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OZET

Jabl Proteinin Fertil ve Iinfertii Insan Sperminde Lokalizasyonunun
Immunositokimyasal Olarak Saptanmasi, Sperm Kapasitasyonu ve Morfolojisi Ile

[liskisinin Belirlenmesi.

Semen analizi erkek fertilizasyon potansiyelini belirlemede oldukc¢a 6nemli bir yere
sahiptir. Bu amagla saglikli ve hasta bireylerin semenleri makroskobik ve mikroskobik
analizlere tabi tutulur. Makroskobik olarak renk, koku, vizkozite, likefaksiyon siiresi ve
Power of Hydrogen (pH) olarak degerlendirilirken; mikroskobik olarak da herhangi bir
istenmeyen hiicre veya partikiil varligi, l6kosit, eritrosit, epitel, sperm morfolojisi,
hareketli/hareketsiz sperm sayis1 olarak analiz edilir. Nasil ki bu degiskenlerin sperm
fonksiyonlarini degerlendirmede olduk¢a Onemli katkilari olabilecegine inanmaktayiz.
Ayni1 sekilde spermdeki JAB1 v.b. proteinlerin varligi, oran1 ve bulundugu yerin’de sperm
fonksiyonlarin1 degerlendirmede 6nemli bilgiler verecegine ve ileriki yillarda ICSI ve IVF
gibi iglemlerde veya bu sahalardaki c¢alismalarda bizlere ©6nemli 151k tutacagina

inanmaktayi1z.

Bu nedenle ¢alismadaki amacimiz fertil ve infertil bireylerin semen orneklerinde
JAB1 proteinin insan spermindeki varligin1 tespit etmek, bu protein spermde var ise
lokalizasyonunu immunositokimyasal yontemlerle gostermek ve bu proteinin sperm

kapasitasyonu ve morfolojisi ile iligkisini de stereolojik metotlarla belirlemektir.

Calisgmamizin sonucunda fertil bireylerin sperm hiicrelerinde JAB1 proteini
bulunmazken veya bazi sperm hiicrelerinde sinirli sayida oldugu bulunurken infertil
bireylerin sperm hiicrelerinde JAB1 proteinin varligi gozlemlendi. Ayni bireylerin

semenlerini kapasitasiyona tabi tuttuldugunda hem fertil ve hemde infertil bireylerin sperm



hiicrelerinde JAB1 proteinin miktar1 sifirinc1 saatle birinci saat arasinda fazla fark
olmamakla beraber sifirinci saatle dordiincii saat arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
artis goriildii (p<0,05). Bunun yani sira morfolojisi bozuk sperm hiicrelerinde JABI1

proteininin daha yogun bir sekilde bulundugu gézlemlendi.

Sonug olarak: JAB1 proteini infertil bireylerde, fertil bireylere oranla; bozuk
morfolojiye sahip spermlerde diizgiin morfolojiye sahip spermlere oranla daha fazla

bulundugu ve kapasitasyon siiresi arttikca boyanma siddetininde arttig1 goriildii (p<0,05).

Anahtar sozciikler: JAB1/CSNS5 proteini, infertilite, semen ve spermiyogram

analizi, imminositokimya, kapasitasyon.



ABSTRACT

The determination of JAB1 localization in fertil and infertil human sperm by

immunocytochemistry and its relationship with sperm capacitation and morphology.

Semen analysis has a crucial role in determining the male fertilization potential.
Thus the macroscopic and microscopic examination of semen samples were evaluated in
the healthy and sick individuals. The initial macroscopic evaluation considers; liquefaction,
apparence (colour, odour, consistency), viscosity and power of hydrogen (pH). The
microscopical parameters considered in a semen analysis are; sperm morphology, motility
and presence of cell (leucocyte and erythrocyte) other than spermatozoa. Similarly to these
parameters, the presence, rate and localization of JAB1 protein in the sperms may will
provide important information assesing the sperm functions and better understanding of the

ICSI and IVVF studies.

The objective of this study was to determine the presence and cellular localization
of the JAB1 protein in the sperm by immunohistochemistry. In addition, evaluation of the
relationship between this protein and cellular morphology and sperm capacitation by

stereological methods.

As a result of this study, there was no to minimal statining with JAB1 for sperm
cells from fertile individuals and there were a JAB1 protein in the large part of the sperms
from infertile individuals which was statistically significant. When semens subjected to
capacitation, there were no significant differation between the first hour and zero-hour for
the amount of the JAB1 protein in the fertile and infertile individuals while there were

significally significant differatitation between the fourth hour and zero-hour. In addition,



Vi

immunohistochemical exemination showed there were significally large amount of JAB1

in the morphologically abnormal sperms.

Key words: JAB1/CSN5 protein, infertility, semen and spermiogram analysis,

immunohistochemistry, capasitation.
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1. GIRIS

Bu c¢alismanin amaci, fertil ve infertil bireylerin JABL(jun-activation domain
binding protein 1) proteinin varligini saptamak, bu protein spermde var ise
lokalizasyonunu gostermek ve ayni zamanda bu proteinin sperm kapasitasyonu ve

morfolojisi ile iligkisini de stereolojik metotlarla belirlemektir.

Erkek infertilitesi, bir erkegin normal bir kadin partner varliginda korunmasiz
diizenli cinsel iliskiye ragmen, bir yilin sonunda konsepsiyon meydana gelmemesi veya
cocuk sahibi olamamasi olarak tamimlanmaktadir. infertilite, ¢iftlerin ruh saghig ile
sosyal yagamlarini etkileyen dnemli bir sorun olup Amerika Birlesik Devletleri’nde 2008
yilinda 6,5 milyon ¢iftin ¢ocuk sahibi olamama nedeniyle infertilite kliniklerine
basvurdugu bilinmektedir [1]. Evli ¢iftlerde yaklasik olarak %10-15 oraninda infertilite
goriilmektedir. Infertilite sebepleri incelenirken olgularn %50’sinde sadece kadmn
faktoriinlin, %30’unda sadece erkek faktoriiniin ve geri kalan %20’lik grupta da hem
erkek hem de kadm faktoriiniin sorumlu oldugunu biliyoruz [1, 2]. Erkek infertilitesi
degisik nedenlere bagli olarak ortaya c¢ikmaktadir. Bu nedenler; Sistemik ve kronik
hastaliklar, genetik sebepler, hormonal bozukluklar, diyabet, bobrek yetmezligi gibi
metabolik hastaliklar, inmemis testis gibi patolojik durumlar, beslenme bozukluklari,
cevre kirliliginin artmasi ve bagimlilik yapici maddelerin kullanimi gibi ¢evresel sebepler

ile iirogenital sistem infeksiyonlari olarak siralanabilir [1, 2].

Her gegen giin infertil erkek sayisinin artiginin bildirilmesi [3], spermin hassas
yapisinin ve Ozelliginin molekiiler diizeyde incelenmesine ve buradan hareketle daha
ayrintili kesin tan1 konulabilecek molekiiler diizeyde ayiraclarin bulunup gelistirilmesine

ihtiya¢ vardir. Sadece semen parametrelerinin giiniimiiziin rutin kriterlerine dayanarak



incelenmesi sonucu bir erkegin fertil olup olmadiginin kesin olarak belirlenmesi ¢ok
zordur. Gilinimiizde kullandigimiz rutin kriterlere ve belirteglere gore yiiksek sperm
konsantrasyonlarina sahip bir erkek bireyin sperm hiicresi ovosit fertilizasyonunu
basaramazken, diisiik sperm konsantrasyonuna sahip bazi erkek bireylerin sperm
hiicreleri ovosit fertilizasyonunu basarabilmektedir [4]. Molekiiler belirtecler araciligr ile
bir bireyin semenindeki matiir (olgun) ve immatiir (olgunlagsmamis) spermlerin varligi ve
miktarinin belirlenmesi ile bir bireye fertil veya infertil tanisinin konulmasi daha isabetli
olacaktir. Bu molekiiler belirtecler ve ayraglarm bulunup klinikte kullanilmasi IVF (in
Vitro Fertilizasyon) / ICSI (Intrasitoplazmik Sperm Enjeksiyonu) igin kliniklere
bagsvurmadan once veya IVF / ICSI yontemi uygulanmadan oOnce bu molekiiler
belirteclerle semen hakkinda ayrintili bilgi sahibi olmamiz, hem hastanin maddi ve
manevi yipranmasinin oniine gegebilecegi hemde daha ucuz maliyetlerle daha isabetli
kararlar alinabilecegi kanaatindeyiz. Bu nedenle JAB1 proteinin insan spermindeki
varliginin belirlenmesi, sperm kapasitasyonu ve morfolojisi ile iligkisi olup olmadiginin
tespit edilmesinin ilerideki klinik ¢alismalara Onemli katkilarinin olabilecegini

diisiiniiyoruz.



2. GENEL BILGI VE ILGILI ARASTIRMALAR

2.1. Infertilitenin Degerlendirilmesi

Ciftler herhangi bir korunma yontemi uygulamayarak bir yil boyunca WHO nun
belirledigi dlgiitlere uygun olarak ii¢ giinde bir diizenli iligkiye girerek (WHO gore bu
diizenli cinsel yasam olarak kabul edilmektedir) herhangi bir gebelik veya konsepsiyon
saglanamamasina infertilite denir. Eger ¢iftlerin o gline kadar hi¢ konsepsiyonu veya
gebeligi saglanamamissa Primer Infertilite; fakat ¢iftlerin daha 6nce bir gocuk sahibi
olmus olmalar1 veya daha onceki bir gebeliginin olmasindan sonra ikinci veya ti¢ilincii
gebelikleri saglanamiyorsa buna Sekonder Infertilite denir. Giiniimiiziin tip bilgisiyle

tedavi edilemeyen infertiliteye ise Sterilite veya Kalici kisirlik denilmektedir [4].

Yakin zamanda yapilan ¢aligmalarda diinya genelinde infertilite oraninin %10 ila
%15 arasinda oldugu gosterilmistir. Erkekteki infertilite %15 ila %30 da kadindaki
problemle beraber goriiliirken; %10 ila %30 da sadece erkege dayali sorun olarak
karsimiza ¢ikmaktadir [4]. Erkek bireylerde infertiliteye neden olan bir¢ok etmen vardir.
Istya bagl olarak kronik yiiksek ates, iliski oncesi sicak dus vb., radyasyon, esrar, alkol,
tiitin mamiilleri, ilaglar (tarimsal ilaglar da bunlara dahildir), altin ve kursun gibi
metallerin kullanilmasi sonucu bazi hormonal bozukluklar, cinsel yollarla bulasabilen
hastaliklar ve XXY gibi bazi kromozomal hastaliklar gibi etmenler de erkek
infertilitesinin  sebebini teskil edebilirler. Tlgili erkek bireylerde ayrintili bir
spermiyogram testi, kruger strickt testi, Eosin Y testi, bunlarin yani sira seminal
plazmalarinda antisperm antikor 6lgiimlerinin yapilmasi, postkoidal teste tabi tutulmasi, 0

bireyin fertilite kapasitesi hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir [5].



2.1.1. Semen Analizi (Spermiyogram)

infertil iftlerde yariya yakin bir oranda erkekte problem oldugu belirlenmistir [6].
Erkek faktoriinii ortaya koyan en basit test; kolay, ucuz ve kisa zamanda sonug
vermesinden dolay1 spermiyogram testidir [6]. Spermiyogram, semen orneginin makroskobik
ve mikroskobik yoniinden incelenmesidir. Semen 6rnegi, makroskobik olarak; renk, koku, vizkozite,
likefaksiyon siiresi ve pH yoniinden degerlendirilirken; mikroskobik olarak da; motilitesi, morfolojisi

ve aglittinasyonu yoniinden degerlendirilir.

2.1.2. Sperm Orneginin Alinmasi

Androloji laboratuarina gelen fertil ve infertil bireylere, sperm numunesi
vermeden Onceki 3-5 gilinlik donemde cinsel perhize uymalar1 Onerilmektedir. Bazi
androloji uzmanlarina gore 2-7 giinliik cinsel perhiz siiresi uygun goriinse de WHO
tarafindan 3 giinden daha az siiren cinsel perhizlerde semendeki sperm sayisinin azaldigi,
5 glinden daha uzun siiren perhizlerde ise semendeki sperm sayisinin yeterli oldugu fakat
hareketliliginin azaldigi bildirilmistir. Bunlara ek olarak 5 glinden daha uzun siireli
yapilan cinsel perhizlerde, spermlerinin akrozom bolgelerinin igeriginin azaldigi
gosterilmistir [3]. Onerilen cinsel perhiz siirelerine uyuldugunda ve semen analizlerinin
ayrintili bir sekilde yapilmasi neticesinde, testislerdeki spermatogenetik aktivite hakkinda
ve aksesuvar bezlerin fonksiyonuna iligkin daha dogru bir bilgi elde edilebilmektedir [3,
6]. Androloji laboratuarina basvuran fertil ve infertil bireylerin 6nce anamnezi (6ykiisii)
almir. Daha sonra bireylere steril, kapakli kutular verilerek bu amagla diizenlenmis,
semen odasinda semen vermeleri kullanmalar1 saglanir. Semen numunesinin toplandigi
kaplar kimyasal ve biyolojik yonden yapilan testlerle toksik olmadigi belirtilmis steril

kapakli kaplar olmas1 gerekmektedir [3, 6].



2.1.3. Semen Orneginin Degerlendirilmesi (WHO, 2010)

Semen analizinin ¢abuk sonu¢ vermesi, kolay elde edilebilmesi ve maliyetinin
diisiik olmast nedeniyle erkek infertilitesinde ilk basvurulan test olma Ozelligini
korumaktadir. Androloji laboratuvarimizda makroskobik ve mikroskobik olarak yapilan
bu testler, Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) belirlemis oldugu en giincel bilgiler ve
kriterlere uyularak yapilmaktadir. WHO’nun bu konuda yaymlamis oldugu el kitabinin
besinci baskisinda, dordiincii baskisina ek olarak semen analizi boliimii yeniden gozden
gegirilerek ayrintilt bir sekilde diizenlenmistir. Buna gore analizlere iliskin hesaplamalar
ve yorumlamalar ile sperm hazirlama asamalarma iliskin ayrintili bilgiler eklenmistir.
Ornekleme ve sayim hatalarina ydnelik olarak kriyoprezervasyonla ilgili yeni kriterler
ortaya konmustur. Ayrica testis fonksiyonlarinin ortaya konulmasinda, sperm
konsantrasyonunun incelenmesi yerine total sperm sayisina bakmanin daha dogru bir
yaklasim oldugu kabul edilmistir. Bunlara ek olarak azospermi tanist ig¢in alinan
orneklerin santifiiriij edilmeden direkt olarak 37°C’deki etiivde likefiye olana kadar
bekletilmesi ve daha sonra dogrudan incelenmesi 6nerilmisitir. Dordiincii baskiya kiyasla
bu baskidaki en biiyilk farklilik, sperm hiicrelerinin  hareketliliklerinin
degerlendirilmesinde gbze carpmaktadir. a, b, ¢ ve d seklinde siniflandirilan sperm
hiicreleri bu yeni baskisinda lineer progresif hareketli, progresif hareketli, non-progresif

hareketli ve hareketsiz seklinde katagorize edilmistir [7].

2.1.4. Semenin Makroskopik incelemesi

Gaziosmanpasa Universitesi Saglik Arastirma ve Uygulama Merkezi Androloji
Laboratuvari’na bagvuran bireylerden alinmig numuneler, Oncelikle 37°C deki etiive

konmaktadir. Sonrasinda makroskopik ve mikroskobik incelemelere tabi tutulmaktadir.



Bu incelemelerde; semen igerigi koagiilasyon, agliitinasyon, likefikasyon, viskozite,
goriiniim, voliim, renk, koku ve gerektiginde pH ozellikleri ile mikroskobik ydnden

morfolojileri WHO’ya veya Kruger strick kriterlerine gore degerlendirilmektedir.

2.14.1. Likefikasyon (Semenin Coziiniiliirliigii)

Ejekulasyondan sonra koagiile olan semenin, prostattan salgilanilan proteolitik
enzimler vasitasiyla 10-30 dakika icerisinde likefiye olmasi beklenir [8]. Eger bireylerden
aliman numuneler 37°C’de (etiivde) 15-45 dakika icerinde likefiye olmazlar ise

vizkozitesi yoniinde de incelenerek vizkozite derecesi belirtilir [3].

2.1.4.2. GoOrinim

Saglikli bir semenin parlak agik sari, krem, agik gri renkte ve homojen bir
goriiniim iceren yapiya sahip olmasi bunun yaninda kendine 6zgii bir kokusunun olmast
gerekmektedir. Eger semende cerahat bulunuyor (pyospermi) ise ya da uzun siireli bir

cinsel perhiz uygulanmis ise numunenin sar1 renkte oldugu goriiliir [3, 8]

2.1.4.3. Voliim

Semen hacminin normal sinirlar1 1,5-6 ml olarak kabul edilirken, 1 ml’den az ise
hipospermi, 6 ml’den fazla ise hiperspermi olarak adlandirilmaktadir. Cinsel perhiz
stiresinin uzun olmasi durumunda hipersipermiyle karsilagilirken; kisa cinsel perhiz siiresi

ve ejekulator kanallarda darlik durumlarinda ise hipospermi ile karsilagilasilabilmektedir

[3, 6]



21.4.4.  pH

Semenin normal pH degerleri 7,2-8 kabul edilmekte olup akut enfeksiyon gibi
durumlarda bu deger 8’in iizerine ¢ikabilmektedir. pH’1 7,2 nin altinda olmas: ise alkali

ozellige sahip prostat stvisinin semen i¢indeki miktarinin azligindan dolay: ortaya ¢iktigi

diistinilebilir [3].

2.1.5. Semenin Mikroskopik incelemesi

Stirlintli  yaymas1 yapilmis, tespit edilmis, boyanmis sperm yaymalari 1s1k
mikroskobisi seviyesinde incelenerek siniflandirilir [ 9, 10 . Bu esnada sperm
konsantrasyonu, morfolojisi, hareketliligi ve yuvarlak hiicre sayis1 yoOniinden
degerlendirilme yapilmaktadir. Canli sperm ile Papanikolaou ydntemiyle boyanmig
spermler arasinda belirgin bir farklilik olmamakla beraber islemler sirasindaki biliziismeye
bagli olarak boyanmis sperm basmin biraz daha kiigiik oldugu goriliir [11]. Fakat %95
oranindaki bir giiven araligi ile degerlendirme yapilmasina olanak saglamaktadir. Boyali
spermlerde bas uzunlugu 3-5 um, genisligi ise 2-3 pm olarak ol¢iilmektedir ve normal

basin sekli oval gortinimdedir [3, 11, 12]. (Sekil 5).

2.15.1. Konsantrasyon

Gilinlimiizde spermiyogram sayimlart ve morfolojik ydnden incelenmeleri
otomatik cihazlarla yapilmaya baslanmis olsa bile hala bircok hastahanelerde
spermiyogram sayimlart 1978 yilinda Prof. Dr. Amnon Makler tarafindan gelistirilen
sperm sayimi i¢in Ozel tasarlanmis “Makler Sperm Sayim Kameras1” kullanilarak
yapilmaktadir (Sekil 1,2). Makler Sperm Sayim Kamerasinin 10 um derinligine sahip

olmasi, spermatozoanin tek bir diizlemde serbest olarak hareket etmesine olanak



saglamaktadir. Buda bize hareketlilik yiizdeleri hakkinda daha dogru bir sonug

verilmesini saglar [4, 13].

MAKLER COUNTING CHAMBER
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Sekil 1: Makler sperm sayim kamerasi ve Makler sperm sayim kamerasinin yakin goriiniimii[14].

Makler sperm sayim kamerasi ile sayim yapmak i¢in 5 pl (bir damla) sayim
kamerasimin tizerine damlatilir ve X20’lik objektif ile spermler sayilir. Makler Sperm
Sayim kamerasindaki 100 karelik alanda bulunan sperm hiicreleri sayilirsa daha dogru bir
sonug elde edilir. Eger 10 karelik alandaki motil ve non-motil sperm hiicreleri sayilmig
ise 10 pl derinlikte g6z 6niinde bulundurularak bu say1 10° ile carpilir ve mililitredeki

(X10%/ml) sperm say1s1 hesaplanmus olur [14].
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Sekil 2: Makler kamerasinda semen 6rneginin damlatilarak hazirlanmasi[14].



2.15.2. Motilite

Konsantrasyon sayimina benzer sekilde motilitenin degerlendirilmesi de x20 lik
objektif ile 100 karedeki sperm hiicreleri sayilir (Sekil 3). Yiizdelik olarak moltilite

degerini elde etmek i¢in motil sperm sayisi, total sperm sayisina boliiniir [13].
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Sekil 3: Makler kamerasinda spermlerin goriintiisii.

2.1.5.3. Diinya Saghk Orgiitiine Gore Sperm Motilitesinin

Degerlendirilmesi

A- lleri izl dogrusal hareket (lineer progresif).

B- Ileri yavas dogrusal olmayan hareket ( non-lineer progresif).

C- Yerinde hareketli (non-progresif motilite).

D- Hareketsiz (non motile).

Normospermi: Morfoloji, motilite, konsantrasyon yoniinden normal degerler

araliginda olan ejekiilata denir.

Oligospermi: Sperm sayisinin <20 milyon/ml olmasina oligospermi denir.
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Oligoteratospermi: Spermlerin moltilitelerinin normal oldugu fakat morfolojilerinin

bozuk ve konsantrasyonunun diisiik oldugu ejekulata denir.

Teratospermi: Spermlerin motilitesinin ve konsantrasyonunun normal fakat

morfolojisinin bozuk oldugu ejekulattir.

Astenospermi: Sperm motilitesinin diisiik oldugu ejekulata denir.

Azospermik: Ejekulatta spermin bulunmamasi durumuna denir.

Diinya saghk orgiiti’niin 2010 verilerine goére konsantrasyon, motilite ve
morfoloji i¢in normal olarak kabul edilen semen analizi i¢in en disiik referans

degerleri asagidaki Tablo 1°de verilmistir (5.persentil ve %95 giivenlik aralikli) [3].

Tablo 1: Semen analizi i¢in en diisiik referans degerleri. (5.persentil ve %95

giivenlik araliklan) [3, 7].

Semen Parametreleri En diisiik referansdeger
Hacim (ml) >1.5(1.4-1.7)

Total sperm sayst (10°) 39 (33-46)

Konsantrasyon (10°/ml) >15 (12-16)

Total motilite (PR+NP,%) 40 (38-42)

Progressive motilite (PR, %) 32 (31-34)

Vitalite (canh sperm,%) >%58 (55-63)

Morfoloji (normal formlar) >%714 (3.0-4.0) (Kruger)
pH >7.2

2.1.54. Morfolojik Degerlendirme

Kliniklerde yaygin olarak morfolojik degerlendirmede kullanilan iki farkli kriter

vardir. Bunlardan Kruger strict kriteri’'ne gére normal deger >%14 olmasi1 gerekirken
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WHO’ya gore normal deger >%30 olmalidir [15]. Bu kriterlere gére mikroskop altinda
analiz yapilirken spermlerin bas, boyun ve kuyruk gibi bolgelerindeki anomalilere
bakilarak morfolojik analiz yapilir [13, 16]. Bunun i¢in dnce semen lam iizerine yayilir ve
sonrasinda iglem i¢in uygun boya secilerek boyama yapilir (WHO i¢in Papanicolaou ve
Kruger strict kriterleri i¢in Diff-Quick veya Spermac boyama yontemi). Hazirlanan
preparat uygun soliisyon ve lamel ile kapatilir. 100’liik objektif altinda immersiyon yag1
damlatilarak 100 veya 200 sperm hiicresi analiz edilir ve % normal cinsinden sonug¢ rapor

edilir [13, 17]

2.1.5.4.1. KRUGER KRITERLERI (1986)

Sperm hiicresinin bag bdlgesi diizgiin oval bir morfolojide olmasi gerekir. Ayrica
akrozom basin 6n kisminin %40 ile %70’ ini kaplamalidir. Normal bir sperm hiicresinin
bas bolgesinin eni 2 ila 3 um arasinda iken bas bolgesinin uzunlugu 3 ila 5 pm arasinda
olmalidir. Bas bolgesinin eninin uzunluguna olan orani 2/3 veya 3/5 arasinda olmalidir.
Borderline bas formlar1 anormal olarak smiflanir. Basin uzun ekseni ile boynun uzun
ekseni ayni hizada olmalidir. Eger sitoplazmik artik var ise bas biiyiikliigiiniin yarisindan
biliylik olursa bu anormal sperm hiicresi olarak kabul edilir. Sperm hiicresinin orta
kisminin eni 0,5 um (sekil 4), boyu ise sperm basinin 1,5 kat1 uzunlukta olmalidir. Ayrica
orta kisim, basin uzun ekseni boyunca baglanmis bir silindir seklinde olmalidir. Normal
bir sperm hiicresinin kuyruk uzunlugu 35 ila 45 pm araliginda ve diizgiin bir yapida
olmahdir. Kalinligi spermin orta kismindan biraz daha ince olmalidir. Bu kriterlere

uymayan sperm hiicreleri anormal sperm hiicreleri olarak kabul edilir [12, 13, 16, 18].
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Sekil 4: Memeli sperminin boyun kisminin enine kesitinin sematik ¢izimi [19].

2.1.5.4.2. WHO KRITERLERI:

Sperm hiicrelerinin akrozomal bolgesinin bas bolgesine orani en az 1/3 olmalidir
(Sekil 5). Ayrica basin eninin boyuna orani 1/2 ila 1/3 arasinda olmalidir. Normal bir
sperm hiicresinin bas bolgesinin uzunlugu 3 ila 5 pm araliginda iken genisligi ise 2 ila 3
pm araligindadir. Bas bolgesinin morfolojisi diizgiin kenarli ve oval seklinde olmalidir.
WHO kriterlerine gore sperm hiicresinin boyun bdlgesinin normal olmasi gereken

kriterleri belirtilmemistir.

WHO’ya goére sperm hiicresinin orta kismimin digi diizglin hatli ve silindir
seklinde olmalidir, orta kismmin en/boy orani 1/3 den kiigiik olmamalidir. Eger
sitoplazmik artik var ise ve bu artik bas bolgesinin yarisindan daha biiylikse bu sperm
hiicreleri anormal olarak kabul edilir. Kuyruk 35-45 pum araliginda, silindirik sekilli,
diizgiin siiturlu bir yapida olmali. Tek bir sperm hiicresinde birtane kuyruk olmali,
catallanma veya katlanma olmamalidir [3]. WHO kriterleri ile Kruger strickt kriterleri
arasinda farklar bulunmaktadir. Biz ¢calismamizda Kruger strict kriterlerini baz alarak
degerlendirme yaptik. Morfolojik degerlendirme ig¢in 100°liik objektif altinda immersiyon

yag1 damlatilarak, 100 ila 200 arasinda sperm hiicresinin incelenmesi gerekmektedir.
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Kruger strict kriterlerine gére normal sperm sayisinin orant %14’den fazla olan bireyin
fertilizasyon orani %81 ila %91 arasinda, %14’den kiigiik olan bireylerde ise fertilizasyon

orani %37 olarak bildirilmistir [12, 20].
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Sekil 5 : Memeli sperminin bas, boyun, kuyruk kisminin sematik ¢izimi [19].
2.2. Ejekiilat (Semen)

Epididimis ve duktus deferens kaslarinin sempatik sinir sistemi araciligiyla
uyarilip peristaltik kasilmasina neden olduktan sonra semen epididimis, duktus deferens
ve vas deferensin ampiillasindan gectikten sonra ejakiilator kanaldan ilerleyerek prostatik
iiretraya ulasir. Ejakiilator kanalin asitligini diistirmek i¢in seminal keseler araciligiyla 2-
3 ml arasindaki alkali siviy1 {iretraya aktarir [8]. Bunun akabinde 1-2 ml lik prostat sivisi
prostat kaslarinin kontraksiyonuyla salinir ve tiim seminal sivi prostatik iiretradan
iiretraya aktarilmis olur. Ejakiilasyonun mesaneye geri kagisini (retrograt) dnlenmek igin
mesane boynundaki sfinkter kapatilir ve daha sonrasinda tiretra kaslarinin kontraksiyonu
sayesinde ejakiilat {iretradan disariya atilir [8]. Insan semeninin plazma kismimin iigte
birlik kismin1 prostattan salgilanan sivi teskil ederken tigte ikilik kismini ise seminal
keselerden salgilanan sivilar olusturur. Testisler tarafindan iiretilen spermatozoa ile

birlikte toplam semen hacmi 3-6 ml miktarinda olmalidir [12]. pH degeri 7,2 ile 7,8
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arasinda degisen seminal plazma, hem pH tamponu olarak hem de spermatozoanin
taginmasinda gorev almaktadir. pH degeri 6,2 nin altina indiginde spermatozoalar hareket
yeteneklerini kaybedecekleri igin seminal plazma sivisi vajinanin pH’mi yiikseltir.
Normal bir bireye ait ejakiilatin %90’lik kismint seminal plazma, %10’luk kismini ise
spermatozoa teskil eder. Seminal plazma belirtilen normal miktardan az oldugu
durumlarda spermatozoalar hareket yeteneklerini kaybederler. Seminal plazma miktari

cok yiiksek oldugu durumlarda ise sperm hiicrelerinin konsantrasyonlar1 diigsecektir [8].
2.3. Hiicre Siklusu

Hiicrelerin diizenli ¢ogalmasi i¢in bir takim faktorlere, sitiimiile ve inhibe eden
ajanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Eger bu ajanlarin miktarlarinda bir degisme olursa hiicre
ya apoptoza gider ya da hiicreyi tiimorlesmeye sokar. Bu sitiimiilatorler ve inhibitorler
siklinler ve siklin bagimli kinazlar araciligr ile diizenlenmektedir. 15°den fazla siklin
tanimlanmistir. Bunlardan bazilar1 siklin D, E, A ve B dir. Bunlar hiicre siklusunda art
arda bir ya da daha fazla siklin bagimli kinazlar (CDK)’a baglanir. Bir digeri siklin
bagiml kinazlardir. Bu siklin bagimli kinazlarda inhibitorleri araciligryla diizenlenirler
(Sekil 6). Bunlarada siklin bagimli kinaz inhibitorleri denir. Baslica iki tane CDK

inhibitori vardir.
Bunlar:
1-Cip/Kip ailesi (p21°Pt, p274P! ve p574i?)

2-INK4/ARF ailesi (p14”RF, p15™NKaP n16!NKa n1g!NKae 1 giNKady



15

Siklin B/cdk 1 ()
Siklin A/cdk 2

Siklin E/edk 2 Siklin D/cdk 4

Sekil 6: Hiicre siklusunda siklin-siklin bagimli kinaz (CDK) kompleks expresyonu.

CDK’larm gorevi hiicre siklusunda bir sonraki faza gegerken hedef proteinleri
fosforile etmektir. Hiicre siklusu boyunca diizenli olarak inaktif formda salinan CDK’lar

ancak siklinlere baglandiktan sonra fosforile olup aktif forma gegerler [21].

2.3.1. Siklinler:

Hiicresel dongiide yeralan diizenleyici proteinlerin birgogu ubiquitin  veya
ubiquitin benzeri proteinlerle birlesip degisime ugramaktadir. Bu degisimler genellikle
proteinin aktivitesinde, yarilanma Omriinde, sinyal iletiminde ve diger molekiillerle
etkilesiminde ve hiicre i¢indeki konumunda deger kazanir. Siklinler hiicresel dongiide
kendine 6zgili fazlarda sentezlenerek, CDK’lar1 aktive ettikten sonra stabil olmayan bir
yapiya sahip olduklart i¢in ubukitin-proteazom yolagi ile yikilmak suretiyle seviyeleri

stiratle diiser [22]. Ubukitin-proteazom yolaklar1 su sekilde gorev alirlar:
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a) Proteinlerin Ubiquitin Modifikasyonu

Proteinlerin  ubiquitin ~ modifikasyonunun  6nemi  hiicre  siklusunun
diizenlenmesinde, noral ag morfogenezinde, immiin sistemin diizenlenmesinde veya
inflamatuar reaksiyonlarda, stres ve ekstraselliiler uyaranlara hiicresel cevapta, DNA

onarimda ve organellerin igleyisi gibi onemli yolaklarda gorev almaktadir [22].

b) Proteinlerin Deubiquinasyonu

Protein modifikasyonunun tersi olan protein deubiquinasyonu thiol proteaz

enzimleri araciligiyla gergeklesir [22].

2.3.2.  Siklin Bagimh Kinazlar (CDK):

Hiicre dongiisiinde fazlar arasinda ilerlerken hedef proteinler CDK’lar tarafindan
fosforile edilirler. Hiicre siklusu boyunca diizenli olarak inaktif formda salinan CDK’lar
ancak siklinlere baglandiktan sonra fosforile olup aktif forma gegerler [21]. GO veya
erken G1 dongiisiinde dinlenme pozisyonunda olan hiicreler growth hormonu gibi
biiylime faktorleri ile uyarildiginda hiicresel dongiide ilk basamak olarak Siklin D ve
siklinE miktar1 artig gostererek siklin D-CDK4 ve CDKG6’ya; siklin E ise CDK2’ye
baglanarak aktive olurlar. Hiicresel dongiide G1->S esigini asarak hiicreyi DNA fazina
sokmak igin siklin D-CDK6 ve siklin E-CDK2 bileseni Retinoblastom Proteinini (RB)
fosforile eder. Aktif halde bulunan siklin E-CDK2 yapist DNA replikasyonunun
baslamasini ve hiicresel dongiiniin S fazinda ilerlemesini saglar. G2->M gegcisinde siklin
A ve siklin B’ler CDK’lar ile kompleks olusturup kritik olaylar1 regiile etmektedirler.
Burada siklin A, CDK2’ye baglanarak aktive eder. Mitotik profazdaki reaksiyonlar siklin

A-CDK2 bileskesi diizenler. Hiicrenin profazdan c¢ikmasi siklin B-CDKI1 yapisinin
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aktifligini kaybetmesiyle gerceklesir [22]. CDK inhibitorleri, Siklin-CDK bileseninin

aktive olmasiyla diizenlenirler [23, 24].
2.3.3.  Siklin bagimh kinazlarin inhibitorleri:

Ortamda CDK’lar bulundugu ig¢in hiicre siirekli boliinmeye girmek isteyecektir.
Fakat bu CDK inhibitorleri araciligiyla baskilanirsa hiicre tiimdrlesmesi engellenmis

olacaktir. iki tane énemli siklin bagimli kinaz inhibitér ailesi vardir. Bunlar:
2.3.3.1. Cip/Kip ailesi:
(p21°PL, p274PL v p57HiP2)
2.3.3.2. INK4/ARF ailesi:
(pL4°RF, p15NKe n1gINKda gINKae g gINKddy

Hiicrelerin diizensiz bir sekilde c¢ogalmasinin (proliferasyon) sebebi hiicresel
dongiideki kontrolii saglayan siklin ve CDK’larin aktivasyonlarmin diizen ve
dengelerinin bozulmasidir [23]. Siklin ve CDK’larin diizensiz salinimlari, pek ¢ok insan
kanserlerinin sebebini olusturmaktadir. CDK inhibitorlerinin yapilarmin bozulmasi,
CDK’larin ve siklinlerin diizen ve dengelerinin bozulmasina, bu mutasyonel bozulma da
hiicrenin diizensiz ¢ogalmasina sebep olur. Hiicre dongiisiiniin diizeninde kilit rol
oynayan dort énemli regiilator vardir. Bunlar: p16™"*, Siklin D, CDK4 ve RB dir. Bu
regiilatorlerden herhangi birinin diizenindeki bir mutasyon veya bozulma pekgok kanserin
sebebini olusturur. Bu bozulma hiicre dongiisiindeki kontrol mekanizmalarmin bozulmasi

veya kaybolmasi yoluyla olur [23].
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Sekil 7: Hiicre siklusunda siklin-CDK kompleks expresyonu ve p27 etkilesimi [25].

2333.  p27:

p27, CDK inhibitérii (Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27""")) olup
insanda CDKN1B geni ile kodlanan enzim inhibitérleridir [26]. Hiicre dongiisiinde rol
alan p27, G1->S asamasina gegerken diizenleyici role sahip olan siklin E-CDK2 ve S
dongiisiinden mitotik profaza gegisteki (S=>G2->M) siklin  A—-CDK2 bileseninin
potansiyel inhibitoriidir [ 27 , 28 ]. (Sekil 7, 8). Bilindigi tizere p27 hiicrenin
kanserlesmesini baskilamada gorevlidir. Fakat p27 nin mutasyonlara ugrayarak
bozulmasi sonucu olusan kanserlesme insanlarda ¢ok az goriilen durumdur [29]. Fakat
hiicresel dongiide regiilator ozelligi olan p27 proteinin  dongisiiniin -~ kirilmast,
hiicrelerdeki miktarinin azalmas1 veya yoklugunun bircok kanser vakalarinda
goriilmesinde, bu kanserlerin yayilmasinda ve yasamla bagdasmamasinda rolii oldugu
bildirilmistir [30]. p27’nin sitoplazmada veya niikleusta konuslandigi yerin ve hiicre
icindeki salinim miktar1 arasinda baglant1 vardir [31, 32, 33]. Onceki yillarda yapilan
calismalar, meme ve kolorektal karsinomlarda artmis timor derecesi ve lenf nodu

metastaz1 veya yasamla bagdasmayan vakalarda artmis p27 ekspresyonunun oldugunu
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gostermektedir [34, 35]. p27 ekspresyonu ile ilgili yapilan baz1 ¢alismalarda diffiiz biiylik

B hiicreli lenfomalarin bazi alt tiirlerinde artmis p27 salinimlart gériilmistiir [35, 36, 37].
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Sekil 8: Sinyal transdiiksiyon yolaklari. [38].

p27 nin translasyon sonrasi regiilasyonunda baslica iki molekiil rol almaktadir.

Bunlar baslica:

1) Skp 2 (S-phase kinase—associated protein 2)

2)  JAB1

2.3.3.4. SKP 2

F-box ailesinin SCF (skpl/cullin/f-box) yapisinin 6zel substrat tanima alt

iinitesinin bir eleman1 olan SKP 2, ubiquitin aracilt p27°’nin degradasyonunda gorev alir
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[39]. p27’nin proteazomal yikiminda rol alan skp2’nin ubiquinasyon i¢in 6nemli oldugu

gosterilmistir [39, 40].

2.3.3.5. JAB1

Jun activation domain-binding protein-1 (JAB1), Constitutive Photomorphogenic
(COP9) Multiprotein Kompleksi’nin komponenti olan bir proteindir (Sekil 9). JAB1,

COP9 signalasomunun 5’inci alt {initesi olarak bilinir.

< COP9 Signalosome
@ Fosforilasyon

Sekil 9: COP9 signalasomunun alt tinitelerinin etkilesim modeli [41].

COP9 signalasomunun kiitle dagilimi ve altbirim-altbirimi  etkilesimleri
temelinde, CSN kompleksinin bir modeli olusturulmustur (Sekil 9) [41]. CSN5 (JAB1)
ilk kez hiicre g¢ogalmasinda rol alan gen diizenleyici AP-1 proteinin (c-jun/c-fos
protoonkogen) koaktivatorii olarak bildirilmistir [42]. Regiilatér multi protein yapisinda
olan COP9, protein stabilitesini diizenlemede, gen transkripsiyonunda ve sinyal
doniisiimiinde 6nemli rol oynar. CSN5 (JAB1) bu multi proteinin besinci alt {initesidir.
Bu yiizden JAB1, CSN5 olarak da adlandirilir [43, 44]. Niikleer export proteini olan

CSN5 (JAB1), p27°nin ¢ekirdekten sitoplazmaya tasinmasinda ve burada p27 proteininin,



21

The Neuron Cytoplasmic Protein Gene Product 9,5 (PGP 9,5) ve CSNS5 araciligr ile

degradasyonunda gorev alir [45, 46].

JAB1/CSNS5 araciligi ile p27'nin yikilmasi
CrainE can SCF-Ubiquitin (ub)
m Ligase
@ " o QD)

Niikl \ ek
iikleus
. _ . F-Box Protein
Sitoplazma Ubiquitin
koenzim
1 |
%m Cull Proteozom degradasyonu
Rl on— = > "
Ubiquitin

Sekil 10: JAB1/CSN5’in etkin rolii ile p27°*"in degradasyonu [47].

JAB1/CSN5, COP9 signalosomunun bir komponentidir. JAB1, p27°i nukleustan
sitoplazmaya tastyarak burada F-Box protein ailesinin SCF kompleksinin substrat tanima
alt birimi olan Skp2’e baglanarak ubiquitin proteasome degradation yoluyla yikimini
saglar (Sekil 10). Aym zamanda JABI1/CSN5, TGF-’i, “Mothers Against
Decapentaplegic Homolog 7 (Smad7)” ye baglamak ve bozulmasini desteklemek yoluyla
(ilerletmek suretiyle) regiile eder. TGF- ailesi tiyeleri, hiicre biiyiimesi, diferansiasyonu,
apoptozisisi ve morfogenesizin sekillenmesini/sekillenme siirecini igeren genis bir
biyolojik aktivite dizisine sahiptir [42]. COP9 signalasome kompleksi ise ilk olarak 1996’
da Chamovitz ve ark. tarafindan bitkilerde 151k aracili gelisimin/biiyiimenin bir regiilatori
olarak izole edilmistir. 450 kd agirliginda 8 alt iiniteden olusan multikompleks soluble bir
proteindir [42]. Hem in vivo hem in vitro olarak PGP 9,5’un JAB1 ile iligkisi

gosterilmis olup ayrica akciger kanseri hiicrelerinde nukleusta JAB1 ve PGP 9,5’un, p27
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iceren heteromerik bir kompleksin parcalar: olabilecegi gosterilmistir[42]. JAB1 ve PGP
9,5’un niikleer lokalizasyonunun, p27’nin nukleusta azalmis seviyeleri ile iligkili
bulunmustur. Tersine kontakt inhibisyonla PGP 9,5 ve JAB1 periniikleer veya
sitoplazmik yerlesim gosterirse, p27 yalnizca nukleusta lokalize olmaktadir. Bu nedenle
PGP 9,5, JABL1 ile olan etkilesimi ve niikleer translokasyonu ile p27 degradasyonunda
rol alabilmektedir [45, 46]. JAB1/CSN5 ilk olarak Claret ve ark. tarafindan hiicre
proliferasyonunda gorev alan gen regiilatorii olan aktivator protein 1 (AP-1) koaktivatorii
olarak tamimlanmustir. Kwok ve ark. 1998’de, Ferlich ve ark. ise 1999°da JAB1/CSN5’in
diger CSN alt iinitelerine benzemeyen sekilde CSN kompleksten bagimsiz olarak da
caligabildigi gosterilmistir [64]. Yine Kwok ve ark. 1998°de, Ferlich ve ark. ise 1999’da
Arabidopsis ve Drosophila’da CSN alt iinitelerinde meydana gelmis mutasyonlarin
bunlarin gelisimlerinin durmalarina ya da 6liimlerine neden oldugu gosterilmistir [42].
Gerek CSN kompleksine bagimli gerekse CSN kompleksinden bagimsiz JAB1/CSNS5’in
cok cesitli proteinlerle ortak calismak yolu ile pek ¢ok biyolojik siirecte gorev aldigi

gosterilmistir [67].

Sekil 11: Jab1/CSN5’in hedefleri ve regiilasyonlar: [48].
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Sekil 11°de yesil ok ve art1 (+) isaretleri Jabl/CSN5-positive etkilesimi gosterir;
kirmizi oklar ve eksi (-) isaretleri Jab1/CSNS5-negatif etkilesimi gosterir. Kisaltmalar: AP-
1, activator protein 1; HIF-1a, hypoxia inducible factor-la; MDM2, murine double
minute 2; PR, progesterone receptor, SRC-1, steroid receptor coactivator 1; TRCS,

translocation in renal carcinoma [49].

JAB1/CSNS nin ortak g¢alistig1 proteinlerden en dnemlisi p27 dir. p27-JAB1 ortak
etkilesimi ile spesifik bir CDK inhibitérii olan p27 proteinine baglanarak p27°yi
nukleustan sitoplazmaya tasityip p27°nin 26s proteozom aracili degradasyonunu arttirdig
ve bu yolla p27 diizeyini azalttigns Tomoda ve arkadaslart tarafindan 1999°da
gosterilmistir. Sui ve ark. yaptiklar1 ¢alismada, JABL’in spesifik olarak CDK inhibitorii
p27 proteinine baglanarak, p27’yi nukleustan sitoplazmaya tasiyarak ubiquitin-
proteozom sistemi ile degradasyonunu artirdigi ve hiicre iginde p27 diizeyini azalttig

gosterilmistir [49].
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Sekil 12: Jab1/CSN5 molekiiler mekanizmalar1 genel bakis [50].

Jab1/CSN5 protein yikimi ile p27 hiicre dongiisii inhibitdrii diizeyleri negatif
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diizenlenmesi sonucu, hiicre dongiisii regiilasyon bozuklugu ve gelismis hiicre ¢ogalmasi
ile sonuglanir. Ayrica Jabl/CSN5, DNA hasar1 onarim ve NPC apoptoz inhibisyonuna
yol acan p53 ve RADS51’i diizenler [50]. (Sekil 12). Buna ek olarak JAB1-p27<™
etkilesimindeki fonksiyonel rolii, tirozin kinaz growth reseptor HER-2/neu calismasiyla
kamtlandi [ 51, 52, 53]. Yang ve ark. tarafindan 2000 yilinda bu reseptoriin
overekspresyonuna bagl kanser tiirlerinde artis oldugu gosterilmistir. Her2/Neu, p27’yi
down regiile ederek tirozin kinaz yolu ile hiicre ¢ogalmasini stimiile eder, Her2/Neu p27

degradasyonunu ise JAB1’nin sitoplazmaya gegisini aktive ederek yapar [53].

T ‘ Growth
&L \,IAE_GF/ Factors -:

Kanser Progresyonu

Sekil 13: Kanserde diger 6nemli sinyal yollar1 ile Jab1/CSNS ¢apraz iliskisinin diyagrami [50].

Kanserde JAB1/CSN5’in ekspresyonu ve IL-6/STAT3, EGFR/ERK, PI3K/AKT,
HER2/Ras ile regiilasyonu [50] (Sekil 13). Birkag yil 6nce yapilan son ¢alismalarda ise
JAB1’nm spesifik olarak CDK inhibitdrii p27 proteinine baglanarak, p27’yi nukleustan

sitoplazmaya tasiyarak ubiquitin proteozom sistemi ile degradasyonunu arttirdigt ve
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hiicre i¢inde p27 diizeyini azalttig1 gosterilmistir. JAB1 nin ¢ekirdekteki fonksiyonlarinin
yanisira plazma membraninda da fonksiyonu vardir [42]. Bianchi ve ark. 2000 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada, gegici olarak Lymphocyte function-associated antigen 1 (LFA-1)
(adezyon proteini) salgilayan bazi hiicrelerde JAB1’nin ayn1 membran bolgesinde LFA-
I’i zenginlestirdigini gostermislerdir [42]. CSN kompleksi hi¢bir zaman membranda
gosterilememis oldugundan, JAB1l’nin bu formunun CSN bagimsiz formu oldugunu
diistinmiisler. Ayn1 zamanda bu hiicrelere ne zaman suni ya da fizyolojik ligandlarla
muamele edilse membran JAB1’larimin kayboldugu ve asama asama sitoplazmadan
cekirdege gectikleri goriilmiis. Buradan da JAB1 LFA-1 iliskisinin ¢ok spesifik oldugu
sonucunu ¢tkarmislardir. JAB1’nin; pankreatik duktal karsinom, laringeal skuamoz
hiicreli karsinom, akciger adenokarsinomu, bas-boyun kanserleri, invaziv meme
kanserleri, pitiiiter tiimorler, anaplastik biiylik hiicreli lenfomalar ve tiroid mediiller
karsinomu gibi daha pek ¢ok tiimérlerde artmis ekspresyonu tanimlanmustir [22, 46].
Diger bir JABI sitokin iliskisi de Kleemann ve arkadaslari tarafindan 2000 yilinda
aydmlatilmigtir. Bu calisma JAB1’nin p27 ile hiicre siklus kontroliindeki roliinii
anlamada aydinlatici olmustur. Makrofaj migrasyon inhibitér faktor (MIF) bir
antiinflamatuar faktordiir ve eksojen (disardan) uygulandiginda intraselliiler JAB1 n1
baglar. MIF-JAB1 kompleksi sitozolde goriiliir. MIF’in JABI iizerinde inhibe edici etkisi
vardir. Béylece MIF’in, JAB1 bagimli p27 degradasyonunu durdurdugu gosterilmistir

[41].
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Cell cycle
arrest

Sekil 14: P27 aracili hiicre siklusu kontroliinde JAB1/CSN5 fonksiyonunun modellemesi[41].

Ici dolu gemberlerle biten ince ¢izgiler inhibitor etkilesimlerini gdsteriyor. Kapali
ok bagslariyla biten ince cizgiler stimulan etkilesimlerini gosteriyor. Noktali ¢izgiler

protein hareketlerini gésteriyor.

p27’nin JAB1’a baglanmasi, p27°nin niikleustan sitoplazmaya es zamanli
taginmasina, bozulmasina ve hiicre dongiisiinde ilerlemesine yol agar: MIF’e JABI’1n

baglanmasi ise niikleusta P27’ nin birikmesine ve hiicre dongiisiiniin arrestine (durmasina)

B1 AP-1 trans-
SN activation

/

Sekil 15: AP-1 transkripsiyon aracili diizenlenmesinde JAB1/CSN5 fonksiyonunun modeli [42].

yol agar (Sekil 14).
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Sekil 15°de ¢izgi renklerinin 6zel fonksiyonlari: Mavi, c-Jun aracili trans, pembe,
hormon reseptor aracili transaktivasyonunun. Dolu daireler ile biten ince ¢izgiler inhibitor
etkilesimleri temsil eder. Kapali ok uglar1 ile biten ince ¢izgiler uyarict etkilesimleri

temsil eder. Noktali ¢izgiler protein hareketi gosterir.

Jabl, c-Jun sayesinde AP-1 transaktivasyonuna aracilik eder. LFA-1, MIF veya
LHR ile JABL etkilesimi, AP-1 transaktivasyonunu engeller. AP-1 transaktivasyonda
niikleustan ekstaraselliiler yiizeye yeniden dagilan serbest JAB1, LFA1’e baglanir. Ayni
zamanda PR ve SRC-1, JAB1/CSN5 baglanmasi, AP-1 transaktivasyonunu indiikler.

CSN igindeki protein-protein etkilesimleri belirtilmemis [42].

JABI1 hiicre proliferasyonunun kontrolii ve multiple proteinlerin stabilitesine
katilan ¢ok fonksiyonlu bir proteindir. JABI'nin asir1 salgilanmasi insan kanserlerinin
patogenezinden sorumlu gorilmiistiir. JAB1 birka¢ anahtar proteini regiile eder ve
boylece hiicre siklusu progresyonunda, genom stabilitesinde ve hiicre yasaminda
degisiklik meydana getirir. Fakat bu hiicresel sinyal yolaklarinda JAB1 aktivitesinin
biyolojik 6nemi heniiz tam olarak belirlenememistir [54]. JAB1 eksikligi olan farelerin
saf embriyolar1 ve heterezigot hiicreleri analiz edildiginde, farelerde apoptozun
hizlanmasina bagli olarak erken embriyonik Oliimlerle sonuclandigr goriiliir. JABI
ekspresyonun kaybi, hem primer embriyonik fibroblastlari, hemde Y (gama)
radyasyonunun indiikledigi osteosarkoma hiicrelerini duyarli hale getirdigi goriiliir.
Ayrica spontan DNA hasar1 ve homolog rekombinant defektlerini arttirmasiyla korele
olarak da DNA onarim proteini olan Rad51 seviyesinde azalis ve p53 seviyesinde artis
goriliir. Dahasi, biriken p53 dogrudan Rad51 proteinine baglanarak, aktivitesini inhibe

ederek, JAB1 eksikligi olan hiicrelerde homolog rekombinant onarim defekti altinda
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yatan onemli bir mekanizmay1 temsil etmektedir. Buna gore, JABI verimli bir DNA
onarimi, kurdugu mekanik baglantilarla genom biitiinliigiiniin korunmasi ve hiicresel
sagkalim icin gereklidir [54]. Eksojen ajanlarin sebep oldugu lezyonlar, DNA’nin
spontan bozulmasi, replikasyon hatalar1 ve diger tipteki hasarlar normal metabolik
aktivitelerle sonuglanir [55]. Hasarli DNA’nin onarimi, genomik biitiinliik ve hiicresel
sagkalim bakimimindan ¢ok énemlidir [56]. Tian ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarda, eksojen
DNA hasar uyarist1 olmadiginda, JAB1 eksikligi olan embriyolar ve osteosarkoma
hiicrelerinde spontan gelisen genom fenotip bozuklugunda artis gordiiler. Bu bulgular
dogrultusunda, JAB1 eksikligi olan hiicrelerin spontan DNA kiriklarina yol agtigini ve
boyleliklede JAB1 nin eksikliginin DNA onarimini etkileyebildigini gosterdiler [54]. Cift
zincir kirilmasi [Double Strain Break (DSB)] en 6liimciil DNA hasaridir. DSB ya diizgiin
bir sekilde onarilir, genomik biitiinliik diizeltilir ya da onarilmaz ve hiicresel 6liim,
genomik diizensizlik ve kanser gibi ciddi sonuglar meydana gelir [56]. DSB’lerin onarim
icin memeli hiicrelerinde bir dizi yontem gelistirilmistir ve bunlarin en 6nemlisi de DNA
replikasyonu esnasinda S fazi boyunca predominant halde bulunan homolog
rekombinantdir (HR). Ciinkii HR hatasizdir ve genom bakimindan ve hiicresel sag
kaliminda kritik bir role sahiptir [57, 58]. Okaryotlarda DNA onarim proteini olan Rad51,
DSB’lerin HR araciligiyla onarim yaparken niikleoprotein iplik¢iklerini sekle sokarak ve
DNA ikili iplik¢ikleri arasinda iplikgikleri degisim yaparak merkezi bir rol oynar [59,
60]. Rad51’in, eksojen DNA hasari ajanlarina ve ¢ogalan hiicrelerdeki ani olusan

kromozom kiriklarina kars1 verdigi tepki, embriyonik sag kalim i¢in 6nemlidir [61, 62].

Cevredeki fiziksel ve kimyasal faktorler tarafindan DNA’nin yapisal biitiinligi
stirekli olarak degisime zorlanmaktadir. Tian ve ark. elde ettikleri sonuglara gore, artmis

sayidaki spontan DNA kiriginin, azalmis Rad51 ekspresyonuyla iliskili olmasi, JAB1
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eksikligi olan hiicrelerde spontan DNA kiriklarinin artmasi, DNA onariminda hata
oldugunu gostermislerdir. Bu, JABI eksikligi olan farelerdeki embriyonik letaliteyi ve
bozulmus biiylime kapasitesiyle JAB1+/- Mouse Embryonic Fibroblast (MEF)’lardaki
hiicre 6liimii artismin sebebini aciklayabilir [54]. Insan rekombinant Rad51 proteini,
genom biitiinliigli ve kanser gelisimi bakimindan anahtar bir proteindir [59, 63]. JAB1’da
oldugu gibi Rad51’in de artmis ekspresyonu, ¢esitli kotii huylu kanser tiplerinde (akciger,
g0gis, pankreas) goriildiigi rapor edilmistir [64]. Ek olarak, kotii huylu transformasyonu
indiikleyen farklilasmis hiicre tiplerinin bir kisminda asir1 miktarda Rad51 gbzlemlenir
[65, 66]. Insan rekombinansinda Rad51, genom biitiinliigii ve kanser gelisimi bakimindan
anahtar bir proteindir. DNA hasarinin yol actigi hiicre 6liimleri ve hiicre siklusunun
durmasina karsi, c¢ogalan hiicreleri O6ldiirmek i¢in, pek c¢ok kemoterapotik ilag
kullanilmigtir. Ama bu terapotik ajanlarin hiicrelerin DNA’sin1 tamir yetenekleri
azalmigtir. Bu nedenle, Rad51’in inhibisyonu, kanser hiicrelerini kemoterapi ve
radyoterapiye hassas hale getirmenin yolu olarak kesfedilmistir. JAB1 eksikliginde
Rad51 seviyesinin azalmasi, JABI’nin inhibisyonunu olanakli kilarak, bu hiicrelerin
DNA hasar1 veren kemoteropatik ajanlara veya Immuno Response (IR) karsi hassasiyet
gelistirmesine neden olur. JAB1’nin inhibisyonu sadece kanserli hiicrelerin
proliferasyonunu durdurmaz, ayni zamanda kanser terapisinden sonra DNA HR
onarimim azaltir [54]. JABI ve Rad51 inhibisyonu arasindaki iliski, ila¢ ve IR terapotik
dayanim daha ileri ¢alismalarin konusu olabilir. JAB1 gen hedefli embriyolarinda, DSB
onarimindaki defektler, homozigot JAB1 baskilanmis farelerde hiicre 6liimiine yol acar.
Bu onlara JABI eksikligi olan hiicreler ve embriyolarda, p53’iin birikmesinin Rad51’in
promotor aktivitesini baskiladigi ve HR onarim defektlerinde majér mekanizma olarak

rol aldigini diistindiirdii [54].
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3. MATERYAL VE METOD

Calismamizda yaslar1 18-50 arasinda olan, Uroloji klinigine miiracaat eden 20
fertil bireyin ve 20 infertil hastanin semen 6rnekleri alinarak, 20 kisiden olusan iki gruba
ayrildi. Birinci grubumuz fertil bireylerden olusurken ikinci grubumuz infertil bireylerden
olusmaktaydi. Her iki grubun bireylerine semen analizi (Spermiyogram) yapildiktan
sonra arta kalan semen Ornekleri asagida belirtilen deneysel amagli ¢alismalar igin
kullanildi. Steril kutular igerisinde hasta gruplarindan elde edilen ornekler 37°C’de
likefiye edilip, spermiyogram oOzelliklerine gore; hacim, konsantrasyon, motilite ve
morfoloji yoniinden degerlendirildi. Semen Orneginin artakalan kismi kapasitasyon
calismalarinda kullanildi. Sperm seleksiyon yontemi olan isolate gradient (%45-%85) ile
yikandi, sperm ve seminal siv1 igerigi normal santrifiigasyon ile birbirinden ayrildi. Elde
edilen sperm peleti, HTF (Human tubal fluid) ile muamele edilip, sperm 6rnegi morfoloji,
immunositokimya ve kapasitasyon c¢aligsmalari i¢in kullanildi. Caligmada kullandigimiz

labaratuar testleri su sekildedir:
3.1. Spermiyogram:

Spermiyogram, semen Orneginin makroskobik ve mikroskobik yoOniinden
incelenmesidir. Semen O0rnegi, makroskobik olarak; renk, koku, vizkozite, likefaksiyon
stiresi ve pH yoniinden degerlendirilirken; mikroskobik olarak da; motilitesi, morfolojisi
ve aglitiinasyonu yoniinden degerlendirilir. Sperm konsantrasyonu, motilitesi [(A- Ileri
hizl1 dogrusal progresif hareket (lineer progresif), B- Ileri yavas dogrusal ya da dogrusal
olmayan hizli hareket ( non-lineer progresif), C- Progresif olmayan hareket (yerinde
hareketli) (non-progresif motilite), D- Hareketsiz (non motile)] ve hacmi WHO kriterleri

g6z Oniine alinarak Makler chamber sayim kamerasi ile sayilarak degerlendirildi.
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3.2. Sperm Morfolojisinin Degerlendirilmesi:

Yukarida belirtildigi sekilde yikanip muamele edilen sperm 6rnegi lamlar {izerine
yayilip Diff-Quik boyasi ile asagida belirttigimiz asamalardan gegirilerek boyandiktan

sonra, Kruger kriterlerine dayali sperm morfolojisinin degerlendirilmesi yapildi.

3.3. Morfolojik Ol¢iim ve Degerlendirme:

Isolate gradientle se¢ilmis ve normal yikama ile elde edilmis sperm oOrnekleri
lamlar iizerine yayildiktan sonra bu slaylar iizerinde JAB1 proteinin lokalizasyonu
immunositokimya ile belirlendi. JAB1 ile positif reaksiyon gdsteren sperm bolgeleri
morfolojik yonden degerlendirildi. Boyanmanin oldugu bolgeler (kuyruk, bas, boyun,
akrozom, ekvatoryal bolge gibi) her bir hastada 200 sperm olmak kosuluyla
degerlendirilip, bu bolgelerin uzunluk, genislik, alan ve hacimleri hesaplandi. Ayrica
normal semen Orneklerindeki spermler, isolate ile se¢ilmis olan hareketli spermlerle
karsilastirilip, yukarida belirtilen parametreler yoniinden farkliliklarin olup olmadigina

bakildi.

3.4. Maksimum Feret Arahgi:

Maksimum feret ¢capt mikron olarak ifade edilir ve goriintli yakalandig1 zamanki
acisal doniisten bagimsiz olarak parcacigin en biiyiik boyutunu temsil eder. Maksimum
feret ¢ap1, nesnenin ¢evresinde ki koselerde bulunan pikseller izole edildikten sonra her
kose pikseli arasindaki mesafe alinarak hesaplanir. Bu algoritmanin grafik sunumu sekil
16°de goriiliiyor. Piksel olarak en uzun boyutu tespit edildikten sonra, tespit edilen bu
deger dogabilecek hatalardan kaginmak i¢in 6zel hesaplama teknikleri kullanilarak,

gorlinen boyutlarin alana goére dogrudan hesaplanmasi ile mikrona doniistiiriiliir. Elde
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edilen mikron cinsindeki bu deger maksimum feret (max feret) olarak adlandirilir [67,

68].

3.5. Minimum Feret Aralig::

Minumum feret ¢ap1 mikron olarak ifade edilir ve goriintii yakalandigi zamanki
acisal doniisten bagimsiz olarak parcacigin en kiigiik boyutunu temsil eder. Minumum
feret capi, nesnenin ¢evresindeki kdselerde bulunan pikseller izole edildikten sonra her
kose pikseli arasindaki mesafe alinarak hesaplanir. Bu algoritmanin grafik sunumu sekil
16°de goriiliiyor. Piksel olarak en kii¢iik boyutu tespit edildikten sonra, tespit edilen bu
deger dogabilecek hatalardan kagmmak icin 6zel hesaplama teknikleri kullanilarak,
goriinen boyutlarin alana gére dogrudan hesaplanmasi ile mikrona dondstiiriiliir. Elde

edilen mikron cinsindeki bu deger minumum feret (min feret) olarak adlandirilir [67, 68].

Olgiim yapilacak mesafe (0.adm) Cevre pikseli (1.adm)

Ll |

n, n

Kase pikseli (2.admm) Ciffler arasmdaki mesafe (3.adm)

Sekil 16: Bir algoritmamin (Sperm basinin) grafik gosterimi.[68]
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3.6. Tarafsiz Sayim Cerg¢evesi

En dogru partikiil sayimi i¢in suan giiniimiizde pek ¢ok alanda kullanilan en etkin
ve giivenilir sayim alani tarafsiz sayim g¢ergevesidir. Gundersen 1977°de bu tarafsiz sayim
cercevesinin partikiil izdiisiimlerinin gercek say1r degerine en yakin ve dogru bir sekilde
sayma olanagin1 kazandirdigint geometrik hesaplamalar ile matematiksel olarak

kanitlamistir [69].

!
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Sekil 17: Iki boyutlu kesit alanlarinda profillerin 6rneklenisini gosterir diyagram.
A Sperm yaymasi yapilmis bir preparattaki 6rneklenen alanlardan birinin sekli.

B:Tarafsiz sayim g¢ercevesi kullanilarak sperm yaymasi yapilmis bir preparattaki 6rneklenen alanlardan
birinin sekli.

Sekil 17-A da sperm yaymasi yapilmis bir preparattaki orneklenen alanlardan
birinin sekli goriilmektedir. Sperm hiicrelerinin tiim bdliimleri gorlintli alanimiz igersinde
bulunanlar siyah, kenarlara temas edenler veya bir kismmin goriintii alanimiz igersinde
diger kisminin goriintii alanimiz diginda olanlar beyaz renkte gosterildi. Kullanacagimiz

sayim kuralma gore sayilan sperm hiicrelerinin sayisi farkli ¢ikabilir. Ornegin sekil 17-A



34

daki sadece siyah boyanmis sperm hiicreleri sayilirsa elde edece8imiz say1 17 olurken,
kenarlara temas eden sperm hiicreleride sayima dahil edilirse bu sefer sonucu 25 buluruz.
Goriintli alanimizin kenarlarina degenlerin yarisin1 hesaba katacak olursak bu sefer elde
ettigimiz sayim 21 olacaktir. Sekil 17-A i¢in simdiye kadar uyguladigimiz sayim
metotlarinin higbirisi tarafsiz degildir. Yani bu sayim metotlarinin hepsinde gergek

degerden sistematik olarak uzaklasir.

Sekil 17-B de ise 1977 yilinda Gundersen tarafindan gelistirilen bir tarafsiz sayim
cergevesi ve bu cergevenin kullanim prensibi ile uygulanmis dogru bir sayim islemi
gosterilmistir. Bu uygulama sekline gore cerceve icerisinde olanlara ilave olarak
cergevemizin list ve sag kenarlarina (kesikli ¢izgiyle gosterilen kisim) degen sperm
hiicreleri sayima katilir. Fakat alt ve sol kenarlara ve bunlarin uzantilarina (diiz siyah
cizgilli kenar/yasaklanmis kenar) degen sperm hiicreleri sayim dis1 birakilir. Bu sayim
metoduna gore sayim alanimizda 11 tane sperm hiicresi (siyah renkte olanlar)
sayllmaktadir. Bu sayim metoduna gore goriintiiledigimiz alan tarafsiz sayim cercevesi
ile daraltildigindan buradan elde ettigimiz sayisal degerler daha 6ncekiler ile direkt olarak
karsilastiramayi1z. Ancak bir diizlemdeki partikiil sayisin1 belirli bir alan ile tarafsiz bir

sayim seklinde gosterebilecegimiz yegane ve en pratik kural budur [69].

3.7. Kapasitasyon Calismalari

3.7.1. Spermatozoalarin Kapasitasyonu

Kapasitasyon, sperm hiicresinin kadin genital sistemi icersine girdikten sonra
oositi fertilize edebilme yetenegi kazanmasina denir. Sperm hiicresi ejekiilasyondan
hemen sonra kadin genital sistemine girse ve motil olsa bile oositi fertilize etme

yetenegine/kapasitesine sahip degildir. Fakat kadin genital sisteminde belli bir asamay1 ve
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mesafeyi Katettikten sonra burada bulunan bazi faktorlerin yardimi ve etkisiyle sperm
hiicreleri oositi fertilize edebilme yetenegine ve kapasitesine sahip olabilirler.
Kapasitasyonda protein kinazlar tarafindan belirli proteinlerin fosforilizasyonu sayesinde,
sperm hiicrelerinin membranlarinda ve hiicre iginde bir dizi olaylar ve degisimler
meydana gelir. Bu degisimler sperm hiicresinin hiperaktif motiliteye, akrozom
reaksiyonuna bununla birlikte oolemma ile sperm membraninin fiizyonunun meydana
gelmesi i¢in ¢evre ortamindan gelecek bir takim fizyolojik sitiimiileleri alabilecek
pozisyona gelmesidir. Yanagimachi’nin 1994 yilinda yayinlamis oldugu makalede
kapasitasyon icin gegen siirenin her insanda farkli zaman dilimlerine sahip oldugu

bildirmistir [70].

Kapasitasyonun o6nemi kadar; dekapasitasyon (kapasitasyon Onleyici),
dekapasitasyon faktorleri ve bu dekapasitasyonun siirecide onemlidir. Spermatozoalar
kapasitasyona ugrarken bu dekapasitasyon faktorlerinden arindirilirlar ve tubalarin
ampullalarinda uygun ortam buldugunda fertilizasyon gergeklesebilir. Sperm hiicreleri
Epididimiste, kuyruk hareketlerinin daha gii¢lii olmasi i¢in sperm plazma zarinda disiilfid
baglart olugsur. Bunun yam sira hiicre zarlarinda meydana gelen bazi maturasyonlarin
sonucunda da sinyal iletim sistemi olgunlasarak sperm hiicrelerinin hiperaktivitesi ve
akrozom reaksiyonunun olusabilmesi i¢in gerekli ortam saglanmis olur. Fakat sperm
hiicreleri epididimiste kapasitasyon baskilayici faktorler veya eksik olan bazi etmenler
nedeniyle oositi fertilize edebilme yetenegine heniiz sahip degillerdir. Seminal
vezikiillerden salgilanilan dekapasitasyon faktorleri de ejekiilasyon sirasinda semene
katilarak sperm hiicrelerinin/spermatozoalarin erken kapasite olmalarini engellemis
olurlar. Bu dekapasitasyonun olmasi dnemlidir. Ciinkii kapasite olan sperm hiicresinin

oositi dolliyebilme yetenegi/kapasitesi bir slire sonra sona ermektedir. Bu sona erme
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spermatozoalarin yumurta hiicresine ulasamadan gerceklesirse infertilite goriiliir. Disi
genital sistemine giren sperm hiicreleri serviks, uterus ve tubalar igersinde bu
dekapasitasyon etmenlerinden ve faktorlerinden sperm hiicresini armndirirlar. Akabinde
sperm hiicrelerinin membraninda ki kolesteroliin baglanilmasi ve disar1 atilmasi
gergeklesir. Bu olay spermatozoalarin kapasitasyonu i¢in en onemli olaylardan biridir
[71]. Tuba uterinanin epiteline tutunmus olan spermatozoalar kapasitasyona ugradiktan
sonra hiperaktif motilite kabiliyetini kazanarak buradan ayrilip oosite dogru ilerlerler
[72]. Kapasitasyon G-protein bagimli, cAMP-bagimli, redoks-bagimli, kinaz-bagimli, ve

kalsiyum-bagimli bir olaydir[73].

Oviduktal ortamin taklit edildigi invitro ortamda seminal plazmanin bulunmamasi
gerekir. Yoksa bu seminal plazmanin varligi kapasitasyonun olugmasini baskilar.
Kapasitasyonun olusabilmesi i¢in ortamda enerji kaynaklari, serum albiimin, glikoz ve
bikarbonat iyonlar1 olmalidir. Alblimin, kapasitasyonda en onemli basamaklardan biri
olan membrandaki kolesterolii baglar ve arindirir bunun sonucunda membranin
biyofiziksel ozellikleri degisir ve hiicre zarinin fluditesini yiikselterek ¢evreden gelecek
olan sinyal ve uyarilara agik ve etkin bir hale gelir. Kapasitasyon esnasinda insan
sperminde, kalsiyum iyon konsantrasyonu, progesteron ve zona proteinlerine olan
hassasiyeti artar. Kapasitasyon spermatozoalarin gegici bir siireligine kazanmis olduklari
bir islevdir. Biitiin spermatozoalar ayni1 anda kapasitasyona baslayip ayni anda
kapasitasyondan ¢ikmazlar. Her biri farkli farkli zamanlarda kapasite olurlar ve belli bir
stirenin sonunda da (farkli farkli zamanlarda da) bu kapasitasyon kabiliyetinden c¢ikarlar
ve dolleme yetenegini kaybederler. Hatta bazi spermatozoalar kapasitasyonunu
tamamladiginda bazi spermatozoalar kapasitasyonuna yeni bagslamis olurlar. Sperm

hiicrelerinin invitro sartlarda kapasitasyonunu saglamak i¢in ortamda mutlaka kalsiyum
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iyonunun bulunmasi gerekir. Clinkii kalsiyum iyonunun fosfatlar, fosfodiesterazlar ve
adenil siklazlar gibi pek cok hiicre i¢i enzimlerin reaksiyonlarinda etkin rollere sahip
oldugu bilinmekte. Kalsiyumun hiicre i¢indeki miktarinin artisinin mekanizmasi tam
olarak aydinlatilamamis olmasinin yaninda Dragileva ve ark. 1999°da kalsiyum girisini,
kalsiyum pompasi(Ca-Mg-ATPaz)’ nin ayarladigi yoniinde goriis bildirmistir [74]. Bunun
yan sira hiicre membranindaki kalsiyum kanallarinin agilmasi s6z konusu olabilir, ama
Florman 1994 de yapmis oldugu ¢alismada spermatozoalarda voltaj bagimli kalsiyum
kanallarinin bulundugunu kesin olarak gdsterememistir [ 75]. Sperm hiicrelerinin ig¢
ortaminin pH’ nin ylikseltilmesi yani alkalizasyonu, kalsiyum kanallarinin agilmasina ve
hiicre igersine kalsiyum iyonlarmin gimesini ve artmasini saglar [76]. Kapasitasyon
mekanizmasinin baglamasini uyaran bir diger 6nemli etmen sperm hiicresinin igindeki
pH’nin yiikselmesidir. Holappa 1999°da sperm hiicrelerinin bulundugu ortamda HCO3
iyonlarinin bulunmasi gerektigi ve bu hiicrelerde Na bagimli ClI-HCO3 pompasinin
bulundugunun gosterilmesi, sperm hiicrelerinin ig¢inin alkali olmasinin gerekliligini
belirtmistir [77]. Birgok g¢alisma hiicre i¢indeki cAMP miktarinin artmasinin pH ve
kalsiyumun miktarinin artmasiyla iliskili oldugu belirtilmesine karsin diger caligmalarda

kalsiyumun artmasinin cAMP’1 arttirdig1 yoniinde goriis bildirmislerdir [78].

Bu bilgiler dogrultusunda fertil bireylere ait semen Ornegi isolate gradient ile
yikandiktan sonra, elde edilen sperm peletleri human tubal fluid (HTF) soliisyonu ile
resuspende edilip (Yontem kisminda anlatilan islemlere tabii tutuldu) ve hig
bekletilmeden lamlara yayilarak kurutuldu. Sonra tespit edilip immunositokimyasal
boyama yontemiyle lamlar islemlerden geg¢irildi ve lamlar Aqueous-Mount Soliisyon’u
ile kapatilip incelenmek {iizere kurumaya birakildi. Bu bizim sifirinci saat JABI

grubumuzdu. Sonra spermlerin kapasitasyonunu saglamak amaciyla elimizde kalan



38

semen ornegini Human Tubal Fluid Soliisyon’lu karisim ile 37 °C’de etiivde 1 saat
bekletildi. 1 saat sonunda bu karisimdan bir miktar (10 ul) alinarak lamlara yayildi ve
kurutuldu. Sonra tespit edilip immunositokimyasal boyama yontemiyle lamlar
islemlerden gecirildi, JAB1 Rabbit Polyclonal Antikoru (Abcam ab12184) ile boyandi ve
lamlar Aqueous-Mount Soliisyon’u ile kapatilip incelenmek tizere kurumaya birakildi. Bu
da bizim birinci saat JAB1 grubumuz oldu. Sonra elimizde kalan semen Human Tubal
Fluid Soliisyon’lu karisim 37 °C’de etiivde 3 saat daha bekletildi (Yani toplamda 4 saat
bekletildi.) 4 saat sonunda bu karisimdan bir miktar (10 pl) alinarak lamlara yayildi ve
kurutuldu. Sonra tespit edilip immunositokimyasal boyama yontemiyle lamlar
islemlerden gecirildi ve lamlar Aqueous-Mount Soliisyon’u ile kapatilip incelenmek
iizere kurumaya birakildi. Bu da bizim dordiincii saat JABI grubumuz oldu.
Immunositokimyasal boyama sonucunda JABI lokalizasyonunda, kapasitasyona baglh
olarak bir farklililigin olup olmadigi 0, 1 ve 4. saatlerdeki boyanmalar mikroskobik
(Nikon E200 ECLIPSE ve Nikon Digital Sight DS-U2, Basic Research NIS-Elements

BR) is istasyonu ile incelemeye ve analize tabi tutularak karsilagtirildi.

3.8. Darkness Factor (Karanhk Faktorii/Boyanma Siddeti)

Isminden de anlasilacagi gibi karanlik seviyesinin degeridir. Bir beyaz kagidin
iizerine konulan siyah noktanin sikligi/coklugu ile dogru orantili olan koyuluk
seviyesinin/derecesinin/siddetinin her bir basamagmna verilen degerler ile boyanmama
durumunda verilen sifir degerlerinin sayilan partikiillerin sayisi ile ¢carpilmasi sonucu elde
edilen sayisal degerler toplamina darkness faktorii denir. Yani bir yapinin boyanma
siddeti/derecesi o yapida bir derecede koyuluk (renk tonu farki) meydana getirecek ve bu

meydana gelen koyulugun derecesine gore kendimiz bir deger belirliyoruz. Mesela
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elimizde kirikk DNA yapilarini boyayan bir boyamiz olsun. Bu boya ile bir sperm
hiicresindeki kirtk DNA’lar1 boyamak istedigimizde, o bolgede hi¢ kirtk DNA molekiilii
yok ise herhangi bir boyanma olmayacaktir. Biz burada hi¢ boyanmayan hiicreye
darkness faktorii olarak verecegimiz deger sifirdir ve bunun darkness faktori “0 X
boyanmayan hiicre sayisidir.”. Yani hi¢ boyanma yok. Bir ya da birkag DNA kirig1 var
ise o bolgede hafif bir koyuluk meydana gelecektir. Bu koyuluga ise +1 degerini verecek
olursak yapacagimiz hesaplama “+1 x boyanan hiicre sayis1” dir. Fakat ortamda birkag
taneden fazla DNA kirig1 var ise boyanma biraz daha fazla olacagi i¢in koyuluk
dereceside bununla beraber dogru orantili olarak artacaktir ve o bélge koyu goériinecektir.
Bu koyulugun seviyesine/derecesine ise +2 degerini verecek olursak yapacagimiz
hesaplama “+2 x boyanan hiicre sayis1” dir. Eger ortamda ¢ok fazla DNA molekiilii kirigi
var ise bununla beraber dogru orantili olarak boyanma koyulugu/derecesi de daha fazla
olacaktir. Bu seviyedeki bir boyanmaya bizim verecegimiz deger +3 olsun. Bunun
darkness faktorii hesaplanmasi “+3 xboyanan hiicre sayisi” dir. Sonra bunlarin hepsinin
toplami, toplam darkness faktor degerini bize verir. Yani: (0 X boyanmayan hiicre
sayis1)+(+1 x boyanan hiicre sayisi)+(+2 x boyanan hiicre sayis1)+(+3 X boyanan hiicre

sayisi)]=toplam darkness factor degerini bize verir.
TDF = ((0xBno) + (1xBn,) + (2xBn,) + (3xBny))

TDF, toplam darkness factor; Bngy,boyanmayan sperm hiicre sayisi; Bny,+1 siddetinde boyanan
sperm hiicre sayisi; Bn,,+2 siddetinde boyanan sperm hiicre sayisi; Bns,+3 siddetinde boyanan sperm

hiicre say1si;
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Immiinositokimyasal boyama, asagida belirttigimiz basamaklara uyularak yapildi.

Bu basamaklar:

1- Yayma preparati hazirlandi,

2- PBS ile yikama yapildi,

3- %3-4 formalin ile 5 dk oda sicakliginda fiksasyona tabii tutuldu,

4-  1ki kez soguk PBS’te yikandi,

5- Permeabilizasyona tabii tutuldu.

6- PBS’li %0,25°1ik Triton X-100 igerisinde inkiibe edildsi,

7- PBS’de 3x5 dk yikama yapildi,

8- Blocking ve incubation asamalarina tabi tutuldu,

9- Hiicreleri %1°lik BSA ile 30 dk inkiibe edildi,

10- %!1°lik BSA ile Antibody diliie edilip, 60 dk odasicakliginda inkiibe edildi,

11- PBS ile 3x5 dk yikama yapildi,

12- %]1°lik BSA igersinde seconder antibody ile diliie edildip, 60 dk oda sicakliginda
inkiibe edildi,

13- PBS’te 3x5 dk yikama yapildi,

14- DAP ile muamele edildi.

15- PBS1X ile 3x5 dk yikama yapilds,

16- Distile suda 1 dk yikandi,

17- Hematoksilen soliisyonuna iki sefer daldirip ¢ikartilds,

18- Distile su ile yikama yapildi,

19- %45-%50-%60-%70-%80-%90-%96 ve mutlak alkol serilerinden geg¢irildi,

20- Aqueous-Mount Sollisyon’u ile preparatlarimiz kapatildi. Kurutulduktan sonra

incelenmeye hazir hale getirildi.
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3.9. Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

3.9.1. Triton X-100 Hazirlanmasi

Triton X-100 stogundan, % 0,25’lik Triton X-100 hazirlamak i¢in;

100 mlI PBS1X — 0,25 ml Triton X-100 ekleyip karistirtyoruz.

0,25 ml triton X-100 den cekip falkon tiipiimiize koyuyoruz. Uzerine 1X’lik
Phosphate Buffered Saline (PBS)’imizinden 100 ml ilave ediyoruz ve falkon tiipiimiiziin

agzim kapatip vorteksde iyice karigtirarak homojenize yapiyoruz.

3.9.2. PBS Hazirlanmast:

PBS ile yikama (5dk oda sicakliginda PBS1X ile yikama)

Tris Buffered Saline (TBS 20X’lik) den 50 ml alip, bunun {izerine 950 ml distile

su koyuyoruz. Boylece elimizde 1000 ml (11t) 1X’lik PBS hazirlamis oluyoruz.

3.9.3. BSA (Bovine serum albumin) Hazirlanmasi

BSA ile Bloklama (15dk oda sicakliginda %1 lik BSA ile bloklama)

BSA (Bovine serum albumin) %1 lik hazirlamak i¢in. 100 ml PBS1X — 1 gr BSA
gerekiyor. O halde 10 ml %1°lik BSA hazirlamak i¢in; 10 ml PBS1X —— 0,1 gr BSA
hassas terazide toz halde olan BSA dan 0,1 gr tartacagiz. Hassas terazide tartmis
oldugumuz 0,1gr BSA’mizin tizerine 10 ml PBS1X ekliyoruz ve vortekste karistirdiktan

sonra elimizdeki bu ¢ozelti %1 lik BSA dir.
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3.9.4. %10 Formalinin Hazirlanmasi:

Pratikte stok, (~%40) formaldehit %100’liik gibi kabul edilerek hazirlanir [79]. 4
ml formaldehit tizerine 96 ml su eklenip %4’liik formalin elde edilir. Hazirlanan %4

formalin, gercekte % 1,6 lik bir soliisyondur.

3.10. Immiinositokimyasal Boyama Yontemi

Preparatlar %4 formalin ile 5 dk. fiksasyona tabi tutulduktan sonra distile suda 1-2
dk. bekletilerek yikama islemi yapildi. Akabinde preparatlara yayma yapilan alanin
cevresi Pappen Kalemi ile ¢izildi ve ardindan %0,25 lik Triton X-100 ile 10 dk. oda
sicakliginda bekletildi. Oda sicakliginda 5 dk. PBS1X ile yikama yapildi ve
preparatlarimiza oda sicakliginda 15 dk. %1 lik BSA ile bloklama islemi uygulandu.
Ardindan 15dk. BSA’ da bekleyen lamlarin tizerlerindeki sivilar atildi, PBS1X ile bir kez

5 dk. yikama yapildi ve lamlar1 egerek tizerindeki biitiin sivilar uzaklastirild.

3.10.1. Antikorun Hazirlamis

Normal Antibody Diiilent’den 200ul ¢ekildi ve eppendorf tiipiiniin igine konuldu.
200 pl antibody diiilent ¢ekilip hazirlanan eppendorf tiipiiniin i¢ine eklendi. JAB1 Rabbit
Polyclonal Antikor’undan (Abcam ab12184) 4 ul ¢ekildi ve bu 200 pl antibody diiilent
iceren eppendorf tiipiiniin lizerine eklendi ve birkac sefer pipetaj yapildi. Agzi kapatilip
parafilmlendi. Sonra vortekste hazirlanan antikor iyice homojenize oluncaya kadar

karistirildu.
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3.10.2. Antikorla Muamele Asamasi

Hazirlanan antikor pipetaj yapilip lamlarin iizerlerine konuldu. Preparatlari nemli
bir ortamda, oda sicakliginda 60 dk bekletildi. Gece boyu antibodyde kalan preparatlarin
tizerindeki antikorlar atildi ve tizerleri PBS 1X ile 3 kere 5’er dk. yikandi. Preparatlarin
tizerlerine sekonder antibody (antikor) ler damlatildi. Sensi Tek Anti-Polyvalent
Biotinylated Antibody (Biyotinlenmis Anti-Rabbit) den {izerine damlatildi ve oda
sicakliginda, nemli bir ortamda 30 dk. bekletildi. Uzerindeki sekonder antibodyleri
uzaklastirdiktan sonra iizerlerine PBS1X damlatip 3 kere 5’er dk. yikama yapildi.
Sekonder antibody (Sensi Tek HRP) (Avidin HRP’li anti-rabit.)’yi tizerine damlatip
nemli bir ortamda 20 dk. oda sicakliginda bekletildi. Tekrar {izerlerindeki sekonder
antikorlar1 dokiip; tizerlerini PBS1X ile 3 kere 5’er dk. yikama islemine tabi tutuldu. Ayni

zamanda 3, 3'-Diaminobenzidine (DAB) hazirland.

3.10.3. DAB’in Hazirlanisi

Derin dondurucudan aldigimiz Sigma UREA H 202 ile Sigma Fast DAB
kullanildi. Bunlar1 eppendorf tiiplerinin iginde 2 ml (mililitre) distile su i¢inde ¢oziildii.

Eppendorf tiiplimiiziin agzini kapattiktan sonra eriyene kadar vortekslendi.

1. Hazirlanan bu karigim (DAB) ilgili lamlara damlatild:.

2. Yeterli bir siire beklendikten sonra PBS1X ile 3 kere 5’er dk. yikama yapildi1 ve

tizerlerindeki PBS1X’ler uzaklagtirildu.

3. 1 dk. distile suda yikama yapildi.
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4. Hematoksilene bir iki sefer batirilip ¢ikarildi. (Backround goriintiisii olusturmak

istiyorsak hematoksilen ile bunu saglayabiliriz).

5. Distile su ile yikama yapildi.

6. Sirasiyla %45-%50-%60-%70-%80-%90-%96 ve mutlak alkol serilerinden

gecirildi.

7. Ksilen (xylene) 1-2-3 serilerinden gegirildi.

8. Kapatma asamasina gelinerek Aqueous-Mount Soliisyon’u ile preparatlarimiz

kapatildi.

9. Preparatlarimiz kurumalari i¢in oda sicakliginda bekletildi ve kuruyan preparatlar
incelenmek i¢in hazir hale getirilmis oldu. Hemen inceleme yapilmayacak ise veya
inceleme yapildiktan sonra 151k gecirmeyen kapali bir lam saklama kabinda buzdolabinda

saklanir.

3.11. Kruger Strict Kriterleri’ne Gore Diff-Quick Boyama Teknigi

1. 4l likefiye olmus, taze semen Ornegi lam iizerine damlatilarak yayma yapildi.

2. Preparat 3-5 dakika dis ortamda kurutuldu.

3. Preparatlar 5 dakika sale icerisinde bulunan fiksatif (tesbit) soliistonu igerisinde
bekletildi (Diff-Quick Fix: Fixative Solution Contains Fast Green (0.002 g/l) in

Methanol).

4. Kurutularak Diff-Quick boyasi ile boyandi.
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3.12. Diff-Quick Boyama Yontemi

1. I nolu boya iginde 1 dakika bekletildi. [I nolu boya: fosfat tamponu igerisinde
Eozin Y (1,22 g/l)-pH 6.6 ve koruyucu madde olarak sodyum azid igerir. Diff-Quick I:
Stain Solution I Contains Eosin Y (1.22 g/l) in phosphate buffer (pH 6.6) and 0.1% (w/v)

sodium azide as preservative] ve Distile su ile yikandi.

2. II nolu boya iginde 1 dakika bekletildi. [II nolu boya: fosfat tamponu igerisinde
tiazin boyas1 (1,1 g/l) pH 6,6 icerir (Diff-Quick Il: Stain Solution 1l Contains Thiazine

Dye (1.1 g/l) in phosphate buffer (pH 6.6)].

3. Musluk suyu ile yikand1 ve Preparatlar kurutuldu.

4. Uzerine immersiyon yag damlatilarak (X100) mikroskopta incelendi.

3.13. Istatistiksel Analiz

Sperm hiicrelerinde JAB1 antikoru ile pozitif boyanan bdlgelerin fertil ve infertil
bireyler arasindaki karsilastirilmasinda “ki-kare testi” kullanildi. Fertil ve infertil bireyler
arasinda sperm hiicrelerine ait morfolojik 6l¢iim degerlerinin karsilastirilmasi “student t-
testi” ile yapildi. Olgiim degerleri agisindan fertil ve infertil bireylerin kendi igindeki
karsilagtirilmalarda ise “One-way ANOVA™ istatistik yontemi tercih edildi. Jabl
immunoreaktivitesinin degerlendirilmesinde kullanilan boyanma siddetine (darkness
faktorii) iliskin grup i¢i ve gruplar arasi karsilastirmalar sirasiyla “student t-testi” ve
“One-way ANOVA” testi ile yapildi. Istatistik testlerinin uygulanmasinda SPSS V21.0
programi kullanildi ve tiim karsilastirmalarda p<0.05 anlamli bir farklilik olarak kabul

edildi.
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4. BULGULAR

Genel olarak hem fertil hemde infertil bireylerin sperm hiicrelerinde JAB1
antikoru ile pozitif / negatif boyanma goriildii. Bu boyanmanin orani ve boyanma yerleri
fertil bireyler ile infertil bireyler arasinda farklilik géstermekle beraber, ayni bireyin
sperm hiicreleri 1.saat ve 4.saat kapasitasyona tabi tutuldugunda da farkli siddetlerde

boyanma oranlarina sahip oldugu goriildii (Sekil 18-A, 19-A).

Fakat infertil bireylerin sperm hiicrelerindeki pozitif boyanma orani fertil
bireylerin sperm hiicrelerinin pozitif boyanma oranlarina gore ¢ok daha yiiksek oldugu

gozlemlendi (Tablo 2).

Tablo 2: Fertil ve Infertil bireylerin sperm hiicrelerinin JAB1 antikoru ile pozitif ve negatif boyanan
bolgelerinin boyanma oranlarinin yaklagik yiizdelik degerleri. N=40, her bireyde ortalama 200 sperm

sayild1.

jom]
% Akrozom Bas Boyun Kuyruk Son pargasi N (%0)
>
g (%) (%) (%) (%) (%)
3
§ FERTIL 0 3,282 8,910 9,616 0 21,808
)
]
=
= INFERTIL 7,875 | 30,858 18,771 20,689 0 78,192
2
=
100
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Sekil 18:Fertil bir bireyin sperminde JAB1 proteinin varliginin/yoklugunun veya varolma siddetinin immiinositokimyasal yontemlerle isaretlenmesinin gosterilmesi

Fertil bir bireyin sperminde JAB1 proteinin varliginin/yoklugunun veya varolma siddetinin immiinositokimyasal yontemlerle isaretlenmesi ve bunun 0., 1. ve
4.saatler sonundaki kapasitasyonundaki JAB1 proteinin varliginin ve boyanma sitdetinin darkness faktorii ile gosterilmesi. A: 0.saat (hi¢ kapasite edilmeyen); B:1 saat
boyunca 37°C de, human tubal fluid soliisyonu igerisinde kapasite edilen sperm numunesi; C:4 saat boyunca 37°C de, human tubal fluid soliisyonu igersinde kapasite
edilen sperm numunesi. 0 numaral ok: JAB1 proteini ile boyanmayan sperm hiicreleri. +1 numaral ok: Darkness boyanma faktériine gére +1 siddetinde JABI
proteini ile boyanan sperm hiicresi. +2 numaral ok: Darkness boyanma faktoriine gére +2 siddetinde JAB1 proteini ile boyanan sperm hiicresi. +3 numaral ok:

Darkness boyanma faktoriine gore +3 siddetinde JAB1 proteini ile boyanan sperm hiicresi.
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Sekil 19: Infertil bir bireyin sperminde JAB1 proteinin varhgmin/yoklugunun veya varolma siddetinin immiinositokimyasal yontemlerle isaretlenmesinin gosterilmesi

Infertil bir bireyin sperminde JAB1 proteinin varliginin/yoklugunun veya varolma siddetinin immiinositokimyasal ydntemlerle isaretlenmesi ve bunun 0., 1. ve
4.saatler sonundaki kapasitasyonundaki JAB1 proteinin varliginin ve boyanma sitdetinin darkness faktorii ile gosterilmesi. A: 0.saat (hi¢ kapasite edilmeyen); B: 1 saat
boyunca 37°C de, human tubal fluid soliisyonu icerisinde kapasite edilen sperm numunesi; C:4 saat boyunca 37°C de, human tubal fluid soliisyonu igersinde kapasite
edilen sperm numunesi. 0 numaralh ok: JAB1 proteini ile boyanmayan sperm hiicreleri. +1 numaral ok: Darkness boyanma faktoriine gére +1 siddetinde JABI
proteini ile boyanan sperm hiicresi. +2 numarah ok: Darkness boyanma faktoriine gore +2 siddetinde JAB1 proteini ile boyanan sperm hiicresi. +3 numarah ok:

Darkness boyanma faktoriine gore +3 siddetinde JAB1 proteini ile boyanan sperm hiicresi.
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Ayni zamanda hi¢ boyanmayan fertil bireylerin sperm hiicrelerinin sayisi hig
boyanmayan infertil bireylerin sperm hiicrelerinin sayisindan daha fazla oldugu goriildii
(Tablo 2). Bunun yani sira boyanan sperm hiicrelerinin boyanan boélgelerinin yiizdelik
dagilimi1 Tablo 2’de goriilmektedir. Fertil bireylerin % 21,8’i boyanirken infertil
bireylerin % 78,2 boyanmaktaydi (Tablo 2). Fertil ve infertil bireylerin boyanan
bolgelerinin boyanma yiizdelerini karsilastirdigimizda fertil bireylerin sperm hiicrelerinin
akrozom boélgelerinde boyanma yiizde sifir (% 0) iken infertil bireylerin sperm
hiicrelerinin bir kisminin ya akrozom bdlgeleri olmadig1 i¢in ya da gercekten akrozom
bolgeleri boyandigindan olsa gerek o bolgelerde % 7,9 oraninda bir boyanma
gozlemlendi (Tablo 2). Bas bolgelerinin boyanma oranlar ise fertil bireylerde % 3,3 iken
infertil bireylerin sperm hiicrelerinde bas bolgesinin boyanma yiizdesi % 30,9°d1 (Tablo
2). Ayni sekilde sperm boyun' ve kuyruk bolgelerini de karsilastirdik. Fertil bireylerin
sperm hiicrelerinin boyun bdlgelerinin boyanma yiizdesi % 8,9, kuyruk bdlgesinin
boyanma ylizdesi % 9,6 iken; infertil bireylerin boyun bolgesinin boyanma yiizdesi %
18,8, kuyruk bolgesinin boyanma yiizdesi ise 20,7 olarak bulundu (Tablo 2). Fertil bireye
ait sperm hiicresinin kendi i¢inde boyanan bdlgelerinin boyanma oranlarinin yiizdelik

ifade ile dagilimi grafik 1, 2, 3’de goriilmektedir.

! *Boyun ve mid-piece bolgelerini bir/ortak kabul ederek degerlendirdik. Ciinkii 151k
mikroskobu seviyesinde tam ayrimim1 yapamiyacagimizi diisiindiigiimiiz icin her iki
bolgeyi bir kabul edip oyle degerlendirdik.
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Grafik 1: Fertil ve Infertil bireylerin sperm hiicrelerinin JAB1 antikoru ile pozitif ve negatif boyanan

bolgelerinin boyanma oranlarinin yiizdelik degerlerinin grafiksel gdsterilmesi.

FERTIL INFERTIL
2 Akrozom . < Akrozom
1 Bag ‘ 1 Bag
~ Boyun < Boyun
1 Kuyruk 1 Kuyruk
..son pargasl .ison pargasl

Grafik 2 ve 3: Fertil ve Infertil bireylerin sperm hiicrelerinin JAB1 antikoru ile pozitif/negatif boyanan

boélgelerinin boyanma oranlarinin yiizdelik diliminin gosterilmesi.

Boyanan fertil bireyin sperm hiicresini, kendi i¢inde boyanan bdlgelerinin
boyanma oranlarin1 yiizdelik bir dagilimla inceleyecek olursak akrozom boélgelerinde
boyanma hi¢ yoktu (Sekil 18-A, 18-B, 18-C). En fazla kuyruk bolgesi sonra boyun
bolgesi ve en az oranda da bas bdlgesinin boyandigini gézlemledik (Tablo 2). Kuyrugun
son parcasini ise 151k mikroskobu seviyesinde net bir sekilde ayirt edemedigimiz igin o

bolgeyi degerlendiremedik. Ayn1 sekilde Tablo 2’de infertil bireye ait sperm hiicresinin
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kendi i¢inde boyanan bolgelerinin boyanma oranlariin yiizdelik ifade ile dagilimi

goriilmektedir.

Infertil bireylerin sperm hiicresini kendi i¢inde boyanan bdlgelerinin boyanma
oranlarini yiizdelik bir dagilimla inceleyecek olursak en az boyanma akrozom bdlgesinde,
en fazla boyanan bolge ise bas bolgesi oldugu goriilmektedir (Sekil 19-A, 19-B, 19-C).
Geriye kalan boyun ve kuyruk boélgelerinin boyanma oranlari ise; kuyruk bdlgesi boyun
bolgesine oranla ¢ok az bir fazlaligi oldugu gorilmekte (Tablo 2). Kuyrugun son
parcasini ise 151k mikroskobu seviyesinde net bir sekilde ayirt edemedigimiz i¢in 0

bolgeyi degerlendiremedik.

Fertil bireylerin +3, +2 ve +1 siddetlerinde JABL antikoru ile boyanan sperm
hiicreleriyle, 0 siddetinde (JAB1 antikoru ile boyanmayan) sperm hiicrelerinin morfolojik
Olglimlerinin karsilagtirmalart incelendi. Buna gore +3 siddetinde boyanan fertil bir
bireye ait sperm hiicresinin bas bolgesinin alan1 17,07 pm? bulundu. +2 siddetinde
boyanan sperm hiicresinin bas bolgesinin alan1 13,86 pum?, +1 siddetinde boyanan sperm
hiicresinin bas bolgesinin alan1 11,88 pm? olarak bulundu. Hi¢ boyanmayan fertil bireyin
bas bolgesinin alani ise 11,02 um? oldugu bulundu (Tablo 3). +3 siddetinde boyanan
sperm hiicresinin bag bolgesinin alani ile hi¢ boyanmayan sperm hiicresinin bas
bolgesinin alan1 arasinda istatistiksel olarak anlamli oranda fark oldugu gorildi
(p<0,001). Ayn1 sekilde fertil bireyin +3 siddetinde boyanan sperm hiicresinin ekvatoral
bolgesinin degeri 4,66 um iken +2 siddetinde boyanan sperm hiicresinin ekvatoral
bolgesinin Sl¢giimii 4,20 um, +1 siddetinde boyananin 3,89 pm iken hi¢ boyanmayan
sperm hiicresinin ekvatoral bolgesinin degeri 3,74 um olarak olgildi (Tablo 3). +3

siddetinde boyanan fertil bireylere ait sperm hiicresinn ekvatoral bolgesinin 6l¢lim
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degeriyle hi¢ boyanmayan fertil bireye ait sperm hiicresinin ekvatoral bolgesinin 6l¢tim

degeri arasinda istatistiksel olarak anlamli oranda fark goriilmektedir (p<0,001).



53

Tablo 3: Fertil ve Infertil bireylerin JAB1 antikoru ile pozitif boyanan ve boyanmayan sperm hiicrelerin boyanma derecelerine gore sperm hiicresinin bdlgelerinin

ortalama morfolojik 6l¢iimleri ve hesaplamalari.

. Max . . Tail Shape Tail
Bczzr;rt?a Arri?][ Eqi'l? [ feret [ M[' n Iﬁ]rEt Perlrr;?]ter [ Length [ | factor [ Length/Max N
; " " pm] h b pm] um] | feret [ um]
+3 17,07 4,66 6,93 3,23 16,32 52,97 0,79 7,64 73,00
§ 'é-~ E +2 13,86 4,20 4,94 3,70 13,46 53,38 0,89 10,81 107,00
o' w
%:9 = é +1 11,88 3,89 4,65 3,32 12,53 50,65 0,88 10,89 200,00
i g f_‘g 0 11,02 3,74 5,20 3,41 12,21 53,04 0,85 10,20 200,00
S E5
HCOL% >§o = +3 17,77 4,76 6,36 3,61 15,85 47,68 0,82 7,50 200,00
2 § 3 E +2 17,49 4,72 5,69 3,99 15,30 50,42 0,88 8,86 200,00
- = E +1 16,82 4,63 5,03 4,37 14,69 49,12 0,95 9,77 169,00
Z 0 12,19 3,94 5,51 2,85 13,46 50,63 0,81 9,19 122,00

Fertil ve infertil bireylerin JAB1 antikoru ile pozitif ve negatif boyanan sperm hiicrelerin boyanma derecelerine gore sperm hiicresinin
bolgelerinin ortalama morfolojik dlglimleri ve hesaplamalari goriilmektedir. Area: Spermin bas bolgesinin alani, Eqdia: Sperm basinin ekvatoral
uzunlugu, Max feret: Sperm basinin boyuna uzunlugu, Min feret: Sperm basinin enine uzunlugu, Perimeter: Sperm basinin ¢evresi, Tail length: Kuyruk
uzunlugu, Shape factor: bag bdlgesinin sekil yoniinden uygunlugunun hesaplanmasi ile belirlenen deger, Tail length/Max feret: kuyruk uzunlugunun bas

bolgesinin uzunluguna oranit. N: Sayilan sperm sayisi.
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Benzer sekilde fertil bireyin sperm hiicresinin max feret [um] ve min feret [um]
Olg¢timleri +3 siddetinde boyananlarda sirasiyla 6,93 um‘ye 3,23 um iken +2 siddetinde
boyananlarda 4,94 um ve 3,70 um olarak 6l¢iildii. +1 siddetinde boyananlarda ise 4,65’e
3,32 olarak o0l¢iildii. Hi¢ boyanma olmayan fertil bireyin max feret [um] ve min feret
[wm] degerleri sirasiyla 5,20’ye 3,41 oldugu goriilmekte (Tablo 3). +3 siddetinde
boyanan fertil bireye ait sperm hiicrelerinin hi¢ boyanmayan fertil bireye ait sperm
hiicresinin max feretleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunurken
(p<0,001); min feretleri arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik s6z konusu degildi.
Fertil bireyde sperm hiicresinin ¢evresinin Ol¢limlerini degerlendirecek olursak; +3
siddetinde boyanan sperm hiicresinin bas bolgesinin cevresi 16,32 um, +2 siddetinde
boyananin 13,46 pm 6l¢iildii. +1 siddetinde boyanin 12,53 um iken hi¢ boyanmayan fertil
bireylerin sperm hiicresinin bas boélgesinin ¢evresel uzunlugu ortalama 12,21 um olarak
olgtildi (Tablo 3). Burada +3 siddetinde boyanan sperm hiicresinin bas bolgesinin
¢evresinin uzunlugu; hi¢ boyanmayan fertil bireyin sperm hiicresinin bas bdlgesinin
cevresinin uzunlugu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p<0,001).
Kuyruk uzunluklar1 bakimindan da degerlendirecek olursak; +3 siddetinde boyanmis
fertil bireylerin kuyruk uzunlugu 52,97 pm, +2 siddetinde boyanin 53,38 pm, +1
siddetinde boyanin ki 50,65 um iken hi¢ boyanmayan fertil bireylerin sperm hiicresinin
kuyruk bolgesinin uzunlugu 53,04 um olarak 6l¢iildii (Tablo 3). +3 siddetinde boyanan
fertil bireylerin sperm hiicresinin kuyruk bolgesinin uzunlugu, hi¢ boyanmayan fertil
bireylerin sperm hiicresinin kuyruk uzunlugu arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik
goriilmedi (p>0,05). Bununla beraber +3 siddetinde boyanan fertil bireyin shape factor
(Partikiillerin biiytikliiklerinden bagimsiz olarak partikiillerin sekillerini sayisal olarak

tanimlayabilmek icin mikroskobi ve goriintiileme analizinde kullanilan boyutsal
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niceliklere shape factor denir) [80, 81, 82, 83], degeri 0,79 iken +2 siddetinde boyanan
sperm hiicrelerinin shape factor degeri 0,89, +1 siddetinde boyananlarda 0,88 ve hig
boyanmayan fertil bireylerin shape factor degeri 0,85 olarak hesaplanmistir (Tablo 3).
Fakat bunlarin da +3 siddetindeki shape factor degeriyle hi¢ boyanmayan fertil bireylerin
shape factor degeri arasinda istatistiksel olarak anlamlilik gériilmemektedir. Gene fertil
bireylerin sperm hiicrelerinin boyanma siddetleri ile kuyruk uzunlugu (Tail Length)/Max
feret [um] orami arasindaki iliskiye bakilacak olursa; +3 siddetinde boyanan fertil
bireylere ait sperm hiicresinin orani1 7,64 iken, +2 siddetinde boyanan fertil bireylere ait
sperm hiicrelerinin oran1 10,81 olarak bulundu. +1 siddetinde boyanan fertil bireylere ait
sperm hiicrelerinin Tail Length/Max feret [um] oran1 10,89 bulunurken, hi¢ boyanmayan
fertil bireylerin sperm hiicrelerinin Tail Length/Max feret [ um] orani ise 10,20 olarak
bulundu (Tablo 3). +3 siddetinde boyanan fertil bireylere ait sperm hiicrelerinin Tail
Length/Max feret [ um] oraniyla hi¢ boyanmayan fertil bireylere ait sperm hiicrelerinin

Tail Length/Max feret [ um] orani arasinda istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,001).

Infertil bireylerin +3, +2 ve+1 siddetlerinde JAB1 antikoru ile boyanan sperm
hiicreleriyle, 0 siddetinde (JAB1 antikoru ile boyanmayan) sperm hiicrelerinin morfolojik
Olgtimlerinin karsilagtirmalart incelendi. +3 siddetinde boyanan infertil bir bireye ait
sperm hiicresinin bas bélgesinin alan1 17,77 um? bulundu. +2 siddetinde boyanan sperm
hiicresinin bas bolgesinin alan1 17,49 um?, +1 siddetinde boyanan sperm hiicresinin bas
bolgesinin alan1 16,82 pm? bulundu. Hi¢ boyanmayan infertil bireyin bas bolgesinin alani
ise 12,19 um? oldugu bulundu (Tablo 3). +3 siddetinde boyanan sperm hiicresinin bas
bolgesinin alani ile hi¢ boyanmayan sperm hiicresinin bag bodlgesinin alani arasinda
istatistiksel olarak anlamli oranda fark oldugu goriildii (p<0,001). Ayni sekilde infertil

bireyin +3 siddetinde boyanan sperm hiicresinin ekvatoral bolgesinin degeri 4,76 um iken
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+2 siddetinde boyanan sperm hiicresinin ekvatoral bdlgesinin Ol¢limii 4,72 pum, +1
siddetinde boyananin 4,63 um iken hi¢ boyanmayan sperm hiicresinin ekvatoral
bolgesinin degeri 3,94 pum olarak oOlgildi (Tablo 3). +3 siddetinde boyanan infertil
bireylere ait sperm hiicresinn ekvatoral bolgesinin Ol¢iim degeriyle hi¢ boyanmayan
infertil bireye ait sperm hiicresinin ekvatoral bolgesinin Olgiim degeri arasinda
istatistiksel olarak anlamli oranda fark goriilmektedir (p<0,005). Gene infertil bireyin
sperm hiicresinin max feret [um] ve min feret [um] ol¢timleri +3 siddetinde boyananda
sirastyla 6,36 um‘ye 3,61 pum iken +2 siddetinde boyananda 5,69 pm’ye 3,99 um, +1
siddetinde boyananda ise 5,03‘e 4,37 6lgiildii. Hig¢ boyanma olmayan infertil bireyin max
feret [um] ve min feret [um] degerleri sirasiyla 5,51°e 2,85 oldugu goriilmekte (Tablo 3).
+3 siddetinde boyanan infertil bireye ait sperm hiicrelerinin hi¢ boyanmayan infertil
bireye ait sperm hiicresinin max feretleri ve min feretleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli oldugu goriildii (p<0,001). Infertil bireyde sperm hiicresinin g¢evresinin
Ol¢iimlerini degerlendirecek olursak +3 siddetinde boyanan sperm hiicresinin bas
bolgesinin ¢evresi 15,85 um, +2 siddetinde boyananin 15,30 um, +1 siddetinde boyanin
14,69 um iken hi¢ boyanmayan infertil bireyin sperm hiicresinin bas bolgesinin ¢evresel
uzunlugu 13,46 pum olarak Olgiildii (Tablo 3). Burada +3 siddetinde boyanan sperm
hiicresinin basg bdlgesinin ¢evresinin uzunlugu; hi¢ boyanmayan infertil bireyin sperm
hiicresinin bas bolgesinin ¢evresinin uzunlugu arasinda ki fark istatistiksel olarak anlamli
oranda farkli bulundu (p<0,001). Kuyruk uzunluklar1 bakimindan da degerlendirecek
olursak +3 siddetinde boyanmis infertil bireylerin kuyruk uzunlugu 47,68 pum, +2
siddetinde boyanin 50,42 pm, +1 siddetinde boyanin ki 49,12 um iken hi¢ boyanmayan
infertil bireyin sperm hiicresinin kuyruk bolgesinin uzunlugu 50,63 pm olarak 6l¢iildii

(Tablo 3). +3 siddetinde boyanan infertil bireyin sperm hiicresinin kuyruk bélgesinin
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uzunlugu, hi¢ boyanmayan infertil bireyin sperm hiicresinin kuyruk uzunlugu arasinda
istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,001). Bununla beraber +3 siddetinde
boyanan infertil bireyin shape factor degeri 0,82 iken, +2 siddetinde boyanan sperm
hiicresinin shape factor degeri 0,88, +1 siddetinde boyanan da 0,95 ve hi¢ boyanmayan
infertil bireyin shape factor degeri 0,81 olarak hesaplanmistir (Tablo 3). Fakat bunlarin da
+3 siddetindeki shape factor degeriyle hi¢ boyanmayan infertil bireyin shape factor
degeri arasinda istatistiksel olarak anlamlilik goriilmemektedir. Gene infertil bireylerin
sperm hiicrelerinin boyanma siddetleri ile Tail Length/Max feret [um] arasindaki iliskiye
bakildi. +3 siddetinde boyanan infertil bireylere ait sperm hiicresinin Tail Length/Max
feret [um]oran1 7,50 iken +2 siddetinde boyanan infertil bireye ait sperm hiicresinin Tail
Length/Max feret [um] oran1 8,86, +1 siddetinde boyanan infertil bireylere ait sperm
hiicresinin Tail Length/Max feret [um] oran1 9,77; hi¢ boyanmayan infertil bireylerin
sperm hiicrelerinin Tail Length/Max feret [um] oran1 ise 9,19 olarak bulundu (Tablo 3).
Burada da +3 siddetinde boyanan infertil bireye ait sperm hiicresinin Tail Length/Max
feret [um] orani hi¢ boyanmayan infertil bireye ait sperm hiicresinin Tail Length/Max

feret [um] oran1 arasinda istatistiksel olarak anlamliydi (p<0,001).

Fertil ve infertil bireylerin sperm hiicrelerinin JAB1 antikoru ile boyanma
siddetlerinin morfolojileri ile iligkisini degerlendirildi. +3 siddetinde boyanan fertil ile +3
siddetinde boyanan infertil bireylerin bas bolgelerinin alanlari istatistiksel olarak anlaml
degilken +2 ve +1 siddetinde boyanan fertil bireylerle +2 ve +1 siddetinde boyanan
sperm hiicreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goriildii (p<0,001). Fakat hi¢
boyanmayan fertil bireylerin sperm hiicrelerinin bas bolgelerinin alani ile boyanmayan
infertil bireylerin bas bolgelerinin alanlar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu

(p>0,05). Fertil ve infertil bireylerin ekvatoral bolgelerinin JAB1 ile +3, +2, +1 ile pozitif
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boyanan ve hi¢ boyanmayan sperm hiicreleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
goriilmedi (p>0,05). Fertil ve infertil bireylerin sperm hiicrelerinin +3, +2, +1 ve 0
siddetinde pozitif / negatif boyanma siddetlerinin max feret [um] leri ile min feret [pum]
leri arasindaki iliskiye bakacak olursak +3 siddetinde boyanan fertil bireyin sperm
hiicresinin max fereti ile +3 siddetinde boyanan infertil bireyin max fereti arasinda
istatistiksel ~ olarak anlamli fark  goriilmezken +2, +1 ve 0 siddetinde
boyanan/boyanmayan fertil bireylerin max feretleri ile; +2, +1 ve 0 siddetinde
boyanan/boyanmayan infertil bireylerin max feretleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
fark oldugu goriildii. Fertil bireyin +3 ve +2 siddetinde boyanan sperm hiicrelerinin min
feretleri ile infertil bireyin +3 ve +2 siddetinde boyanan sperm hiicrelerinin min feretleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark goriilmezken, +1 siddetinde pozitif boyanan ve
boyanmayan fertil bireylerin sperm hiicrelerinin min feretleri ile, +1 siddetinde pozitif
boyanan ve boyanmayan infertil bireylerin sperm hiicrelerinin min feretleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farliliklar oldugu goriildii. Fertil bireylerin +3 siddetinde JAB1
ile pozitif boyanan sperm hiicrelerinin ¢evre uzunluklar1 (perimeter) ile infertil bireylerin
+3 siddetinde JAB1 ile pozitif boyanan sperm hiicrelerinin perimeterleri arasinda
istatistiksel olarak anlamlilik goriildii (p<0,001). Aym1 sekilde +2 siddetinde JAB1
antikoru ile pozitif boyanmuis fertil bireyin sperm hiicresinin perimeteri ile, +2, siddetinde
JABL1 antikoru ile pozitif boyanmis infertil bireylerin sperm hiicrelerinin perimeterleri
arasinda istatistiksel olarak anlamlilik oldugu goriildii (p<0,001). +1 siddetinde JAB1
antikoru ile pozitif boyanan fertil bireye ait sperm hiicresinin perimeteri ile +1
siddetindetinde JAB1 antikoru ile pozitif boyanan infertil bireye ait sperm hiicresinin
perimeteri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goriildii (p<0,001). Hi¢ boyanmayan

fertil bireyin sperm hiicresinin perimeteri ile boyanmayan infertil bireye ait sperm
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hiicresinin perimeteri arasinda istasistiksel olarak anlamli fark oldugu goriildii (p<0,001).
+3, +2, ve +1 siddetinde JABL1 antikoru ile pozitif boyanan ve JAB1 antikoru ile
boyanmayan fertil bireye ait sperm hiicresinin kuyruk uzunhigu ile, +3, +2 ve +I
siddetinde JABL antikoru ile pozitif boyanan ve JABL1 antikoru ile boyanmayan infertil
bireye ait sperm hiicresinin kuyruk uzunluklar1 arasinda istatistiksel olarak herhangibir
anlamli fark goriilmedi (p>0,05). +3, +2 ve +1 siddetinde JAB1 antikoru ile pozitif
boyanan ve JAB1 antikoru ile boyanmayan fertil bireye ait sperm hiicresinin shape factor
degeri ile +3, +2 ve +1 siddetinde JABL1 antikoru ile pozitif boyanan ve JAB1 antikoru ile
boyanmayan infertil bireye ait sperm hiicresinin shape factor degeri arasinda istatistiksel
olarak herhangi bir anlamli fark gériilmedi (p>0,05). +3 siddetinde JAB1 antikkoru ile
pozitif boyanan fertil bireye ait sperm hiicresinin Tail Length/Max feret [um] orani, +3
siddetinde JAB1 antikkoru ile pozitif boyanan infertil bireye ait sperm hiicresinin Tail
Length/Max feret [um] orani arasinda istatistiksel olarak herhangibir anlamli fark
goriilmedi (p>0,05). Fakat +2, +1 ve 0 siddetinde JAB1 antikoru ile pozitif / negatif
boyanan fertil bireye ait sperm hiicrelerinin Tail Length/Max feret [um] orani ile, +2, +1
ve 0 siddetinde JABL1 antikoru ile pozitif / negatif boyanan infertil bireye ait sperm
hiicrelerinin Tail Length/Max feret [um] oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

gdriildii (p<0,001).
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Grafik 4: Fertil bireylerin sperm hiicrelerinin JAB1 antikoru ile pozitif/negatif boyanan bolgelerinin

boyanma derecelerine gére ayri ayri ortalama morfolojik 6l¢iimlerinin ve hesaplamalarinin grafiksel

goriniimii.
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Grafik 5: Infertil bireylerin sperm hiicrelerinin JAB1 antikoru ile pozitif/negatif boyanan bolgelerinin

boyanma derecelerine gore ayri ayri ortalama morfolojik Ol¢iimlerinin ve hesaplamalarinin grafiksel

gorunimi.

Area: Spermin bas bolgesinin alani. Eqdia: Sperm basinin ekvatoral uzunlugu. Max feret: Sperm baginin

boyuna uzunlugu. Min feret: Sperm basmimn enine uzunlugu. Perimeter: Sperm basmin g¢evresi. Tail
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length: Kuyruk uzunlugu. Shape factor: Bas bolgesinin sekil yoniinden uygunlugunun hesaplanmasi ile

Tail length
Max feret

belirlenen deger : kuyruk uzunlugunun bas bdlgesinin uzunluguna oran.

Sekil 20: Sperm hiicrelerinin farkli bolgelerinin, NIS Element yazilimli is istasyonunda ol¢lim

esnasindaki goriintiisii. Jab 1 antikoru ile pozitif boyanma, X100 biiyiitme.

Sekil 21: Sperm hiicrelerinin farkli bdlgelerinin, NIS Element yazilimli ig istasyonunda ol¢iim

esnasindaki goriintiisii. Jab 1 antikoru ile pozitif boyanma, X100 biiyiitme.



62

Sekil 22: Fertil bireye ait boyanmayan sperm hiicrelerinin, NIS Element yazilimli i istasyonunda dl¢iim

esnasindaki goriintiisii. Jab 1 antikoru ile negatif boyanma, X100 biiyiitme.

Sekil 23: Fertil bireye ait sperm hiicrelerinin farkli bdlgelerinin, NIS Element yazilimli is istasyonunda

Olglim esnasindaki goriintiisii. Jab 1 antikoru ile negatif boyanma, X100 biiyiitme.
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Sekil 24: Infertil bireye ait sperm hiicrelerinin, NIS Element yazilimh is istasyonu ile 6l¢iimii ve sayimu.

Jab 1 antikoru ile pozitif boyanma, X100 biiyiitme.

Tablo 4: Fertil ve Infertil bireylerin 0, 1 ve 4 saatlik kapasitasyonu sonucundaki JAB1 antikoru ile pozitif
boyanan sperm hiicrelerinin, darkness faktorii ile hesaplanmasinin sonucunda elde edilen degerlerin

tablosu.

DARKNESS FAKTORU
Fertil 0 saat JAB1 57.75
Birey 1 saat JAB1 74,9
4 saat JAB1 108,05
infertil 0 saat JAB1 477,7
Birey 1 saat JAB1 504,4
4 saat JAB1 540,3
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Grafik 6: Fertil ve Infertil bireylerin 0, 1 ve 4 saatlik kapasitasyonu sonucundaki JAB1 antikoru ile

pozitif boyanan sperm hiicrelerinin, darkness faktorii ile hesaplanmasinin sonucunda elde edilen

degerlerin grafiksel gosterimi.
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Grafik 7: Fertil ve Infertil bireylerin 0, 1 ve 4 saatlik kapasitasyonu sonucundaki JABL1 antikoru ile

pozitif boyanan sperm hiicrelerinin, darkness faktdrii ile hesaplanmasinin sonucunda elde edilen

degerlerin ¢izgisel grafigi.
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S. TARTISMA VE SONUC

Byung-Chul Kim ve ark. 2004 yilinda transforming growth faktor (TGF-B)
sinyalinin bir inhibitérii olan SMAD7’nin ubiquinasyon ve degredasyonunun
(bozulmasimin) JABL1/CSNS5 tarafindan artirildigimi boylelikle dolayli yoldan TGF-$3
sinyal yolaklarinin JAB1/CSNS5 tarafindan amplifiye oldugunu (¢ogaldigini) gosterdiler
[84]. Onceki yillarda yapilan ¢alismalar, meme ve kolorektal karsinomlarda artmis
tiimor derecesi ve lenf nodu metastazi veya yasamla bagdasmayan vakalarda artmis p27

ekspresyonunun oldugunu gostermektedir [34, 35].

p27 ekspresyonu ile ilgili yapilan diger calismalarda diffiiz biiyiik B hiicreli
lenfomalarin bazi alt tiirlerinde artmis p27 salinimlart goriilmiistiir [34, 35, 36]. p27°nin
ekspresyonu artmis olabilir ama bu seferde p21, p53, p57’lerin ekspresyonlar1 azalmis
olabilir. Bunlarda hiicre proliferasyonuna (kanserlesmesine) neden olmus olabilir.
Ciinkii biz biliyoruz Ki; bir hiicrenin kanserlesmesi ig¢in hiicre siklus kontroliinde
fonksiyon goren siklin ve CDK’larin aktivitelerinin regiilasyonundaki herhangi bir
bozulma hiicre proliferasyonuna sebep olmaktadir. Ubiquitin—proteozom sisteminde,
deubikinasyonunda rol alan PGP 9,5’in over-ekspresyonu pek ¢ok organ ve organ
hastaliklari ile tiimor gelisiminde rol almaktadir. Akciger kanserlerinde PGP 9,5’in asir
ekspresyonunun tiimor evresi ile parelel artmasi akciger kanser timérogenezisinde PGP
9,5’in rol alabilecegini gostermektedir [22]. Caballero ve arkadaslarinin yaptig
calismada PGP 9,5’un, p27 degradasyonunda JABL1 proteini ile birlikte rol aldig
gosterilmistir. PGP 9,5 en az iig protein ile interaksiyona girmektedir ki bunlardan birisi
JABL'dir. JABL, p27°ye baglanarak p27°nin nukleustan sitoplazmaya transportuna ve

burada yikimina yol agmaktadir. Hem in vivo hem in vitro PGP 9,5’un JAB1 ile
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iliskisi gosterilmis olup ayrica akciger kanseri hiicrelerinde nukleusta JAB1 ve PGP
9,5’un, p27 igeren heteromerik bir kompleksin parcalar: olabilecegi gosterilmistir. JAB1
ve PGP 9,5’un niikleer lokalizasyonunun, p27’nin nukleusta azalmis seviyeleri ile
iliskili bulunmustur. Tersine kontakt inhibisyonla PGP 9,5 ve JABL periniikleer veya
sitoplazmik yerlesim gosterirse, p27 yalnizca nukleusta lokalize olmaktadir. Bu
nedenle PGP 9,5, JAB1 ile olan etkilesimi ve niikleer translokasyonu ile p27

degradasyonunda rol alabilmektedir [45].

Yapilan son c¢alismalarda, JABL’in spesifik olarak CDK inhibitori p27
proteinine baglanarak, p27’yi nukleustan sitoplazmaya tasiyarak ubiquitin-proteozom
sistemi ile degradasyonunu artirdigi ve hiicre iginde p27 diizeyini azalttig1 gosterilmistir
[44, 45]. Yapilan baska bir calismada epitelyal over timérlerinde artmis JABL
expresyonu, azalmis p27 dizeyi ve kotii prognozla iliskili bulunmustur [48]. JAB1’in,
pankreatik duktal karsinom, laringeal skuamo6z  hiicreli  karsinom, akciger
adenokarsinomu, bas boyun kanserleri, invaziv meme kanseri, pitiiter timorler,
anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma, tiroid mediiller karsinomu gibi daha pek ¢ok timérde
artmis ekspresyonu tanimlanmistir [22]. JABL/CSNS5 ilk olarak Claret ve ark. tarafindan
hiicre proliferasyonunda gorev alan gen regiilatorii olan AP-1 (jun fos protoonkogen)
koaktivatorii olarak tanimlanmistir [85]. Kwok ve ark. 1998°de, Ferlich ve ark. ise
1999°da  JABI/CSN5’in diger CSN alt {nitelerine benzemeyen sekilde CSN
kompleksten bagimsiz olarak da calisabildigi gosterilmistir. Kwok ve ark. 1998°de,
Ferlich ve ark. ise 1999°da Arabidopsis ve Drosophila’da CSN alt {initelerinde meydana
gelmis mutasyonlarin bunlarin gelisimlerinin durmalarina ya da Oliimlerine neden

oldugu gosterilmistir [86].
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Karniol ve ark. 1998, Seeger ve ark. 1998, Kwok ve ark. 1999, Osterlund ve ark
2000°de  yaptigi  ¢alismalarda JABL1/CSN5’nin  protcozom aracili  protein
degradasyonunda rol aldigini ortaya koydular. Gerek CSN kompleksine bagimli gerekse
CSN kompleksinden bagimsiz JAB1/CSN5’in ¢ok ¢esitli proteinlerle ortak caligmak

yolu ile pek ¢ok biyolojik siiregte gorev aldig1 gosterilmistir [87, 88, 89, 90].

JAB1/CSN5’nin ortak ¢alistigi proteinlerden en 6nemlisi p27 dir. p27-JAB1
ortak etkilesimi ile spesifik bir CDK inhibitorii olan p27 proteinine baglanarak p27’yi
nukleustan sitoplazmaya tasiylp p27°nin 26s proteozom aracili degradasyonunu
arttirdi@1 ve bu yolla p27 diizeyini azalttigt Tomoda ve arkadagslari tarafindan 1999°da
gosterilmistir [91]. Birkag yil dnce yapilan ¢alismalarda ise JAB1’nin spesifik olarak
CDK inhibitorii p27 proteinine baglanarak, p27°yi nukleustan sitoplazmaya tasiyarak
ubiquitin proteozom sistemi ile degradasyonunu arttirdigi ve hiicre i¢inde p27 diizeyini
azalttigi gosterilmistir [42]. Yapilan bir diger calismada ise epitelyal over tiiméorlerinde

artmig JAB1 expresyonu, azalmis p27 diizeyi ve kotli prognozla iligkili bulunmustur

[92].

JAB1/CSN5 ile p27 iligkisi ayn1 zamanda Boutissimo ve arkadaslar1 tarafindan
2000 yilinda gosterilmis ve bir nebze daha aydinlatilmistir. JAB1 araciligr ile p27
diizeyinde olusan upregiilasyonun (reseptor sayisinin artmasinin) T hiicrelerinine antijen
sunumu ile olusan interlokin 2 {iretimini engelledigi ve invivo ortamda immuntolerans,

invitro ortamda ise anerjiye (duyarsizlastirmaya) neden oldugu gosterilmistir [93].

JAB1/CSNS5 ile p27 etkilesiminin bir sonucu da, tirozin kinaz growth reseptor
Human Epidermal Growth Factor Receptor 2’yi (Her2/Neu) icermesidir [51, 52, 53].

Yang ve ark. 2000 tarafindan bu reseptoriin overekspresyonuna bagli kanser tiirlerinde
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gosterilmistir. Her2/Neu, p27°yi down regiile ederek tirozin kinaz yolu ile hiicre
cogalmasimi stimiile eder, Her2/Neu p27 degradasyonunu ise JAB1’nin sitoplazmaya

gecisini aktive ederek yapar [53].

Diger bir JAB1 sitokin iliskisi de Kleemann ve arkadaslari tarafindan 2000
yilinda aydinlatilmistir. Bu ¢alisma JAB1 nin p27 ile hiicre siklus kontroliindeki roliinii
anlamada aydinlatict olmustur. MIF bir antiinflmatuar faktdrdiir ve eksojen (disardan)
uygulandiginda intraselliiler JAB1’n1 baglar. MIF-JAB1 kompleksi sitozolde goriiliir.
MIF’in JAB1 iizerinde inhibe edici etkisi vardir. Boylece MiF’in, JAB1 bagimli p27

degradasyonunu durdurdugu gosterilmistir [94].

JABl'nin ¢ekirdekdeki fonksiyonlarinin yanisira plazma membraninda da
fonksiyonu vardir. Yapilan ¢alismalarda Bianchi ve ark. (2000) gegici olarak LFA-1
(adezyon proteini) salgilayan bazi hiicrelerde JAB1 nin ayn1 membran bolgesinde LFA-
1’1 zenginlestirdigini  gdérmiisler. CSN kompleksi hi¢cbir zaman membranda
gosterilememis oldugundan JAB1’nin bu formunun CSN’den bagimsiz bir formu
oldugunu diisiinmiisler. Ayn1 zamanda bu hiicrelere ne zaman suni ya da fizyolojik
ligandlarla muamele edilse membran JAB1‘larinin kayboldugu, asama asama
sitoplazmadan ¢ekirdege gegtikleri goriilmiis. Buradan da JAB1 LFA-1 iliskisinin ¢ok

spesifik oldugu sonucunu ¢ikarmislardir [95].

JAB1’nin niikleer havuzdaki artis1 AP-1 kontrollii Lusiferase Reporter Genin’in
artig1 ile sonuglandigr Bianchi ve ark. (2000) tarafindan gosterilmistir. Bu sonuglar da
gostermektedir ki endojen JABL fizyolojik olarak AP-1 transkripsiyonel aktivitesini
regiile eder. JABL’'nin AP-1 aktivitesine etkisi LFA-1(adezyon proteini) tarafindan

indiiklenir [95].
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Li ve ark. (2000) JAB1’nin Endoplazmik Retikulum (ER) iliskili proteinler
tarafindan ayristirilmis JAB1’min AP-1 aracili transkripsiyonunu down regiile ettigi
goriilmiistiir. JAB1 nin rat kaynakli Luteinizing-hormone-releasing hormone (LH-RH)
iliskisini arastiran ¢alismalar, LH-RH nin overekspresyonunun JAB1 nin C-jun aracili
AP-1 luciferase reporter gen aktivasyonunu potansiyelize etme yetenegini azalttigini

ortaya ¢ikarmislardir [96].

Chauchereau et.al.,, 2000 yilinda JAB1 niikleer reseptorlerin transkripsiyonel
transaktivasyon aktivitelerini modiile ettigini bulmuslar. Bu etki en agik bir sekilde
progesteron reseptorlerinde (PR) gosterilmistir. PR kendi kendilerine horman bagimli
transaktivasyonlarini uygulayabilirler. Yani bu kabiliyet JAB1 nin katkisiyla gelisiyor.
JABI’nin etkisiyle PR, kendi kendine horman bagimli transaktivasyon uygulama

kabiliyeti gelistirmistir [97].

JABI’'nin biitin bu protein artiklar1 ile fiziksel interaksiyonlarinin
gosterilmesine ek olarak diger niikleer reseptorler olan  glukokortikoid,
mineralokortikoid, androjenik ve Ostrojenik reseptorler ve transkripsiyon faktorii NF-
KB olan hormon bagiml transaktivasyon ozelliklerini giiclendirebilme yeteneginin

oldugu ortaya konmustur [97].

Steroid Reseptor Coactivator (SRC) niikleer reseptorlerin ortak koaktivatoriidiir.
JAB1 muhtemel glukokortikoid reseptorii iizerindeki aktivitesini SRC aracili gosterir.
JAB1 SRC g¢alisma iligkisi invitro ortamda Chauchereu ve ark. (2000) tarafindan

gosterilmistir [97].

JABl'nin aym1 zamanda diger transkripsiyon faktorlerin transaktivasyon

aktivitelerini de etkiledigi, Chauchereau ve ark. tarafindan gosterilmistir. Mesela
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niikleer faktor kappa B ve JABLI ile transfekte edilmis hiicrelerde niikleer faktor kappa
B aktivitesinde kuvvetli bir artis bildirilmistir. Chauchereau ve ark. tarafindan niikleer
faktor kappa B SRC -1 ile beraber calistigindan JAB1’nin bu etkisinin de streoit

reseptor protein SRC1 aracili olabilecegi 6ne stiriilmistiir [97].

B-cell lymphoma 3 (Bcl3) onkoproteini, IKB (Inhibitor of Kappa B) multigen
ailesindendir. Niikleer faktor kappa geninin aktivitesini modiile eder. JABL1, Bcl3 ile
beraber c¢alisir ve NFKB-BclI3 heterodimer kompleksinin DNA baglanma aktivitesini

artirir [35, 36].

Nasil oluyorda birgok JAB1 fonksiyonu CSN ile iliskilendiriliyor? Bu soru
birgok JAB1 ¢alismasinda gormezden gelinmistir. CSN’nin biyokimyasal fonksiyonunu
az bilinir kilmistir. Kinaz sinyallerinde ve ubiquitin bagimli protein degradasyonundaki
yerine iliskin kanitlarin bulunmasina ragmen bu iligki rapor edilmemistir. Seeger ve ark.
1998’de CSN’nin, c-jun’in da i¢inde bulundugu pekgok proteini fosforilledigini iddia
etseler de bu aktivitenin CSN baglantili kinazlar ile yapildigt Nuarmon ve ark.

tarafindan 1999 yilinda ortaya atilmistir [98, 99].

Diger bircok CSN alt {initesinin varhigi da hiicre siklusu ile iligkili sinyal
yolaklarinda gosterilmistir. Ornek olarak CSN1, c-Jun N-terminal kinases (JNK)
aktivitesinin supresorii olarak tanimlanmistir. S fazina ilerlemede kontrol noktasinda
gorev alir. CSN6’nin HIV Proteaz (HIV in hiicre siklus kontroliinii yapar) ile beraber
calistig1 gosterilmistir. CSN2 tiroit reseptOrii ile beraber calisan protein-15 olarak
tanimlanmistir. Aym1 zamanda Cohen ve ark. 2000 tarafindan Interferon (IFN) sinyal

yolaklarinda da diizenleyici oldugu gosterilmistir [100].
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Yapilan c¢alismalarda JAB1’nin spesifik olarak CDK inhibitérii p27°nin
nukleustan sitoplazmaya tasmnarak ubiquitin aracili proteosome sistemi ile
degradasyonunu artirip p27 diizeyini diisiirmesinin bazi1 kanserlerde kotii prognozla
iligkisi saptanmuistir. JAB1’nin akciger karsinomu, bas-boyun kanserleri, invaziv meme
kanserleri, pituatuer tiimorleri, anaplastik biiylik hiicreli lenfoma, tiroid medullar

karsinom gibi pek c¢ok tiimorde artmis ekspresyonu tanimlanmastir.

Cayli ve ark. kronik rinosiniizit ve nazal polipoziste JABL iligkisini gdstermek
icin yaptiklar1 ¢alismada Nazal Polipozissiz (NP’siz) hastalarda TGF-p1 ve JAB1
diizeylerinde kontrol grubuna gore belirgin bir artis, nazal polipozisli hastalarda ise
kontrol grubuna gore anlamli oranda bir azalma oldugunu gormiisler. Nazal polipozis
azalmis JABl ve TGF-B ile karakterize oldugu kronik rinosiniizit (CRS) ile
karsilastirildiginda ise JAB1 ve TGF-B1 diizeylerinde artma oldugu sonucuna varmislar.
NP ve CRS’lerde JAB1 ve TGF-B1’in salinimi arasinda kuvvetli bir iligki oldugunu
gostermisler. Her iki proteinin de vaskiiler endotel, epitel ve bazi inflamatuar hiicrelerde

lokalize oldugunu gormiisler [101].

Kwok ve ark. 1998 de, Ferlich ve ark. ise 1999°da JAB1/CSN5’in diger CSN alt
tinitelerine benzemeyen sekilde CSN kompleksten bagimsiz olarak da ¢alisabildigini
gostermisler. Ayni arastirmacilar, Arabidopsis ve Drosophila’da CSN alt {initelerinde
meydana gelmis mutasyonlarin bunlarin gelisimlerinin durmalarina ya da dliimlerine

neden oldugunu bildirmislerdir [86, 89].

SKP2 ile p27 arasinda ters bir iliskisi oldugu adeneoid kistik karsinomlu
hastalarda yapilan arastirmalar sonucu bulunmustur. p27 salimminda istatistiksel olarak

anlamli bir diisiis gozlenirken SKP2 miktarinda artis bulunsa da histolojik tiimor
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derecesi, lenf nodu metastazi ve SKP2 salinnmin miktar1 arasinda bir korelasyon
bulunmamustir [102]. p27 ile SKP2 arasinda karsilastirma yapilan bir baska ¢alismada
ise 43 mukoepidermoid karsinomlu hastalarda mikoskobik diizeyde SKP2 tiimér ¢api
arasinda kotii prognozla iliskili gézlemlenirken, p27 miktariyla SKP2 salinim miktari

arasinda ters bir iliski bulunmamistir[103].

Bu calismalarin yanisira Hacettepe Universitesi’nde 30 kisiden olusan tiroid
papiller karsinomlu hastalarda JAB1, SKP2 ve p27 arasindaki iliskiyi gozlemlemek i¢in
immiinohistokimyasal diizeyde yapilan arastirmada JABI1 ile p27 salinimlar1 arasinda
anlaml1 bir bulguya rastlanmazken, SKP2 ile p27 salinimlari arasinda anlamli bir iligki
bulunmustur. Bunlarin yanisira JABI ile tiimor caplart arasinda ve SKP2 salinim
miktarinin tiim6r multisentisitesi arasinda istatistiksel olarak anlamli bulgular

bulunmustur [22].

Heterozigot farelerdeki proliferasyonda, JAB1-/- blastositler ve JABLl +/-
MEF’ler belirgin defekt ve apoptozda dnemli artis gostermekte; JAB1-/- blastositler ve
JAB1 +/- MEF’ler ve JABI hasarli hiicrelerde goriilen diisik RadS51 proteinin
seviyeleri, JABI nin hiicresel sagkalimda, spontan DNA hasarinda ve HR’larin DNA
onariminda 6nemli bir rol oynamaktadir [54]. Tian ve ark. 2010 yilinda yaptiklari bu
calismada, JABI’nin fare embriyosunun erken donem gelisimi i¢in onemli oldugunu
gosterdiler. Bu c¢alismaya gore, iireme hattindaki genlerin bozulmasiyla JAB1
aktivitesinin durmasi, implantasyondan sonraki embriyonik gelisimin sonlanmasina
neden olmaktadir. Tomoda ve ark. 2004 yilindaki yapmis oldugu c¢alisma da bu
sonuglart desteklemektedir. Ayrica CSN’yi1 yikict ve ¢esitli organizmalarda mutasyonel

calismalarin yapilmasi da destekler niteliktedir [104], 105, 106, 107, 108]. Arabidopsis
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thaliana’da, CSN’nin ¢esitli alt iinitelerindeki mutasyonlar, embriyoda siddetli gelisim
geriligine ve bu asamadan sonrada o6liimlere sebep olmaktadir [86]. Oron ve ark. 2007
yilindaki yapmis olduklar1 ¢alismada, Drosophila melanogaster’deki CSN’nin kaybi
hematopoez, aksonal guidans ve steroid hormon sinyalindeki defektleride iceren
karmasik bir fenotiple sonuglandigini gosterdiler [ 109]. Fizyon mayalarda, CSN
kompleksin hiicre siklus kontroliinde 6nemli oldugu gosterilmistir [110]. Tim bu
calismalar bize gostermektedir ki JAB1 nin eksikligi diger organizmalarda oldugu gibi
farelerde de gelisme esnasinda embriyonik dliimlere neden olur. Fakat bu embriyonik
oliimiin sebebinin JAB1 nin eksikliginden kaynaklandigi heniiz ispatlanamamistir. Ama
sunuda biliyoruz ki JABI eksikligi olan farelerde DSB’nin HR onariminda kullanilan
Rad51’in azalmasi embriyonik Oliimlerin temel mekanizmalarindan biridir [54].
Rad51’in asir1 ekspresyonu spontan rekombinant frekansini genisletebilir ve DSB

indiiklii kanser terapilerine karst korunmayi arttirabilir [111, 112].

Tim bu bulgular JAB1’nin, hiicre proliferasyonu, DNA onarimi ve hiicresel
sagkalim regiilasyonundaki tim mekanizmasinin anlasilmasina katkida bulunmaktadir.
JABI eksikligi olan hiicreler ve hayvan modelleri, JAB1’nin p53 ve Rad51 gibi kanser
hedef molekiillerinin regiilasyonundaki rolii ve onlarin disregiilasyonuna eslik eden
anomaliler, JAB1’nin insanlardaki kanser terapilerinin potansiyel hedefi oldugunu

diistindirmiistiir [54].

Calismamizin bulgular kismindaki Tablo 3 incelendiginde, goriildiigli lizere
fertil bireylerin +2, ve +1 siddetinde boyanan veya 0 siddetinde yani boyanmayan sperm
hiicrelerinin shape factor [um] leri arasinda istatistiksel olarak bir anlamlilik

bulunmazken JAB1 antikoru ile boyanma dereceleri arasinda fark géze garpmakta ya da
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fertil birey ile infertil bireylerin hi¢ boyanmayan sperm hiicresinin JAB1 pozitif /
negatifli ile fark bulunmazken shape factor [um] arasinda ¢ok ufakta olsa bir farklilik
gbze carpmaktadir. Fakat bu istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. Ama +3 siddetinde
JABI ile pozitif boyanan fertil birey ile +2 siddetinde JAB1 ile pozitif boyanan sperm
hiicresi arasinda anlamli fark bulunmakta. Yani bir bireyin normal spermiyogram
degerlerine sahip olsa ve WHO / Kruger Strick Kriterleri’ne uygun morfolojiye sahip
olsalar bile o sperm hiicresi i¢in kesin fertil ya da kesin inferil kapasitede oldugunu
sOylemenin dogru olmayacag kanaatindeyiz. Bu 6l¢liim degerlerin yani sira sperm veya
yumurta hiicresinde ki yolaklarin daha iyi aydinlatilmasi ve daha hassas kriterler,
Olctimler ve belirteclerle rutin yapilan testler desteklenmeli. Bu sekilde hastalar hem
daha az yipranirlar ve zaman kaybetmis olmazlar, hemde daha az maliyetli olacagi

kanaatindeyiz.

+3 siddetinde boyanan sperm hiicresinin shape factorii ile hi¢c boyanmayan fertil
bireyin shape factorli arasinda istatistiksel olarak anlamlilik goriilmemektedir. Fakat
bununla birlikte bir sperm hiicresi gerek morfolojisi yoniinden gerekse shape factor
Olclim ve hesaplamalar1 yoniinden normal degerlere sahip olsa bile bu sperm JABI
antikoru ile pozitif boyanma derecesi ile infertilite derecesi arasinda dogru bir oranti
oldugu goze ¢arpmaktadir. Yani birey WHO veya Kruger Strick Kriterleri’ne uygun
sperm hiicresine sahip olsa bile JABI1 antikorunun bulunma derecesine gore infertil
olarak kabul edilebilir. Belki bu durumun terside s6z konusu da olabilir. Bunun daha iyi
aydinlatilmasi i¢in ilerki yillarda daha ayrintili ve farkli antikor ve proteinlerle birbirini

destekleyici ¢alismalar yapilmasi gerekmektedir.
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Biitiin bu ve buna benzer JAB1/CSNS5 calismalarinin yani sira insan veya diger
canlilarin sperm hiicrelerinde bu proteinin varhigi, var ise konuslandigi yerin ve
fertiliteyle iligkisini belirten bir arastirma goériilmemistir. Calismamizi 6zgiin kilan bu
yoniiniin sonucunda fertil bireylerin sperm hiicrelerinde JAB1 proteini bulunmazken
veya bazi sperm hiicrelerinde sinirh sayida konuslandigi bulunurken, infertil bireylerin
sperm hiicrelerinin biiyiik bir kisminda JAB1 proteinin varligi istatistiksel olarak
anlamli oldugu gozlemlendi. Ayni bireylerin semenlerini kapasitasiyona tabi
tuttugumuzda fertil ve infertil sperm hiicrelerinde JAB1 proteinin miktar1 sifirinci saat
ile birinci saat arasinda ¢ok fazla anlamli fark olmamakla beraber sifirinci saat ile
dordiincii saat arasinda istatistiksel olarak anlamli bir artig goriilmektedir. Bunun yani
sira morfolojisi bozuk sperm hiicrelerinde JAB1 proteininin daha yogun bir sekilde
bulundugu gézlemlendi. Calismamizda da bir bireyin normal spermiyogram degerlerine
ve WHO/Kruger strick kriterlerine uygun morfolojiye sahip olsalar bile o sperm hiicresi
icin kesin fertil ya da inferil yeteneginde oldugunu sdylemenin dogru olmayacagi
kanaatindeyiz. Bu Ol¢iim degerlerin yani sira sperm veya yumurta hiicresinde ki
yolaklarin daha iy1 aydinlatilmas1 ve daha hassas kriterler, dl¢limler ve belirteclerle
rutin yapilan testler desteklenmelidir. Bu sekilde hastalar hem daha az yipranir ve
zaman kaybetmis olmazlar, hemde daha az maliyetli ve ileriki yillarda ICSI ve IVF gibi

islemlerde veya bu sahalardaki ¢alismalarda bizlere 6nemli 151k tutacagi kanaatindeyiz.

Sonu¢ olarak bireyler WHO veya Kruger strick kriterlerine uygun sperm
hiicresine sahip olsa bile JAB1 ve benzeri antikorlarin bulunma derecesine gore infertil
olarak kabul edilebir. Belki bu durumun terside s6z konusu da olabilir. Bunun daha iyi
aydinlatilmasi i¢in ilerki yillarda daha ayrintili ve farkli antikor ve proteinlerle birbirini

destekleyici calismalar yapilmasi gerekmektedir.
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