hiicreler oldugunu bildirmislerdir. Ayrica p97/VCP ve a-PY
(Fosfotirozin) sinyalinin korele artisim1i da p97/VCP’nin kapasitasyon siiresince
fosforillendigini destekler sekilde agiklamislardir (141). Geussova ve ark. CAMP
aktivasyonunu tetikleyen ilaclar kullanarak yaptiklar1 kapasitasyon deneyleri
sonucunda ise p97/VCP ve a-PY ekspresyonunun korele bir sekilde artisini
p97/VCP’nin sperm hiicrelerinde cAMP-bagimli tirozin kinaz yolaginda aktif rol
oynadig1 sekline aciklamiglardir (11). Bu bulgular tezimin p97/VCP ile ilgili
bulgulariyla olduk¢a uyumludur. Kapasitasyon memeli sperminin fertilizasyonu
gerceklestirebilmesi i¢in gereklidir. Bu olay sirasinda birgok proteinin tirozin
kuyruklar1 fosforile olur ve bu sirada spermin hareketinin arttigi goézlenmistir.
Kapasitasyon akrozomal reaksiyon icin de gereklidir. Bu derece fertilizasyon igin
onemli bir olayda p97/VCP’nin de fosforile oldugunu bilmek, bu proteinin
kapasitasyon icin ne kadar onemli bir protein oldugunu gdstermektedir. Biz de
calismamizda sperm hiicrelerinde p97/VCP’nin 06zellikle de bas ve kuyruk
bolgelerinde var oldugunun gosterilmesiyle literatiirde kanitlanmaya calisilan insan
sperm kapasitasyonu, tirozin fosforilasyonu ve p97/VCP arasindaki iligkiyi destelemis
olduk.

Tezimde kapasitasyon deneyleri sonucunda p97/VCP ile ilgili elde ettigimiz

sonuc; p97/VCP insan sperm kapasitasyonu siirecinde ve akrozomal reaksivonda rol

ovnar ve kapasitasyon siiresince p97/VCP’nin fosforile oldugunu destekler

seklindedir.
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p97/VCP’nin insan sperm kapasitasyonunda rol oynadigina dair 6n bulgular
elde ettikten sonra, bu bulgular1 dogrulamak ve bu proteininin UPS ile iligkisini
ispatlamak amaci ile kapasitasyon deneylerine UPS inhibitorleri ile devam edilmistir.
UPS inhibitorlerinden MG-132, Epoksimisin ve CLBL ayni1 oranlarda kullanilarak bir
inhibitor karisimi elde edilmis ve bdylece proteazom sisteminin hem tripsin, hem
kemotripsin hem de kaspaz aktivitesi inhibe edilmesi hedeflenmistir. Proteazom
inhibitorlerinin hangi dozda daha etkin oldugunu anlayabilmek i¢in diisiik (10 mM) ve
yiiksek (100 mM) olmak tizere iki farkli konsantrasyon belirlenmistir. Bu inhibit6r
konsantrasyonlar1 Sutovsky labinda birlikte ¢alistigimiz Kerns ve ark. (140), Zigo ve
ark. (142) ve yine Zigo ve ark. (143) yaptiklari g¢alismalar referans alinarak

belirlenmistir.

Zigo ve ark. yaptiklar1 g¢alismada (143) UPS ile iliskisi oldugu bilinen
P47/laktadherin proteininin kapasitasyon boyunca UPS sistemi ile iligkisini ortaya
koyabilmeyi hedeflemistir. Bu caligmada, kapasitasyon ile laktadherinin
ekspresyonunun arttigini, proteazom inhibitorlerin etkisi ile de bu ekspresyonda bir
diisiis oldugu ve de bu diisiisiin 100 mM konsantrasyon inhibitdr kullanildiginda daha
fazla oldugu vurgulanmistir. P47/laktadherin’in kapasitasyondan sonra akrozomal dis
membrandan izole edildigini gosteren ¢aligmalar sonucunda (144-148), bu proteinin
kapasitasyon ve akrozomal ekzositoz i¢in gerekli olaylar zincirini ve akrozomal
matriks kirtlmasini tetiklemede rol oynadigin1 gostermislerdir. Bu proteinin
kapasitasyon stirecindeki ekspresyon artis1 ve proteazomal inhibitérler varligindaki
ekspresyonun azalmasi, bizim p97/VCP ve kapasitasyon siireci ile elde ettigimiz
bulgular ile uyumludur. Kisacasi, laktadherin gibi p97/VCP de kapasitasyon siirecinde

rol oynayan bir proteindir.

p97/VCP’nin kapasitasyon siirecinde rol oynadigimi gosteren bulgularimizi
daha da giiclendirmek amaci ile kapasitasyon deneylerinde proteazom inhibitdrlerine
ek olarak p97/VCP’nin spesifik inhibitorii olan DBEQ kullanilmistir. Literatiirde
DBEQ’nun p97/VCP’nin aktivitesini inhibe ettigine dair birgok calisma vardir fakat
p97/VCP ve DBEQ’nun sperm kapasitasyon siireci ile iligkisini agiklayan herhangi bir
¢alisma bulunmamaktadir. Hem literatiirde ki bu eksikligi kapatmak hem de p97/VCP
ve DBEQ’nun sperm kapasitasyon siireci ile iligkisini ortaya koyabilmek amaci ile

sperm hiicrelerinde kapasitasyonu indiiklemek i¢in yapilan deneylerde kapasitasyon
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medyumuna diisikk (10 mM) ve yiiksek (100 mM) konsantrasyonlarda DBEQ
eklenmistir. Sonu¢ olarak p97/VCP’nin ekspresyonunun kapasitasyon siirecinde
arttigini gosteren immiinfloresan, flow sitometrik ve Western blot ¢alismalarimizin
yanisira DBEQ kullanilan gruplarda p97/VCP ekspresyonunun azaldig1 6zellikle de
yiiksek konsantrasyonlu DBEQ kullanildiginda bu azalmanin oldukga anlamli oldugu
goriilmistiir. Kapasitasyon siirecinde aktivasyonunun DBEQ ile inhibe edilmesi ile
ekspresyonunun dikkat c¢ekici bir sekilde azalmasi p97/VCP’nin insan sperm

kapasitasyonu siirecinde rol oynadigini bir kez daha kanitlamistir.

Tezimden elde ettigimiz su ana kadar yukarida acikladigim bulgular 1siginda

p97/VCP’nin insan sperm kapasitasyonu siirecinde rol oynadigi ve de bu siirecte UPS

ile etkilesime girip 26S proteazom ile birlikte calistigr  bilgisi literatiire

kazandirilmistir.

UPS sistemi ve kapasitasyon siireci arasindaki iliskiyi aydinlatmak amaci ile
yaptigimiz kapasitasyon deneyleri ¢aligmalarina p97/VCP’den sonra ikinci hedef
proteinimiz olan NEDL2 ile devam edilmistir. NEDL2 ile ilgili literatiirde sadece bes
yayin bulunmakta ve bu yayinlardan ii¢ tanesi sinir sistemi ile ilgili ¢aligmalar olup
erkek tireme sisteminde bu proteinin fonksiyonu ile ilgili bir bilgi bulunmamaktadir
(100-104). Literatiirde ki var olan ¢alismalarin sonucunda NEDL2’nin enterik sinir
sistemi ve gelisiminde (102, 104), Hirschsprung hastaliginda (101), bobrek
gelisiminde (102) , mitozun sonunu ve yeni G1 fazinin baglangicini belirten 6nemli bir
gecis noktasi olarak adlandirilan mitotik ¢ikis olaymnda (103), metefazdan anafaza
gecis olayinda diizenleyici olarak (103) , tiimdrogenezde (103), p73 geninin
aktivasyonunda (100) rol oynadigi goriilmektedir. Lu ve ark. yaptiklar1 ¢alisma
sonucunda NEDL2’nin mitotik ¢ikis olayr boyunca APC/C-Cdhl geni tarafindan
yikildigint ve ubikiitinlendigini vurgulamiglardir (103). Sutovsky ve ekibinin
yaptiklari heniiz yaymlanmamis calismalarinda ise NEDL2’nin gametogenez ve

fertilizasyonda rol oynayabilecegi ve de sperm/oosit proteinlerinin baglanmasinda

PAWP gibi ya da PAWP ile birlikte rol oynayabilecegi sdylenmistir. Tiim bu bilgiler

1s181inda literatiirde ki NEDL2 ve i{ireme sistemi arasindaki iliski hakindaki bilgi

eksikligini tamamlayabilmek adina tezimde kapasitasyon siirecinde NEDL 2’nin de rol

alabilecegi arastirilmistir.
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Kapasitasyon siirecinden 6nce NEDL2’nin sperm hiicrelerinde sadece spermin
kuyrugunda olmak iizere iki farklt boyanma paterni gosterdigi goriilmistiir.
NEDLZ2’nin kapasitasyon siirecinde hangi saatlerde nasil bir degisiklik gec¢irdigini
anlamak i¢in ise CM kullanilarak 5 ve 18 saat olmak tizere iki farkli inkiibasyon siiresi
kullanilmistir. Bu gruplara ek olarak spontan olarak kapasitasyona giren sperm
hiicrelerinde ki NEDL2 ekspresyon ve lokalizasyonunu gormek icin ise sperm
hiicreleri 18 saat NCM ile inkiibe edilmistir. 0. saatte baz1 hiicrelerde kuyruk esas
parcasimna gore kuyruk orta pargasinda daha yogun olarak gozlenen NEDL2
ekspresyonu, baz1 hiicrelerde ise kuyruk esas parga ve kuyruk orta parcada esit siddette
ekspresyon gostermigtir. NEDL2’nin ilk defa NCM grubunda tiim sperm hiicrelerinin
%?2’sinde olmak iizere 0. saatten farkli olmak iizere yeni bir boyanma paterni
gosterdigi goriilmiistiir. NEDL2’nin sperm kuyruk orta parcasinda dikkat ¢ekici bir
sekilde azaldig1 bu yeni boyanma paterni 5 saatlik inkiibasyon siiresi sonucunda
anlamli bir sekilde artarak tiim hiicrelerin %13’linli olusturmaktadir. 18 saatlik
tinkiibasyon sonucunda ise 5. saat grubuna gore bu paterne ait hiicreler cok daha
anlaml bir sekilde artarak tiim hiicrelerin %27’sini olusturdugu goriilmiistiir. Ayrica
18 saatlik inkiibasyon sonucunda goriilen bu yeni boyanma paternine ait hiicrelerin
bazilarinda kuyruk esas parca bolimiinde de NEDL2 immun boyanma siddetinin
azaldig1 goriilmektedir. Sutovsky laboratuvarinda yaptigimiz ¢aligmalarda ve
Sutovsky’nin sperm kapasitasyonu ve UPS sistemi hakkindaki ¢alismalari sonucunda
edindigimiz bilgi sperm hiicrelerinin ortalama % 20-%25’inin kapasitasyon siirecini
basar1 bir sekilde tamamlar seklindedir. Tim bu bilgiler 1s18inda NEDL2’nin
kapasitasyon siirecindeki rolii hakkinda elde ettigimiz sonu¢ NCM grubu ile ortaya
¢ikan bu yeni paternin kapasisatasyona ugramis hiicrelerde oldugu seklindedir. Sonug

olarak, NEDL2’nin lokalizasyonu ve ekspresyonu kapasitasyon siirecinde degisiklige

ugrar ve kapasitasyon siiresi boyunca NEDL2 ekspresyonu 0.saatten 18.saate dogru

azalma gosterir.

NEDL2’nin insan sperm kapasitasyonu boyunca kuyruk kisminda esas parcada
ve daha dikkat ¢ekici bir sekilde kuyruk orta parcada azalmasi bu proteinin
kapasitasyonun ©nemli bir asamast olan sperm hareketliliginin artmas1 yani
hiperaktivasyonunda rol oynadig1 seklinde yorumlanmistir. Bu azalmanin 6zelliklede
sperm hareketliligi i¢in enerji kaynagi olan mitokondriyonlarin oldugu orta parcada

olmast NEDL2’nin kapasitasyon siirecinde sperm hiperaktivasyonunda rol aldigin
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desteklemektedir. NEDL2 ve mitokondriyal bolge ile ilgili planladigimiz ilerleyen
caligmalar bu konu hakkinda daha aydinlatic1 bilgiler elde etmemizi saglayacaktir.

Tezimden elde ettigimiz bu sonuclar ile NEDL2 ile ilgili literatire kazandirdigimiz bir

diger onemli bilgi su sekildedir; NEDL2’ nin insan sperm kapasitasyonu boyunca

sperm hiperaktivasyonunda rol oynavabilecegi seklindedir.

NEDL2’nun kapasitasyon silirecindeki roliinii desteklemek ve UPS, 26S
proteazom ile iligkisini daha net anlayabilmek amaci ile proteazom sistemi
inhibitorleri ile de inkiibasyon deneyleri yapilmistir. UPS ile NEDL2 arasindaki
iliskiyi daha net anlayabilmek i¢in p97/VCP deneylerinde oldugu gibi proteazom
sistemi inhibitorleri 10 mM ve 100 mM olmak {izere iki farkli konsantrasyonda
kullanilmistir. Proteazom sistemine ait inhibitorler kullanilarak yapilan deneyler
sonucunda NEDL?2 ekspresyonunun arttig1 ve de bu artisin 100 mM inhibitor karisimi
kullanilarak yapilan deneylerde 10 mM 26S inhibisyonuna gore anlamli bir sekilde
artti@1 goriilmistiir. Kapasitasyon siiresi boyunca azalan NEDL2 ekspresyonunun 26S

inhibitorleri varliginda anlamli bir sekilde artmast NEDL2 nun 26S proteazomu ile

etkilesime girdigine dair giiclii bir kanittir. UPS’in inhibisyonu sonucunda elde

ettigimiz cikarmm su sekildedir; NEDL2 kapasitasyon siiresi boyunca UPS ile

iliskilidir.

Zigo ve ark. yaptiklar1 calismada (143) UPS ile iligkisi oldugu bilinen
P47/laktadherin, ACRBP, ADAMS5 ve SPINK?2 proteinlerinin kapasitasyon boyunca
UPS sistemi ile iliskisini ortaya koyabilmek i¢in kapasitasyon deneyleri yapmis ve
sonug olarak laktadherinin ve ADAM 5’ in ekspresyonunun kapasitasyon ile arttigini,
proteazomla inhibitdrlerin ise bu ekspresyonda bir diisiis sagladigi ve de bu diisiisiin
100 mM konsantrasyon kullanildiginda daha fazla oldugunu vurgulamislardir. Bu
bulgular 15181inda laktadherinin kapasitasyon siirecinde rol oynadigini ve de UPS’e
baglanarak protezomla iliski kurdugunu vurgulamiglardir. ACRBP ile de kapasitasyon
deneyleri yapilmis ve de kapasitasyon siireci boyunca bu proteinin de dikkat ¢ekici bir
sekilde ekspresyonunun arttigi flow sitometrik ve de Western blot yontemi ile
gosterilmistir. Fakat bu proteininin ekspresyonu proteazomal inhibitorler bu artisin
daha fazla arttigisaptanmistir. Kapasitasyon boyunca bu proteininin aktivasyonu ile
spermin hareketliliginde ve hiperaktivasyonunda etkili oldugu ileri siirtilmiis ve de

protezomal inhibitdrlerin varliginda ekspresyonunun degismesi ile de 26S protezom
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ile iligkili oldugu kanitlanmistir. SPINK 2 ile yapilan kapasitasyon deneyleri
sonucunda ise insan sperminde iki farkli boyanma paterni goriilmiis ve de birinci
boyanma paterninde kapasitasyonla proteinin ekspresyonunda minimal bir azalma ve
de yiiksek konsantrasyonlu inhibisyon sonucunda ise tekrar minimal bir artis
goriilmiistiir. Ikinci boyanma paternine ait sonuclarda ise ¢ok anlamli sonuglar
icermemektedir. SPINK2’nin ikinci boyanma paterninin inhibitrler ile arttigi
goriilmiistiir fakat bu artis laktadherinde oldugu gibi anlamli bir artis degildir. inhibitor
eklenerek yapilan inkiibasyon sonucunda ise diisiik konsantrasyonlu inhibisyonda
minimal bir artig, yliksek konsantrasyonlu inhibisyonda ise ilging olarak minimal bir

artis gorilmiistir.

Tiim bu bulgular 1s181nda Zigo ve arkadaslari yaptiklari ¢alismada (143) UPS
ile iligkisi oldugu bilinen P47/laktadherin, ACRBP, ADAMS ve SPINK2
proteinlerinin, proteazom sistemi inhibitdrlerinin varliginda ekspresyonlarindaki
anlaml degisiklikleri bu proteinlerin kapasitasyon siiresince UPS’de aktif rol alarak
26S proteazomu ile iliski kurmaktadir seklinde vurgulamislardir. Yine Zigo ve
arkadaglarinin yaptiklar1 baska bir galismada da (142) DQH, AQN, AWN ve PSP gibi
bazi proteinlerin sperm kapasitasyon siirecinde aktif rol oynadiklar1 ve de MG-132
varliginda ekspresyonlarinda anlamli artis ya da anlamli azalmalar oldugunu
sOyleyerek, bu proteinlerin UPS ile iliskilerinin oldugunu vurgulamiglardir.
Literatiirdeki bu sonuglar, calismamizdaki NEDL2 sonuglartyla benzerlik gostermesi

NEDLZ2’nin kapasitasyon siireci ve de UPS ile iliskisini destekler niteliktedir.

Tezimden elde ettigimiz tim bu bulgular 1s181nda NEDL2’nun insan sperm

kapasitasyonu siirecinde rol oynadigini ve de bu siirecte UPS ile etkilesime girip 26S

proteazom ile birlikte calisabilecegi bilgisi literatiire kazandirilmistir.

Tezimin UPS sistemi ve kapasitasyon siireci arasindaki iliskiyi aydinlatmak
amaci ile yaptigimiz kapasitasyon deneyleri ¢aligmalarina p97/VCP ve NEDL2’e ek
olarak PAWP ile devam edilmistir. Literatiirde sperm morfolojisi ve sperm
hareketliliginin PAWP ile korelasyonunu gdsteren (105), fertilizasyon ve PAWP
iliskisini arastiran (106), oosit aktivasyonu ve PAWP iliskisini aydinlatan (107) ve
infertilite ile olan iliskisini agiklayan ¢aligmalar (108) mevcuttur. Sutovsky ve arkd.
PAWP’in fertilizasyon boyunca mayotik dagilim ve proniikleer gelisimde rol

oynadigini bulmuslardir (13). PAWP ekspresyonunun fertilizasyon ve yardimc1 lireme
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teknikleri ile iligkili oldugu (12, 17), PAWP’in kalsiyum osilasyonu ve oosit
aktivasyonu ile iligkisi oldugu (109), spermiyogenez siirecinde PAWP’1n etkin oldugu
(110), PAWP ile sperm Kalitesi arasindaki iliski (111) ve de PAWP’nin testikiiler

gelisimdeki roliinii gosteren (112) birgok ¢alisma mevcuttur.

Erkek tireme sistemi ile ilgili literatiirde birgok ¢alisma olmasina ragmen sperm
kapasitasyonu ve PAWP arasindaki iliskiyi inceleyen sadece bir tane c¢alisma
mevcuttur (149). UPS ve PAWP ile ilgili de literatiirde herhangi bir ¢alisma

bulunmamaktadir. Literatiirde ki bu eksikligin kapatilmasi acisindan tezimin sperm

kapasitasyonu, UPS ve PAWP arasindaki iliskivi aciklayan bu kismi orijinal bulgular

icermektedir.

Kapasitasyon siirecinden énce PAWP’1n sperm hiicrelerinde sadece spermin
kuyrugunda, baglant1 pargasinda ve postakrozomal bolgede ¢ift cizgi halinde olmak
tizere iki farkli boyanma paterni gosterdigi goriilmiistir. PAWP’in kapasitasyon
siirecinde hangi saatlerde nasil bir degisiklik gecirdigini anlamak i¢in ise CM
kullanilarak 5 ve 18 saat olmak {iizere iki farkli inkiibasyon siiresi kullanilmistir. Bu
gruplara ek olarak spontan olarak kapasitasyona giren sperm hiicrelerinde ki PAWP
ekspresyon ve lokalizasyonunu gormek i¢in ise sperm hiicreleri 18 saat NCM ile
inkiibe edilmistir. Yapilan kapasitasyon deneyleri sonucunda PAWP’1in NCM grubu
ile birlikte yeni bir boyanma paterni gosterdigi goriilmiigtiir. NCM grubunda tiim
sperm hiicreleri arasinda yaklasik %1 oraninda goriilen bu yeni boyanma paterninde
hiicrelerin bir kisminin kuyruk orta parcasinda PAWP ekspresyonunun azaldigi,
bazilarinda ise kuyruk esas parcada dikkat cekici bir sekilde PAWP ekspresyonunun
arttigr  gorilmiistir. Kapasitasyon siirecinden sonra ise yapilan inkiibasyon
deneylerinde 5. saatte NCM grubu ile goriilmeye baglanan yeni boyanma paternine ait
hiicrelerin yiizdesinin NCM grubuna gore artig gostererek %5’°e ylikseldigi PAWP ile
ilgili elde ettigimiz ilk orijinal bulgudur.

CM ile 18 saat yapilan inkiibasyon deneyleri sonucunda ise kuyruk esas
parcada bariz bir gsekilde artan PAWP ekspresyonuna eslik eden kuyruk orta pargadaki
PAWP ekspresyonunun azaldigi hiicrelerin yiizdesi ise 5.saate gore artarak %14

olmustur. Kapasitasyon deneyleri boyunca 0. saatten 18. saate dogru PAWP

ekspresyonunda ve lokalizasyonunda degisiklik olduguna dair elde ettigimiz bulgular
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da literatiire katki saglayacaktir. Kuyruk esas bolge boyunca artan, kuyruk orta parca

boyunca da azalan PAWP ekspresyonu gosteren sperm hiicrelerinin kapasitasyona
ugrayan hiicreler oldugu kanisina varilmistir. Kuyruk esas pargadaki artisin insan
sperm kapasitasyonun onemli bir basamagi olan spermin hiperaktivasyonunda
PAWP’in da etkili olabilecegi ve de kuyruk orta pargadaki azalmaninda sperm
hareketliligi i¢in enerji kaynagi olan mitokondriyonlarin oldugu orta pargada olmasi
PAWP’nin kapasitasyon siirecinde sperm hiperaktivasyonunda rol alabilecegini
desteklemektedir. NEDL2’ de oldugu gibi PAWP ve mitokondriyal bolge ile ilgili
planladigimiz ilerleyen ¢alismalar bu konu hakkinda daha aydinlatici bilgiler elde

etmemizi saglayacaktir.

Fakat daha 6nce de vurguladigimiz gibi basarili bir kapasitasyon siirecinde tiim
spermlerin yaklasik en az % 20-25’i kapasitasyona ugrarlar. Bu bilgi 1518inda 18
saatlik inkiibasyon grubunda kapasitasyonun belirteci olabilecegini diislindiigiimiiz
hiicrelerin en fazla %14 olmasi sonucunda PAWP’in tiim kapasite olan sperm
hiicrelerinde ekspresyon ve lokalizasyon agisindan degisiklik yapmadigi kanisina
vartlmistir. Ciinkii kapasitasyon deneylerinde ayni Orneklerin farkli alikuatlar
kullanilarak p97/VCP ve NEDL2 ile deneyler yapilmis ve de bu drneklerde kapasite
olmus hiicrelerin sergiledigini diisiindiigiimiiz boyanma paternlerinin tiim hiicrelerin
p97/VCP i¢in %22’sini, NEDL2 igin ise tiim hiicrelerin %27’sini olusturdugu

gozlenmistir.

Tezimden elde ettigimiz PAWP ile ilgili bu 6nemli bulgular sonucunda PAWP

ile 1lgili literatiire kazandirdigimiz bir diger 6nemli bilei su sekildedir; PAWP insan

sperm kapasitasyonu boyunca belli asamalarda ve sperm hiperaktivasyonunda rol

oynavabilir fakat sperm kapasitasyon basarisini ve niteligini belirleyebilecek bir

marker degildir.

Tezimden elde ettigimiz bu orijinal bulgu literatiirde PAWP ve insan sperm
kapasitasyonu ile ilgili tek ¢alisma olan Tanhael ve ark.’nin ¢aligmalar ile de oldukca
uyumluluk gostermektedir (149). Tanhael ve ark. yaptiklari ¢calismada dansite gradient
yontemi ile yikanan sperm hiicreleri kontrol grubu olarak kullanilmis, kapasitasyonu
indiikkleyen medyum kullanilarak inkiibe edilen sperm hiicreleri ikinci grubu ve de

akrozomal reaksiyonu indiikleyen ajanlar kullanilarak olusturulan grup ise {igiincii
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grubu olusturmustur. Fakat yapilan deneyler sonucunda her ii¢ grup arasinda PAWP

ekspresyonu agisindan anlamli bir fark bulunamamustir.

PAWP’m kapasitasyon siirecindeki roliinii belirledikten sonra UPS ile olan
iligkisini aydinlatabilmek amaglanmistir. Kapasitasyon i¢in inkiibasyon siirecinde CM
igerisine proteazom sistemi inhibitérlerinden MG-132, Epoksimisin ve CLBL
eklenerek inkiibasyon deneyleri yapilmistir. UPS proteazom sistemi ile PAWP
arasindaki iligkiyi daha net anlayabilmek i¢in p97/VCP ve NEDL2 deneylerinde
oldugu gibi proteazom sistemi inhibitorleri 10 mM ve 100 mM olmak iizere iki farkl
konsantrasyonda kullanilmistir. Proteazom sistemine ait inhibitorler kullanilarak
yapilan deneyler sonucunda PAWP ekspresyonunun arttig1 ve de bu artisin 100 mM
inhibitdr karisimi kullanilarak yapilan deneylerde 10 mM 26S inhibisyonuna gore
minimal bir sekilde arttigi goriilmiistiir. Kapasitasyon siiresi boyunca 0. saatten
18.saate dogru PAWP ekspresyonunda artis saptansa da bu artigin kapasitasyon siireci
acisindan anlamli olmadigr saptanmistir. PAWP ekspresyonunun proteazom

inhibitdrleri varligindaki minimal artis1 da anlamli bulunmamustir.

Tezimden elde ettigimiz tim bu bulgular 1si8inda PAWP’in insan sperm

kapasitasyonu siirecindeki roline ve bu siirecte UPS ile etkilesime girip 26S

proteazom ile birlikte calisip calismadig1 hakkinda net bir bilgi edilememistir.

Kapasitasyon deneyleri sonucunda PAWP proteini ile yapilan deneylerde bazi
hiicrelerde PAWP lokalizasyon ve ekspresyonunun degismis olmasi fakat anlamli
sonuglar elde edilememesi, kullandigimiz sperm sayis1 artirilarak deneylere devam
edilebilinecegi konusunu giindeme getirmistir. Sonug olarak PAWP ile ilgili net bir
sonuca varilamasa da yaptigim deneylerin ileriki caligmalarimiz i¢in referans
olusturabilecegi diisiiniilmektedir. Ayrica her ii¢ proteinin kapasitasyon siirecindeki
roliinii aydinlatmak i¢in yaptigimiz deneylerde grup sayisinin fazla olmasi ve de insan
sperm ejakiilatinda diger birgok memelide oldugu gibi (domuz, inek vs.) sperm
voliimiiniin dolay1s1 ile de sperm konsantrasyonunun yiiksek olmamasi nedeni ile her
deney icin kisith sayida sperm hiicresi elde edebilmemizden dolayr ileriki
calismalarimizda insan sperm kapasitasyonu ile ilgili projelerde deney grup sayisinin

daha minimalize edilmesi gerektigi yoniinde kantya varilmistir.
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Tezimde yapmis oldugum kapasitasyon deneylerinde proteazom inhibitorlerini
¢cozdiirmek i¢in kullandigimiz DMSO’nun kapasitasyon siirecinde toksik etkisinin
olup olmadigini anlayabilmek i¢in CM ile yapilan inkiibasyon deneylerine 100 mM
konsantrasyonda DMSO eklenmis ve 18 saat inkiibasyon siiresi uygulanmuistir.
Yapilan deneyler sonucunda DMSO gruplarinda p97/VCP, PAWP ve NEDL?2
ekspresyonlarina flow sitometrik ve Western blot yontemleri ile bakilmistir. Sonug
olarak; her {i¢ protein de ekspresyonunda DMSO grubu ile 18 saat inkiibasyon grubu
arasinda anlamli fark bulunamamistir. Bu sonuglarimiz literatiirde proteazom
inhibitorlerininin DMSO ile ¢o6zdiiriilmesi ile elde edilen verilerle uyumluluk

gostermektedir (140-143).

Tezimde insan sperm kapasitasyonu boyunca akrozomal ekzositoz siireci
hakkinda bilgi edinebilmek ve de proteazomal inhibitdrlerin akrozomal ekzositoz
tizerine etkisine PSA ekspresyonunun flow sitometrik yontemle 6l¢iilmesi metodu ile
bakilmistir. Sonug olarak 0. saatten 18. saate dogru PSA ekspresyonunda goriilen
azalma proteazomal inhibitorlerin varliginda artmistir. Sutovsky ve ekibinin de
akrozomal oOrtiilerin yeniden sekillenmesi olay1 iizerine birgok ¢alismasi vardir (15,
140, 142, 143). Domuz spermi akrozomal markeri PNA ile yaptiklar1 ¢aligmalarda
PNA ekspresyonunun kapasitasyon siiresince azaldigini, proteazomal inhibitorler
varhiginda ise arttigini vurgulamislardir (142, 143). Akrozom dig membrani {izerinde
var olan sakkarit molekiillerine baglanan PNA’in floresan yogunlugunun azalmas: ile
akrozomal Ortiilerin yeniden sekillenmesi arasinda yiiksek pozitif korelasyon
oldugunu, kapasitasyon silirecinin spermi akrozomal reaksiyona hazirladigim
soylemislerdir. Ayrica proteazomal inhibitérlerin PNA ekspresyonda artisa neden
olmasini da, proteazomal aktivitenin sperm membraninin yeniden sekillenmesinde
kapasitasyon boyunca etkili oldugu seklinde agiklamislardir (140). Calismamizdaki
kapasitasyon ve inhibitorler varligindaki PSA bulgularimiz Sutovsky ve ekibinin

bulgulartyla uyumluluk gostermektedir.

Ayrica UPS ile iliskili olan ve de tezimde ¢alistigimiz p97/VCP, NEDL2 ve
PAWP proteinleri ve akrozomal reaksiyonu arasindaki iliski olup olmadigi da

incelenmigstir. p97/VCP’nin kapasitasyon siireci ile lokalizasyonunun akrozomal

bolgeve dogru kaymasi ve 0Ozellikle de anterivor ringde yogunlasmasi VCP’nin

akrozomal oOrtiilerin sekillenmesi silirecinde de rol oynadigina kanit olmustur.
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NEDL2’nin ise bas bolgesinde lokalizasyon gOstermemesi ve PAWP’in da

kapasitasyon sirecinde lokalizasyonunun degismemesi ve de bu sirecte cok etkili bir

protein olmadiginin gosterilmesi nedeni ile NEDL2 ve PAWP’in akrozomal

reasiyonda bir roliiniin olamivacagini desteklemistir.

Bu bulgular 1si1ginda; PSA ekspresyonu insan sperm kapasitasyonu boyunca

azalir cunki: kapasitasyon siireci spermi akrozomal ekzositoza hazirlar. Proteazomal

inhibitorler varliginda ise PSA ekspresyonu kapasitasyon gruplarina gore artar cinkii;

proteazomal inhibitorler akrozomal ortiilerin ayrilmasini Onleyerek akrozomal

reaksiyonu engellerler. UPS sistemi ile iliskili p97/VCP proteini de spermi akrozomal

reakiyona hazirlama siirecinde etkilidir.

UbikiitinProteazom Sisteminin Infertilite Siirecindeki Rolii

Tezimin ikinci kisminda infertilite siirecinde ubikiitin protezom sisteminin

roliinii daha agik bir sekilde aydinlatmak amaci ile de insan sperm Ornekleri ile
calismalar yapilmistir. Literatiirde erkek tireme sistemi ve p97/VCP ile iliskili ¢esitli
calismalar olmasina ragmen p97/VCP’nin fertilite silireci ve sperm parametreleri ile
iliskisi hakkinda ¢alisma olmamasi da literatiirdeki eksik konulardan bir tanesidir.
NEDL? ile ilgili literatiirde ¢ok az sayida ¢alisma mevcuttur ve de heniiz iireme
sistemindeki yeri agikliga kavusturulamamigtir. NEDL2 ile de ilgili infertilite siireci
ya da sperm parametreleri (hareketlilik, morfoloji, sperm hareket hizi vs.) ile olan
iligkisi hakkinda herhangi bir ¢alisma mevcut degildir. PAWP ve infertilite ile ilgili
Sutovsky ve ark. tarafindan daha Once calismalar yapildigi i¢in tezimim ikinci

asamasinda PAWP infertilite iliskisi ¢alistilmamistir (12).

Erkek infertilitesinde semen parametrelerinin degerlendirilmesi ¢ok dnemlidir
ve infertilite tedavisi goren ciftler igin kliniksel bilgi saglar (121). Fakat infertilite ve
semen parametreleri arasindaki korelasyon diisiik seviyededir ve her birey igin
farkliliklar gosterebilir (150). Bu yiizden semenin degerlendirilmesinde ek molekiiler
belirtecler aranmaktadir. Sutovsky ve ark. yaptiklari c¢alismada ubikiitin
ekspresyonunun sperm parametreleri (sayi, hareketlilik, normal morfoloji) ile ters
iligkili oldugunu ve bu sonuca dayali olarak ubikitinin sperm kalitesini belirlemede bir

belirteg olabilecegini gostermislerdir (119).
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Bu calismada, fertil ve infertil bireylerde UPS proteinlerinden oncelikle
p97/VCP’nin sperm hiicrelerinde lokalizasyonu ve p97/VCP ekspresyonunun semen

parametreleri ile iliskisi incelemektedir. p97/VCP’nin insan sperminde ilk defa

ekspresyonunun gisterilmesi ve bu ekspresyonun semen parametreleri ile iliskisinin

olup olmadiginin incelenmesi nedeniyle calismamiz orijinal bulgular icermektedir.

Sonuglarimiz UPS proteinlerinden, p97/VCP nin fertil bireylerde sperm bas,
boyun ve kuyruk bolgesinde lokalize oldugunu gostermistir. Fakat bu lokalizasyonun
en fazla bas bolgesinde yerlesim gosterdigi ve oOzellikle de infertil bireylerde
p97/VCP’nin fertil bireylere gore ekspresyonun daha fazla oldugu saptanmistir. Bu
sonuclar p97/VCP’nin erkek infertilitesi degerlendirilmesinde kullanilabilecek bir

protein olabilecegini gostermektedir.

Bugiine kadar p97/VCP’nin sperm hiicresindeki fonksiyonlari ile ilgili yapilan
calismalar ¢ok azdir (141, 151, 152). Bu ¢alismalarda da direk insan spermindeki
fonksiyonu tam olarak belirlenememistir. Kondoh ve arkadaslarinin yaptigi bir
calismada, p97/VCP’nin bir deniz hayvani spermlerinde degil de, spermi ovosite
¢eken kemoatraktan bir madde olan sperm aktive edici faktor (SAAF)’e baglandigim
gostermiglerdir (151). p97/VCP’nin baslangigta germinal vesikiil asamasindaki
ovositte lokalize oldugu ve oosit olgunlagsmasi icin gerekli oldugu bulunmustur. Yine
ayni ¢alismada, p97/VCP’nin yumurtadan salinan SAAF denilen faktoriin ¢alismasini
diizenledigi ortaya ¢ikarilmigtir. p97/VCP’nin siliar ve flagellar hareket i¢in gerekli
oldugu baska bir calismada gosterilmistir (152). Yalniz bu calisma yine insan
sperminde degil, deniz hayvani sperminde siliar hareket i¢in gerekli olan proteinlerin
aragtirtlmas1  sirasinda  p97/VCP’nin  gerekliligini  ortaya koymustur. Bizim
caligmalarimizla uyumlu olarak bu ¢alismada da sperm kuyrugunda p97/VCP’nin

goriilmesi, p97/VCP’nin sperm hareketliligi ile iliskisi olabilecegini gostermektedir.

NEDL?2 ise fertil bireylerde sadece kuyrukta, 6zellikle kuyruk orta parca da
giiclii bir lokalizasyon gostermistir. Kuyruk esas parcada orta parcaya gore azalan
siddette NEDL2 ekspresyonu vardir. Infertil bireylerde ise bu bolgelerdeki NEDL2
lokalizasyonunun yanisira bas ya da boyun anomalisinin oldugu yerlerde de NEDL2

lokalizasyon gostermistir. Infertil hiicrelerdeki NEDL2 ekspresyonu ise flow
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sitometrik ve Western blot yontemleri ile incelenmis ve ekspresyonun infertil

bireylerde anlamli bir sekilde azaldig1 goriilmiistiir.

Tim bu bilgiler 15181inda NEDL2’nin diistik kaliteli sperm ylizdesinin fazla
oldugu infertil bireylere gore, yliksek kaliteli sperm yiizdesinin fazla oldugu fertil
bireylerde daha fazla ekspre edildigi gosterilmistir. p97/VCP’nin ise NEDL2’nin tam
tersi olarak yiiksek kaliteli sperm yiizdesinin fazla oldugu fertil bireylere gore diisiik
kaliteli sperm yiizdesinin fazla oldugu infertil bireylerde daha fazla ekspre edildigi
gosterilmistir. Ayrica fertil ve infertil bireyler arasinda ki p97/VCP ve NEDL2
immiinoreaktivite ylizdesi arasinda da anlamli fark saptanmistir. Fertil ve infertil
bireylerin p97/VCP ve NEDL2 immiinoreaktivite yiizdesi arasinda ki fark ve bu
yiizdelerle semen parametreleri arasindaki iliski bu proteinlerin erkek infertilitesini

belirlemede bir belirtec olabilecegini gostermektedir.

Tezimin bu bolimii 6zellikle NEDL2’nin erkek tireme sistemi ile ilgili
literatiirde ki ilk calisma olmasi ve de p97/VCP ve NEDL2’nin semen parametreleri
ile ilgili korelasyonun da ilk defa gosterilmesi acgisindan literatiire orijinal bilgiler

sunmaktadir.

Ozetle, p97/VCP ve NEDL2’nin insan sperm hiicrelerindeki varligi ve fertil ile
infertil bireyler arasindaki farkli ekspresyonu, p97/VCP ve NEDLZ2’nin sperm
maturasyonu ve infertiliteyi etkileyen 6nemli proteinler oldugunu gostermektedir.
p97/VCP ve NEDL2’nin fertil ve infertil bireylerde farkli ekspresyon gdstermesi
nedeniyle bu calismanin daha detayli molekiiler ¢calismalarla desteklenerek klinikte

prognozda ve ya tedavide bir belirte¢ olarak kullanilmalar1 6nerilmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez kapsaminda agagidaki sonuglar elde edilmistir;
1) Kapasitasyon deneylerinde kullanilan farkli inkiibasyon siireleri sonucunda in vitro

insan sperm kapasitasyon deneyleri i¢in 18 saat ideal siire olarak belirlenmistir.

2) Kapasitasyon siirecinde 0. saatten 18. saate dogru anlamli bir sekilde artan p97/VCP
ekspresyonu ile kapasitasyonda p97/VCP’nin aktif rol oynadigi belirlenmistir.

3) p97/VCP’nin kapasitasyon ve akrozomal reaksiyon arasinda bir koprii kuran protein

oldugu belirlenmistir.

4) p97/VCP kapasitasyon sirasinda fosforile olan tirozin gibi sperm kuyrugunda

ekspresyonunu artirarak fosforile olur.

5) Spesifik p97/VCP inhibitorii olan DBEQ (diisiik ve yiiksek dozlari) kapasitasyon

stiresince p97/VCP’nin ekspresyonunu azaltarak kapasitasyonu etkiler.

6) UPS inhibitorleri (diisiik ve yiiksek dozlar1) insan sperm kapasitasyon siiresince

p97/VCP, NEDL2, PAWP’nin ekspresyonlari tizerine etki gosterirler.

7) NEDL2 kapasitasyon siirecinde 0. saatten 18. saate dogru anlaml bir sekilde azalma

gostermis ve bu azalma ile bu siiregte NEDL2’nin aktif rol oynadig1 belirlenmistir.
8) UPS inhibitorleri NEDL2’nin kapasitasyon siireci iizerinde etkilidirler.

9) PAWP ekspresyonu kapasitasyon siiresince anlamli degisiklikler gostermemistir,

bu nedenle kapasitasyonda direkt olarak etkin bir molekiil olamiyacagi belirlenmistir.

10) UPS inhibitorleri kapasitasyon siiresi boyunca PAWP ekspresyonu iizerinde
anlamli bir degisiklik meydana getirmemistir, bu nedenle PAWP kapasitasyon
stiresince direkt olarak 26S proteazom ile etkilesime girmeyen bir protein olabilecegi

belirlenmistir.

11) PSA ekspresyonunun kapasitasyon siiresince artttigi ve inhibitorler varliginda

ekspresyonunun anlamli bir sekilde azaldigi belirlenmistir.
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12) p97/VCP ekpresyonu infertil bireylerde fertil bireylere gore anlamli bir sekilde

artis gostermistir.

13) p97/VCP ekspresyonu fertil ve infertil bireylere ait semen parametreleri ile negatif

korelasyon gostermistir.

14) NEDL2 ekspresyonun fertil ve infertil bireylere ait semen parametreleri ile pozitif

korelasyon gosterdigi belirlenmistir.

Bu sonuglar ile insan sperm kapasitasyonunda ve infertilite stirecinde ubikiitin
proteazom sisteminin rolii aydinlatilmistir. Tezimin ¢alismalarini referans alacagimiz
ileride ki calismalarimiz ile Ozellikle mitokondriyal bolgede ki ekspresyon
degisikliklerinin nedeni net bir sekilde agiklamak hedeflenmistir. Ayrica PAWP ile
birey sayisini artirarak yapacagimiz yeni deneyler ile tezimde insan sperm
kapasitasyonunda ki roliinii tam olarak agiklayamadigimiz bu proteinin kapasitasyon

ve UPS ile ilgili iliskisi net bir sekilde ortaya koyulmaya ¢alisilacaktir.
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Abstract

WValosin-containing protein (VCP), also called p97, is a AAA+ ATPase that has been shown to be
involved in many cellular events. However, there exist no information about the involvement of p97/VCP
in infertile human sperm and its expression is not correlated with semen parameters. In this study, we
aimed to investigate the expressional differences of p97/VCP in fertile and infertile men and its
correlation with semen parameters was observed..

We investigated the expression of p97/VCP in ejaculated spermatozoa with immunocytochemistry and
Western blotting in semen samples from 20 men representing a broad spectrum of semen quality. We
also used donor ejaculates (n:20 men), immunocytochemistry and Western blotting were performed to
detect the expression and the localization of p97/VCP.

p97/VCP was highly expressed in human spermatozoa. p97/VCP expression in infertile men was
significantly different compared to fertile men (p<0,05). p97/VCP expression correlated with classical
semen parameters (concentration, morphology and motility) and was significantly higher in infertile men.
In conlusion, p97/VCP was expressed in human spermatozoa and the expression correlated negatively
with the classical semen parameters. Therefore, p97/VCP expression seems related to quality of the
spermatozoa. We suggest that higher expression of p97/VCP may lead to abnormal maturation and
reduced functionality of spermatozoa.

Kevwords: Human sperm, p97/Valosin containing protein (VCP), infertility, immunocytochemistry,
Western blotting

Special Issue of Health Sciences

DOI: 10.7176/JSTR/6-03-39

p97/Valosin Iceren Protein (VCP)’nin Insan Sperminde EKkspresyonu
Ve Bu Ekspresyonun Semen Parametreleri Ile Olan Iliskisi

Ozet:

p97 olarak da adlandirlan Valosin iceren protem (VCP) hiicre 1¢1 bir cok olayda gorevli bir ATPazdir.

Fakat p97/WVCP nin infertil insan sperminde lokalizasyonu ve ekspresyonu ve bu ekspresyonun semen
parametreleri ile iliskisi hakkinda bir bilgi literatiirde mevecut degildir. Bu calismada. p97/VCP min fertil

311 |Page
www.iiste.org

190



International Journal of Scientific and Technological Research wwawLiiste.org
ISSN 2422-8702 {Online), DOI: 10.7176/ISTR/6-03-39 l:.ii'l
Special Issue of Health Sciences, Vol.6, No.3, 2020 IS'E

ve infertil bireylerdeki ekspresyvonundaki farkliliklar ve bu ekspresyonun semen parametreleri ile olan
iliskisinin arastirilmas: amaclands

Fertil (n:20 kontrol ejakiilati) ve infertil bireylerm (n:20 erkek hasta ejakiilati) sperm émekler iizerinde
immunositokimyasal teknikler ve Western blot uygulandi. Kontrol ve hasta spermlerine ait Smmeklerde
semen parametrelen (konsantrasyon, motilite ve morfoloj1) degerlendirildi

Sonuglarimuz UPS protemlerinden. p97/VCP nin sperm bas, boyvun ve kuyruk bélgesinde lokalize
oldugunu géstermistir. Fakat bu lokalizasyonun en fazla bas bolgesinde verlesim gasterdigi ve dzellikle
de infertil bireylerde p97/VCP nin fertil bireylere gore ekspresyonun daha fazla oldugu saptanmastir.
p27/NCP ekspersyvonu ile semen parametrelern arasmda negatif bir korelasyon bulunmustur. Bu
sonuglar p97/VCP nin erkek mnfertilites: degerlendirilmesmde kullanilabilecek bir kriter olabilecegin
gistermektedir.

Sonug olarak, fertil ve mnfertil birevler arasmnda p97/VCP nin ekspresvonu arasmda anlamli derecede
farkliliklarin bulunmas: ve semen parametreleri ile p97/VCP arasmdaki negatif iliskinin saptanmasa,
P97/ VCP nmn sperm maturasyvonu ve sperm fonksivonu ile iliskili bir protein oldugunu ve erkek
nfertilitesinin degerlendirilmesinde kullanilabilecek bir faktdr olabilecegini gdstermektedir.

Anahtar kelimeler: Insan spermi, p97/Valosin igeren protein (VCP). kiswhk, immunositokimya,
Western blotlama

1. Giris:

Infertilite, kontraseptif bir yéntem uygulamadan, diizenli bir cinsel yasama ragmen bir yil siireyle gebelik
olusmamasi olarak tanmmlanir. Kliniklere infertilite problema ile bagvuran ¢iftlerin %648 inde erkege bagl
faktoriin olmas: erkek fertilizasyon potansiyelinin arastrilmasmi bir &n kosul olarak beraberinde
getirmektedr. Erkeklerde anatomik, endokrin, mmmiinolojik bir bozukluk veya mfeksivon mnfertilite
nedeni olabilir. Infertilitede erkek faktsriimiin kesinlik kazanabilmesi i¢in; &vkii, genel fizik muavene.
semen analizi ve hormonal tetkikler sirasiyla vapilmali ve gereginde testis bivopsisi; biyvokimyasal ve
fonksivonel testlerle desteklenmelidir (Delilbasi, 1997; Giinalp. 2004; Lens, 1996).

Son yillarda vapilan molekiiler calismalarda erkek mfertilitesinin degerlendirilmesinde belli molekiil ve
protemlerin Snemi ve bunlarm  infertilite ile iliskilendirilmesine dair ¢ok sayida calisma giindeme
gelmistir (Aarabi vd, 2014; Murgia vd., 2020). Bunlardan Ubikiitin proteazom sisteminde (UPS) calisan
ve ¢ok fonksiyonli bir protemn olan p97/Valosim iceren protemn (VCP) nin erkek infertilitesiyle iliskisine
dair kisithh sayida literatiirde bilgi vardirr (Ficarro vd.. 2003: Song vd., 2016: Sutovsky vd., 2017).
P97/ VCP o, ilk olarak bizim ¢alismalarumizla (Cavli wd., 2011; Cavyli vd.., 2012) gelismekte olan sican
testis ve epididimis dokularindaki ekspresyonlar: belirlenmastir. Testikiiler dokularda p97/VCP nin
gelisime paralel olarak ekspresyvonlarmm arttifi ve farkli UPS proteinleri ile iliskide oldugu
belirlennusgtir.

p27NCP min, hiicreigi birgok temel fonksivonu (Endoplazmik reticulum iliskili protem yikimi hiicre
siklusu kontrolii, apoptoz, otofay gib1) verine getirdig: bilinmektedr (Dargemont vd., 2012; Meusser vd._,
2005; Ogura wvd., 2001). p97/VCP'nin bir ¢ok hastalik patogenezindeki roller: de biyiik &lgiide
bilinmektedir (Pickard wd.. 2001). Fakat p97/VCP nin erkek iireme hiicres: olan spermlerde bugiine
kadar varlhgi ve fonksivonu hakkinda ¢alisma wvok denecek kadar azdx. Bu nedenle bu calismada
oncelikle biz p97/VCP nin fertil ve infertil bireylerin spermlerinde immunohistokimyasal ve Western
blot yontemleriyle lokalizasyonunu wve ekspresyonunu belirlemey: amacgladik, ikincil olarak da
p27/NVCP nin bu bireylerdek: semen parametreleri 1le olan 1liskisini mcelemey: amacladik.

2. Yintem:

2.1.Orneklerin Temini ve Gruplandirilmas:

Gaziosmanpasa Universitesi Etik Kurulu karari dogrultusunda planlanan bu ¢alismada, GOP Universitesi
Tip Fakultesi Uroloji poliklinigine infertilite problemi ile miiracaat ederek spermivogram tetkiki
yaptirmasi tavsiye edilen hastalarin semen dmeklery olgularin olurlar: alimdiktan sonra bu calismada
kullantlmistir. Semen drneklenn spermuyogram &zellikler: yiniinden degerlendirilip sonuglan rapor
edildikten sonra galisma 1cin ayrilmistr

Hastalar 1le yapilan ilk gérismede 6rnek vermege gelecekler: giin 3-3 giinlitk bir cinsel perhiz siiresine
uyarak gelmeleri tavsive edilmistir. Onerilen cinsel perhiz siiresine uyuldugunda, dikkatli bir sekilde
vapilan semen analizi testislerin spermatogenetik ve steroidogenetik aktivitesivle aksesuvar bezlerin
calismasi hakkinda saglikli bilgi sahibi olunmasim saglayacaktr. Hastalarm steril sartlarda. steril kutular
kullanarak bu amacla diizenlenmis sperm verme odasmu kullanmalart saglanmustir. Hastalar,
mastiirbasyvonla drnek vermeleri gerektizi konusunda bilgilendirilmis, kullandiklar: kutularm iizerme
isimleri etiketle vapistinlmustr. Ornek verme esnasmda nelere dikkat etmeleri gerektifi tnceden
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hazirlanmis bir bildiri ile kendilerme agiklanmistr. Omek toplanmas: esnasinda krem va da
kayganlastirici bir madde kullanmamasi. drnek toplanan kutuva su va da baska bir madde kagirmamas:
stylennustir. Semen toplanan kutuvla 1lgili olarak daha énceden yvapilan kimyasal ve bivolojik testlerle
toksik olmadig: ispatlanmis kutular satin almmustr. Hastanm drneguu aldiktan sonra kendi eli ile
laboratuvardalki ilgili gérevliye teslim etmeleri gerektigi izah edilmistir. Semen &rnekleri spermivogram
dzellikleri yéniinden degerlendirilip sonuclar: rapor edildikten sonra ¢alisma icin ayrilmistir. Ormeklerin
ayirim yapilirken 16kosit iceren, viskoz olan ve anormal bir gériintitye sahip (6megin kanli) drnekler
calismaya almmanus, perhiz siiresine uygun olarak (ortalama 3-3 giin) toplanmis &rnekler secilmeye
dikkat edilmistir. Ornekler spermiyogram &zelliklerine gére: hacim, konsantrasyon, motilite ve morfoloji
yoniinden degerlendmilimis ve hastalarm ayrmtils anemnezlen: almmastir. Kriptorsidizm,  gecirilmig
genital mnfeksiyon hikayesi. genital travma. gecwiltms operasyonlar, aliskanliklar (sigara, alkol
vyusturucu kullamimi). radyvasyon tedavisi, kemoterap: gibi mamz kaliman gonodotoksinler sorgulanmis
ve bu hastalar fertil gruba dahil edilmemistir Hastalarm testis sayilari, lokalizasyonu ve wvoliimii
kaydedildi. Varikosel varhig: fizik mmayene ile belirlendi Avrica epididim ve vas deferensin skrotal
kismmlannm palpasvonu vapildi. Vaz deferens obstrilksivonu va da agenezisi siiphes: olan hastalar ile
daha dnce fertilizasvon amaci ile vazektomu yvapilan hastalar calismavya alinmads. Infertil grubun vaminda,
fertil kontrol grubu daha énce ¢ocugu olan ve yukarida belirtilen kriterlere sahip olmayan bxeylerden
secildi. Diinya Saglik Orgiitii'niin 2010 verilerine gére konsantrasyon, motilite ve morfoloji icin normal
olarak kabul edilen degerler: Hacim = 1,5 ml. Konsantrasyon = 15x106/ml, Motilite = %40, Morfoloji =
%4 (Krmuger). Fertil (n = 20) ve infertil (n = 20) bireylerden alman semen &mekleri iizerinde
immunchistokimya icm hazirliklar asagida belirtildig sekilde hazirlands

2.2.Sperm Yikama

Ejakiilat 37°C de likefiye olduktan sonra mukroskopik olarak mcelenir ve 2500 rpm’de 10 dakika
santrifiiy edilir. Santrifily sonras: seminal s1vi 1gerigs tistten ayr: bar titpe almwr. Alita kalan sperm pelllet:
tizerine J00pl-2ml aras: (tiipte kalan sperm pelletinin konsantrasyvonuna van pelletin biiviikliigiine gore)
vikama medyumu (Yikama medyumu olarak hiicre kiiltiir islemlermnde kullanilan bikarbonat, Hepes
icermeyen tampon ve Insan Serum Albiimin iceren medyumlar tercih edilmektedir) eklenerek resuspanse
edilir. Yikama medyumu 37°C°de %5 ik CO2’e ayarlanmis mkitbatdrde bir saat bekletilmis olmasi
gerekir. Resiispansiyon sonrasi sperm morfoloji degerlendirmesi icin lam iizerine 5-10 pl lik &rnek
cekilerek vayma vapilir. Polilizinle kapli lamlara ise yine 5-10 pl aymi 6rnekten yayma vapilarak.
preparatlar kuruduktan sonra 4% liik formaldeht ile fikse edilir. Fikse edilen slaytlar immusitokimyasal
1slemlere baslayana kadar 4°C de sakland1

2.3.Immunositokimya

Fertil ve infertil birevlerden hazirlanan fikse edilmis slavitlar pappen vardmmyla ¢izildikten sonra, oda
isisinda kesitler spesifik olmavan reaksivonu engellemek icm 1 saat 5% lik bovin serum albiimn ile
inkiibe edildi. 1 saatlik inkitbasvon sonrasi. PBS ile oda sicaklizinda vikamadan sonra sirayla
biotinlenmis sekonder antikeorlar (ScyTek Laboratories, USA) ve peroksidaz-isaretlh streptavidin
{ScyTek Laboratories. Utah, USA) ile toplam 60 dakika mkiibe edilds. Sekonder antikordak: peroksidaz
aktivitesi, DAB (Sigma. USA) kromojeni ile inkiibasyon sonucu gdriiniir hale getirilip, Mayer in
hematoksilem (ScyTek Laboratories, Utah, TUUSA) ile zit boyama yapildi Sonrasmda. slaytlar kapatma
solusyonu (Fisher Chemicals, Springfield. NJ, USA) ile kapatildi Kontroller icin, kesitler primer
antikorla benzer konsantrasyonda normal tavsan serumuyla inkiibe edildi Bovanan kesitler Leica
mikroskop (Leica DM2500, Nussloch, Almanya) altinda fotograflandirilds Sekonder antikorun
horseradish peroxidase (HRP) va da alkaline fosfotaz (AP) ile konuge olma durumuna gére, AEC nin
vaninda, DAB wveya Fast red gib1 kromojenler de kullanilarak immunopositif bélgeler gériiniir hale
eetirildi.

2.4.Western blot analizi

Sperm drnekler: PBS ile yikandiktan sonra, elde edilen pellet RIPA solusyonu (lizis soliisyonu) icerisinde
3 kez 5 sanive sonikasyona tabu tutuldu ve sonrasinda 14000 RPMI'da , +4 °C’de santrifiiy edilds
Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatan yiitkleme soliisyonu (10X laemli buffer) ile karistirildi ve 96°C de
10 dakika kaynatilarak proteinlerin denatiire olmas: saglandi %4 -1271ik Bis- Tris Jel (1.0 mmX10
well) e kaynatilan drnekler yiiklend: ve 120 Velt, 300 miliamper ve 250 Watt ayarinda 1 saat 40 dakika
yiiritiilldii. Yinitme bittikten sonra, semudry blotlama metodu ile jeldek: protemlerin, mitroselliiloz
membranlara aktarmmi 150 mAmperde 1 saat sire ile gergeklestmildi Membrana aktarilan protemnler
Ponceu-S boyasi ile boyand: ve PBS-Tween ile sonrasinda 3 kez 5'er dakika yikandi Sonrasinda
membrane %05 ik siittozu ile blokland:. Sirasivla primer antikor (anti mouse p97/VCP antikoru, Abcam.
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ab11433) ile gece boyu 4°C de ve ertesi giin anti mouse HRP isaretli sekonder antikor ile inkiibe edildi.
Sekonder antikor ile inkiibasvonun ardindan iic kez PBS Tween ile vikanan membran ECL Detection
Ajani ile 2-5 dakika mkitbe edildi ve UVP Gérintilleme cihazi kullanilarak membran tzermmdek:
proteinler goriintiillendi. Membran iizerindeki bantlarin densitesi Image J progranu kullamlarak
degerlendirildi.

2.5.Semiquantitative HSCORE analizi

Herbir kesit icin 151k mikroskobu altmnda 40X biiyiitmede birbirinden habersiz iki arastirmaci tarafindan
rastgele bes alan secildi ve bu alanlar icinde hiicrelerin boyvanma vogunluguna gore [0 (boyanma yok).
+1 (zayif, fakat tespit edilebilir boyanma), +2 ( orta siddetli boyanma) ve +3 (yogun bovanma)] hiicre
saymu vapilds (Cayli S, 2011). Hesaplama icmn HSCORE formulii kullamilds [EPi(i+ I): 1 boyanma
yvogunlugu skorumi, Pi boyanan hiicrelerin yiizdesimi gosterrr]. Iki gozlememin hesapladig: skorlann
ortalamasi alindi ve HSCORE degerlen grafikle géstenilda.

Istatiksel degerlendirmeler SigmaStat versiyon 3.5 (Jandel Scientific Corp., San Rafael, CA) kullanilarak
ve anlamlilik p= 0.05 olarak degerlendirilmistir. Fertil ve infertil hasta gruplarinda ortaya ¢ikabilecek
muhtemel farkhliklar karsilastirmali testler (ANOVA. t-test) ve korelasyon regresyon analizleri
(Pearson, Spearman) ile degerlendirildi.

3. Sonuclar:

3.1. Semen parametreleri

Cabsmamizda kullandigmuz fertile ve infertil birevler icin 20°ser hastaya ait semen parametreler:
(konsantrasyon, motilite, morfoloji) ve hasta yas: degerler: tablo 1 de gosterilmistir.

Tablo 1: Fertil ve infertil hastalarda semen parametreleri

FERTIL (n:20) INFERTIL (n:20)
Sperm konsantrasyonu (x]il“} 1326+ 5.6 32.6=5.8
Motilite (%) 68,7+ 6.8 33783
Ileri motil sperm (%) 622+35 25554
Normal morfoloji (%) 91=54 58+26
Yas 202+£6.5 288+6.4
Ejakiilat voliimii 3.27+£3.6 28+472

3.2. Fertil ve infertil birevlerde p97/VCP ekspresyonun belirlenmesi

Immunositokimyasal islemler sonras: fertil ve infertil bireylerden elde edilen sperm vaymalarinda
p97/VCP proteininin sperm hiicrelerinde lokalizasyonu belirlendi (Sekil 1a). Yapilan immusitokimyasal
saretlemeler sonrasy, p97/VCP nin dzellikle bas. boyun ve kuyruk bélgelerinde degisik yiizdelerde
lokalize oldugu belirlend: ($ekil la, oklar). Fertil ve mfertil bireylerdeki p97/VCP pozitif hiicrelerin
viizdelenn karsilastirildigimda infertil bireylerde anlamli derecede p97/VCP pozitif hiicrelerin
yiizdelermin artnms oldugu saptands (Selkal 2).
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Sekil 1: Infertil bireye ait semen yaymasmda p97/VCP immunopozitif isaretli spermler.
p97/VCP nin bas. boyun ve kuyruk bdlgelerindeki immunolokalizasyonu 1zlenmektedir.

100

75 A

= Fertil
= Infertil

Immunopositivite ( %)
3

p97/VCP

Sekil 2. Fertil ve infertil bireylerde p97/VCP immunpozitivitesinin karsilastirilmasi.
Fertil bireylerde p97/VCP immmuno ekspresyonunun infertil bireylere gére anlamli
derecede az oldugu goriildii. (yi1ldiz:p=0.001).

3.3. p97/VCP ekspresyonunun semen parametreleri ile olan iliskisi

p97/VCP mmmunopozitif sperm yiizdelerinin. o ejakiilattaki sperm konsantrasyonu ile iliskisi olup
olmadigini anlamak amaciyla Pearson korelasyonu ile pozitif ve ya negatif yonde bir iliski olup
olmadigina bakilds (Sekil 3). 20 hasta ile yapilan korelasyon egrisinde de gérildugi iizere. p97/VCP

immunoreaktivitesinin sperm konsantrasyonu ile ters orantili fakat anlamli derecede iliskili oldugu
bulunmustur.
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Sekil 3. p97/VCP immunoreaktivitesi ile sperm konsantrasyvonu arasimndaki negatif
iliskiyi géisteren 20 hastadaki korelasyon.

Yani sperm konsantrasyonu yitksek olan hastalarda, p97/VCP unmunoreaktivitesinm diisiik
oldugu saptanmigtir.

3.4. p97/VCP ekspresvonunun sperm motilitesi ile olan iliskisi

P27/ VCP mmunopozitif sperm viizdelermin, o ejakiilattak: sperm motilites: ile 1liskisi olup olmadiging
anlamak amaciyla Pearson korelasvonu ile pozitif ve va negatif vénde bar dliski olup olmadigina bakald:
(Sekil 4). 20 hasta 1le yapilan korelasyon egrisinde de gdriildiigii tizere, p97/VCP immunoreaktivitesinin
sperm motilitesi ile ters orantd: fakat anlamli derecede iliskili oldugu bulinmustur. Yani sperm
motihites: yitksek olan hastalarda. p97/VCP immunoreaktivitesinin diisiik oldugu saptanmistr (Sekal 4.

Spem motilitesi
ile p97 NV CP immunoreaktivitesi arasindaki korelasyon
r -061,p<0,05 n: 20

Spemn motiklesi %

PATNCP immunoreaktivitesi %

Sekil 4. p97/VCP immunoreaktivitesi ile sperm motilitesi arasindali negative iliskivi
gisteren 20 hastadaki korelasvon.
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3.5. p97/VCP ekspresyonunun sperm morfolojisi ile olan iliskisi

p97/VCP immunopositif sperm yiizdelerinin. o ejakiilattaki sperm morfolojisi ile iliskisi olup olmadigini
anlamak amaciyla Pearson korelasyonu ile pozitif ve ya negatif yonde bir iliski olup olmadigina bakild:
(Sekil 5). 20 hasta ile yapilan korelasyon egrisinde de goriildiigii iizere, p97/VCP immunoreaktivitesinin
sperm morfolojisi ile ters orantii fakat anlamli derecede iliskili oldugu bulunmustur. Yani, sperm
morfolojisi 1vi olan hastalarda. p97/VCP immunoreaktivitesinin diisiik oldugu saptanmistir (Sekil 5).

Sperm morfolojisi
ile p97/VCP immunoreaktivitesi arasindaki korelasyon
r-081, p<005,n: 20

Q4 e

sperm morfolojisi %

0 L) 10 15 20 28 2 » 40
p97/N CP immunoreaktivies %

Sekil 5. p97/VCP immunoreaktivitesi ile sperm morfolojisi arasmdaki negatif iliskiyi
gasteren 20 hastadaki korelasyon.

3.6. p97/VCP ekspresyvonunun fertile ve infertil birevlerde Western blot ile degerlendirilmesi
Immunositokimyasal olarak fertil ve infertil insan sperminde belirlenen p97/VCP nin ekspresyonu
Western blot ydontemiyle ayn1 hastalarda degerlendirildi. Western blot ¢alismalar: sonucunda elde edilen
band yogunluklar: Image J program ile degerlendirldikten sonra, p97/VCP ekspresyonunda fertil ve
infertil hastalar arasinda anlamli 61ciide farkl: oldugu saptand: (Sekil 6).

Fertil Infertil

e, 2 o

Sekil 6. P97/VCP ekspresyonunun fertil ve infertil bireylerde érnek ii¢c hastadaki Western blat ile
gisterimi. Infertil bireylerde p97/VCP ekspresyonun Beta actin ile orantilandigmda arttig1 izlenmektedir

4. Tartisma

Bu calismada, fertil ve infertil bireylerde UPS proteinlerinden p97/VCP'nin sperm hiicrelerinde
lokalizasyonu ve p97/VCP ekspresyonunun semen parametreleri ile iliskisi incelemektedir. p97/VCP nin
insan sperminde ilk defa ekspresyonunun gésterilmesi ve bu ekspresyonun semen parametreleri ile
1liskisinin olup olmadigmin incelenmesi nedeniyle orijinal bulgular icermektedir. Bu projede kullanilan
temel metodlar immunositokimya ve Western blottur.

Sonuglarimiz UPS protemlerinden. p97/VCP 'nin sperm bas. boyun ve kuyruk bdlgesinde lokalize
oldugunu gostermistir. Fakat bu lokalizasyonun en fazla bas bolgesinde yerlesim gésterdigi ve 6zellikle
de mfertil bireylerde p97/VCP nin fertil bireylere gére ekspresyonun daha fazla oldugu saptanmistir. Bu
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sonuglar p97/VCP nin erkek infertilitesi degerlendirilmesinde kullanilabilecek bir kriter olabilecegini
gostermektedir.

Bugiine kadar p97/VCP nin sperm hiicresmdels fonksivonlar: ile ilgili vapilan calismalar ¢ok azdir
(Ficarro vd., 2003; Kondoh vd., 2008; Hozumi vd., 2008;). Bu ¢alismalarda da direk insan spermindeki
fonksivonu tam olarak belirlenemenustx. Yalmiz, Ficarro vd.. 2003 kapasite olmus msan spernunde
vaptiklarn: kitle spektrometrisi calismalarmda p97/VCP nin sperm kapasttasyonu smasmda fosfonle
oldugunu gosternuslerdowr. Yine bu calismada. kapasite olmus ve olmamis sperm hiicrelermnde
p97/VCP nin lokalizasyonu belirlenmistir. Omegin kapasite olmanus spermlerde, p97/VCP spermin
boyun bilgesinde lokalize tken kapasitasyon sonras: bu lokalizasyonun degistifi ve sperm basmnda
giriilmeye baslandigi saptanmuistr (Ficarro wd., 2003). Kapasitasyon memeli spermmin fertilizasyonu
gerceklestirebilmesi icin gereklidir. Bu olay swrasinda birgok protemin tirozm kuyruklan fosforile olur
ve spermun hareketinin arttigs gozlenmistwr. Kapasttasyon akrozomal reaksivon icmde gereklidir Bu
derece fertilizasyon igmn dnemli bir olayda p97/VCP nin de fosforile oldugunu bilmek, bu proteinin
kapasitasyon icin ne kadar énemli bir protem oldugunu gostermektedir. Biz de galismamizda sperm
hiicrelerinde p97/VCP nin 6zellikle de bas ve kuyruk bélgelerinde var oldugunun gésterilmesiyle Ficarro
ve arkadaslarini destelemis olduk.

Kondoh ve arkadaslarmm vaptig: bir calismada, p97/VCP nin bir deniz hayvani spermlerinde degil de,
spermi ovosite ¢eken kemoatraktan bir madde olan sperm aktive edici faktsr (SAAF)’e baglandiz:
belirlenmistir (Kondoh wvd. 2008). p97/VCP nin baslangicta germinal vesikiil asamasmdaki ovositte
lokalize oldugu wve oosit olgunlasmas: icin gerekh oldugu bulunmustur. Yme aymi cgalismada,
P27/ VCP min vumurtadan salman SAAF denilen fakiénin calismasini diizenledigi ortaya gikardmastir,
pO7/VCP mn silhiar ve flagellar hareket igin gerekh oldugu baska bir calismada gdstenlmigtir (Hoziimi
vd.. 2008). Yalniz bu calisma vine mnsan spermunde degil. denmiz hayvam sperminde siliar hareket 1icin
gerekl olan protemlerm arastmilmas: swasmda p97/VCP nm gerekliligini ortava koyvmustur. Bizim
calismalarmizla uwyumlu olarak bu ¢alismada da sperm kuyrugunda p97/VCP'nin gorillmes:,
P97/ VCP nin sperm hareketliligi 1le 1liskis: olabilecegim gostermektedar.

Ozetle, p97/VCP nin insan sperm hiicrelerindeki varligi ve infertil bireylerde p97/VCP nin anlamla
derecede fazla olmasi p97/VCP nin sperm maturasyonu ve infertiliteyi etkileyen dnemli bir protein
oldugunu gistermektedwr. p97/VCP 'nin fertil ve infertil bweylerde farkli ekspresyon géstermes:
nedeniyle bu ¢calismanin daha detayli molekiiler ¢calismalarla desteklenerek klinikte prognozda ve ya
tedavide bir belirte¢ olarak kullamilmasi énerilmektedir.
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