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YUKSEK LiSANS TEZi

Transforming Growth Factor-Beta (TGF-p)/Smad Sinyal Yolag ile Ubikiitin
Proteazom Sistemi Arasindaki Etkilesimin Gelismekte Olan Sican Testis ve Insan
Sperminde Belirlenmesi
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Tip Fakiiltesi
Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dah

Damsman
Do¢.Dr. Sevil CAYLI

Transforming Growth Faktdr-B ve Ubikiitin Proteazom Sistem (UPS) iiyelerinin
sigan testisi ve insan sperminde farkli biyolojik fonksiyonlarmnin oldugu bilinmektedir.

Bu c¢alismanin ilk amaci gelismekte olan sigan testisinde TGF-B/Smad sinyal
yolagindaki proteinler ile UPS proteinlerinin postnatal sigan testisinde hiicresel
lokalizasyonlarmin belirlenmesi ve SMAD proteinleri ile UPS proteinleri arasindaki
etkilesiminin belirlenmesidir. Ikinci amag¢ ise, UPS proteinlerinden p97/VCP ve
iibikiitinin fertil ve infertil bireylerde immiinolokalizasyonunun ve sperm kalitesiyle
olan iliskisinin arastirilmasidir.

Postnatal 0, 5, 15, 30 ve 60 giinliik sican testisleri tizerinde immunohistokimya
ve immunofloresan teknikleri uygulandi. Ayrica fertil ve infertil bireylerden alian
sperm Orneklerine ise immiinohistokimya teknikleri uygulandi.

0 ve 5 giinliik sican testisinde, TGF- /Smad sinyal yolagindaki proteinlerden
(BMP2, BMP4, SMADI1, SMADS, SMADS8, pSMAD 1/5/8) ile UPS proteinlerinin
(p97/VCP, Ubikiitin, Jabl/CSN5) gonosit ve Sertoli hiicrelerinde, 15, 30 ve 60 giinliik
si¢an testisinde ise bu proteinlerin spermatogonyum, spermatosit, spermatidlerde ve bu
germ hiicrelerine ek olarak intertisyal hiicrelerde de ekspre oldugu goézlenmistir.
Testisde bu proteinlerin farkli hiicrelerde farkli boyanma yogunlugu gosterdigi ve de
ekspresyonlarinin 0. glinden 5. giine dogru genel anlamda kademeli bir artis gosterdigi
gozlemlenmistir. p97/VCP ve SMADI proteinlerinin spermatogonya, Sertoli hiicreleri
ve spermatositlerde birlikte kolokalize oldugu bulunmustur. Insan sperminde ise
p97/VCP ve iibikiitinin infertilite ve sperm kalitesi ile negatif korelasyon gdsterdigi
saptanmistir.

Sonug olarak, postnatal sican testisindeki bazi SMAD proteinleri ve UPS
proteinleri arasindaki etkilesimin bulunmasi, UPS’in  BMP sinyal yolagini
spermatogenez boyunca kontrol edebilecegini gostermektedir. Ayrica fertil ve infertil
bireylerin ubikiitin ve p97/VCP immunoreaktivite ylizdeleri arasindaki fark ve bu
ylizdelerle semen parametreleri arasindaki iliski, ubikiitin ve p97/VCP’nin erkek
infertilitesini degerlendirmede bir belirte¢ olabilecegini gostermektedir.

Anahtar kelimeler: TGF-B, UPS, SMAD, Testis, Sperm, Infertilite



ABSTRACT

MASTER THESIS

Determination of The Relationship Between Trasforming Growth Factor
Beta(TGF-B)/SMAD Signaling Pathways and Ubiquitin Proteasome System In The
Developing Rat Testis and Human Sperm

Seda OCAKLI

Gaziosmanpasa University
Faculty of Medicine
Department of Histology and Embryology
Supervisor
Associate. Prof.Dr. Sevil Cayli (PhD)

Members of the Trasforming Growth Gactor Beta(TGF-B) and Ubiquitin
Proteasome System (UPS) family are known to have different biological functions
during rat testicular and human sperm development.

The first aim of the present study was to investigate the cellular localization of
the members of TGF-B/SMAD, the UPS proteins and to determine the interaction of
SMADs and UPS proteins in the postnatal rat testis. The second aim of the present
study was to investigate the immunolocalization of p97/VCP and ubiquitin in fertil and
infertil men and to find out the relationship between expression of these proteins and
sperm quality.

Testicular tissues from 0, 5, 15, 30 and 60-day-old rats were examined by
immunohistochemistry and immunofluorescence. Additionally, human sperm smears
were examined by immunohistochemistry.

In 0 and 5-day-old rat testis, the member of the TGF-B/SMAD proteins (BMP2,
BMP4, SMADI1, SMADS5, SMADS, pSMAD 1/5/8) and UPS proteins (p97/VCP,
iibikiitin, Jabl/CSNS5) were mainly expressed in gonocytes and Sertoli cells. In 15-, 30-
and 60-day-old rat these proteins expressed in spermatogonia, spermatocytes,
spermatids and Leydig cells. p97/VCP and SMADI1 proteins were overlapped in
spermatogonia, Sertoli cells, and spermatocytes. Immunoexpression of p97/VCP and
ubiquitin was negatively correlated with infertility and the sperm quality in human.

The interaction between some of SMAD proteins and p97/VCP in the postnatal
sigan testis suggests that UPS may play important roles in mediating BMP signaling
during spermatogenesis. Additionally, the differences between the percentages of
ubiquitin and p97/VCP immunoreactivity in fertile and infertile and the relationship
between these percentages and semen parameters indicate that ubiquitin and p97/VCP
may be a marker to evaluate the male fertility.

Key words: TGF-B, UPS, SMAD, Testis, Sperm, Infertility
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GIRIS VE AMAC

Postnatal testis gelisimi; proliferasyonu, farklilasmayi, germ hiicreleri ve somatik
hiicrelerin apoptotik 6liimiinii kontrol eden, ¢ok iyi organize olmus parakrin iletisimi
icerir. Erigkin testislerinin normal fonksiyon gorebilmesi i¢in testikiiler hiicrelerin
uygun bir sekilde gelisimine ihtiya¢ vardir. Dogumda, seminifer kordlar igerisine
yerlesmis gonositler spermatogoniyal kok hiicre havuzunu olustururlar ve daha ileride
tip A spermatogonyuma farklilasirlar (Beaumont ve ark., 1963; Novi ve ark., 1968;
McGuinness ve ark., 1992). Siganlarda, neonatal donemin bitisi; pubertenin baslangici
ile ¢akigir. Puberte doneminde germ hiicre sayisi, tiibiiler uzunluk ve testis hacmi artar.
Puberte baslangicinda, germ hiicreleri daha yiiksek oranda prolifere olmaya baslarlar
(Muller ve ark., 1983). Erigskin testisi spermatogonya, primer ve sekonder
spermotositler, uzamis ve yuvarlak spermatidler ve spermiyumlar1 igerir.
Spermatogenik hiicreler, tiibiillerde birbirlerini dalgali bicimde ve zaman i¢inde dairesel
bicimde izleyen belirgin hiicresel ortaklik i¢inde diizenlenmistir (Clermont ve ark.,
1965). Testislerde germ hiicrelerinden farkli olarak ayrica somatik hiicrelerde vardir ki

bunlar intertisyal hiicreler ve peritiibiiler hiicrelerdir.

Ubikiitin proteazom sistemi (UPS), o6karyotlarda hiicreigi diizenleyici proteinlerin
seviyelerini kontrol etmede 6nemli bir fonksiyona sahiptir. Erkek lireme sisteminde
UPS gamet kontrol mekanizmalarmna, spermatogenez boyunca protein ve organel
degradasyonuna ve kusurlu spermatozoalar1 iibikiitinleyerek isaretlenmesine katkida
bulunur (Kwon ve ark., 2005). UPS’in iibikiitinleme ve {ibikiitinlenmis proteinlerin
yikimi olmak iizere iki temel fazi1 vardir. 97-kDa’luk Valosin-igeren protein (p97 veya
VCP), iibikiitin-protazom sistemine bagli proteolizde 6nemli fonksiyonlara sahiptir. Bu
proteoliz, VCP’nin, ibikiitin ve kofaktorleri ile iligkisine baghdir. VCP, UPS’de
saperon protein olarak gérev yapmaktadir. Toplam hiicresel proteinin 1% den fazlasinin
VCP oldugu bilinmektedir. Jabl/CSNS5 UPS’in en 6nemli {iyelerinden birisidir. Bu
proteinin hiicre ¢ogalmasi, apoptozis, DNA tamiri ve TGF-f sinyal yolag1 gibi bir¢cok
sinyal mekanizmasinin diizenlenmesinde rol oynadigi bilinmektedir (Shackleford ve
ark., 2010). Kigiik bir protein olan iibikiitine UPS’de protein yikiminin yanisira
endositoz, sinyal iletimi ve DNA tamirinde ihtiya¢ duyulur (Pickart, C.M., 2001).

1



Transforme edici biiyiime faktorii-f ailesi (TGF-B) farkli biyolojik etkileri kullanan ¢ok
fonksiyonlu peptid salgilayan ve farkli hiicre tiplerinden olusan biiylik bir ailedir.
Organizmanin tiim dokularinin gelisiminde, homeostazisinde ve onariminda ¢ok énemli
rol oynayan TGF-J ailesi, yapisal olarak iliskili ¢ok sayida polipeptid biiyiime faktorleri
icerir, bunlarin her biri hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, motilitesi, adhezyonu ve
olimi gibi hiicresel siirecleri diizenleme yetenegine sahiptir. (Massaque, J., 1998; Shi
ve ark., 2003). Testisde TGF-f {iyelerinden bazilar1 bazi1 faktorlerle iliskilidir; 6rnegin
aktivinler, inhibinler ve BMP’ler spermatogenezin devamliliginda yer alan testikiiler
fonksiyonlara etki eder. Transgenik fareler iizerinde yapilan ¢alismalarda bu genlerin
ortadan kaldirilmasmin hayvanlarin iiremeyle 1ilgili fonksiyonlarini etkiledigini
gostermistir. TGF-P ve ilgili faktorler, 2 tip reseptor olan serin/tireonin protein kinazlari
bir araya getirerek gen ekspresyonunu diizenlerler. Bu kinazlardan biri digerini
fosforlar, bu fosforlanan kinaz Sma ve Mad-related Proteinlerine (SMAD) doniisiir.
SMAD’lar, hiicre ¢ekirdegi i¢ine sinyal tasiyan ve Ozel olarak DNA’ya baglanma
kabiliyeti ile transkripsiyonel kompleks olusturan orijinal bir protein ailesidir

(Massaque, J., 1998; Liu, F., 20006).

UPS’de c¢alisan p97/VCP, Jabl/CSNS ve iibikiitinin ve TGF-f siiperailesine ait
proteinlerin yukaridaki boliimde detayl bir sekilde anlatildig1 gibi hiicrei¢i bir¢ok temel
fonksiyonu yerine getirdigi bilinmektedir. Bugiine kadar TGF-f ve UPS ailesine ait baz1
proteinlerin gelismekte olan testis dokusundaki varligi bircok arastiric1 tarafindan
belirlenmistir. Fakat TGF- ailesine ait Smad proteinlerinin UPS’de ¢alisan proteinlerle
olan etkilesimleri bilinmemektedir. Smad proteinleri {ibikiitinlendikten sonra
proteazomda degrade edilmektedir. Bu iibikiitinlemeyi saglayan veya iibikiitinlendikten
sonra proteasoma tasinip degrade olmalarmi saglayan proteinler hakkinda smirl sayida
bilgi vardir. Ozellikle de gelismekte olan testis ve epididimis dokularmda Smad
proteinlerinin UPS’de ¢alisan hangi proteinlerle etkilestigi arastirma konusudur.
Oncelikle bu calisma, sigan gelisimine bagl olarak belirtilen proteinlerin testise ait
hangi hiicrelerde ve hangi gelisim donemlerinde ekspre edilip edilmedigini ortaya
koyacaktir. Ayn1 zamanda Smad proteinlerinin, UPS’de hangi proteinlerle etkilestigini

ve Smad proteinlerinin hangi proteinler sayesinde proteazomda degrade oldugunu



belirleyecektir. Bu nedenle ¢alismanin birinci amaci; gelismekte olan sigan testisinde
TGF-B/Smad sinyal proteinleri ile UPS’de calisan proteinlerden p97/Valosin igeren
protein (VCP) ve Jabl/CSN5’nin etkilesiminin gosterilmesidir.

Erkek infertilitesinde semenin degerlendirilmesi 151k mikroskobu altinda sperm sayisi,
morfolojisi ve motilitesinin dl¢iimlerine dayanir ve bu Olglimler infertilite tedavisi
gormek isteyen ciftler i¢in kliniksel bilgi saglar. Fakat, klinik semen parametreleri ve
fertilite arasindaki korelasyon diisiik seviyededir. Bu yiizden semenin degerlendirilmesi
icin ek objektif belirtegler aranmaktadir. Ubikiitin, 8,5 kDa lik bir proteindir ve kovalent
olarak birbirine bagli poliiibikiitin zincirleri isaretlenmis proteinler proteolitik yikim i¢in
proteazoma hedeflenir. p97/VCP (Valosin-igeren protein), poliiibikiitinlenmis
proteinleri proteazoma tasiyan bir saperondur. Ubikiitinlenmis proteinlerin,
epididimisde elimine edildigini gosteren ¢alismalar vardir. Fakat, semen parametreleri
ile p97/VCP ve iibikiitin ekspresyonlar1 arasindaki iligki belirlenmemistir. Bu nedenle
calismamizin ikinci amaci ise fertil ve infertil bireylerde iibikiitin ve p97/VCP
ekspresyonlarina bakarak bu proteinlerin erkek infertilitesini degerlendirmesinde bir

belirtec olarak kullanilabilinecegini gostermektir.



GENEL BiLGILER

2.1. Testis Embriyolojisi

Embriyonun kromozomal ve genetik cinsiyeti fertilizasyon sirasinda sekonder oositi
dolleyen sperm tiirline bagl olarak belirlenir. Embriyonun cinsiyeti, X kromozomuna
sahip ovumu dolleyen spermin X veya Y kromozomu tasimasina baghdir. Gelismekte
olan gonadlar XX veya XY kromozom kompleksine sahip olurlar. Yedinci haftadan
once gonadlarin goriiniimii her iki cinste de birbirine benzer, bu nedenle farklanmamis
gonadlar olarak adlandirilirlar. Erkek fenotipinin gelisimi i¢in gerekli olan Y
kromozomu, farklanmamis gonadin medullas1 iizerinde testis belirleyici etkiye sahiptir.
Testis belirleyici faktdr (TDF) i¢in gerekli olan SRY geni Y kromozomunun kisa kolu
iizerindeki cinsiyet belirleyici bolgesinde yerlesiktir. Y kromozomu tarafindan
diizenlenen, TDF, farklanmamis gonadin primer seks kordonlarindaki hiicrelerde
sentezlendiginde taslak gonadlar testislere farklanirlar. Y kromozomunun yoklugu over
gelisimiyle sonuglanir. Sonug olarak fertilizasyonda saptanan cins kromozom kompleksi
gonadin tipini belirler ve farklanmamis gonadin testis ya da ovaryumlara farklanmasini
saglar (Moore ve ark., 2008).
Gonadlar ii¢ kaynaktan kdken alirlar.

e Posterior abdominal duvarin mezotel epitelyumu (mezodermal epitel)

e Altindaki mezensim (embriyonik bag dokusu)

e Primordial germ hiicreleri
Gonadal gelisimin ilk sathalar1 5. haftada ortaya ¢ikar, mezonefrozun medialinde, sag
ve solda, mezotel epitelinde ¢ogalma meydana gelir. Bu epitelin ve altindaki
mezensimin proliferasyonu ile mezonefrozun medialinde bir kabariklik —gonadal
(genital) kabarti- olusur. Parmak seklindeki epitelyal kordonlar ya da primer seks
kordonlar1 altindaki mezensim igerisine dogru kisa siirede biiylirler. B u asamada
farklanmamis gonad dista yer alan bir medulladan olusmaktadir. Eger embriyo XX seks
kromozom kompleksine sahip ise, farklanmamis gonadin korteksi overe diferensiye
olur, medullast geriler. Embriyo XY seks kromozom kompleksini icermekteyse,
medulla testise farklanir, korteks bir takim kalintilar1 disinda geriler ve dejenere olur

(Langman ve ark., 1996).



Biiyiik yuvarlak primordial germ hiicreleri gelisimin 4. haftasinda, allantoisin baglangic
yerine yakin, vitelliis kesesi duvarinda, endodermal hiicreler arasinda goriilmeye
baglarlar. Embriyonun katlanmas1 sirasinda vitelliis kesesinin dorsal pargasi embriyo
icerisine dahil olur ve de primordial germ hiicreleri, son bagirsagin dorsal mezenteri ile
ameboid hareketlerle gonadal kabartilara go¢ ederler. Altinci haftada primordial germ
hiicreleri altindaki mezensim igerisine girerek primer seks kordonlarina dahil olurlar

(Sekil 2.1) (Moore ve ark., 2008).

mesonopivic kanal

\ primer
gue Blip - sex

a
kordonlar:

prolifere olan
kalomik epitel

Sekil 2.1: Testis gelisiminin sematik gosterimi (Histology: A text and atlas, 2003)

Y kromozomuna sahip embriyolarda testislerin gelisimi koordineli bir seri genin
indiiksiyonu ile saglanwr. SRY geni Y kromozomunun kisa kolu iizerindeki testis
belirleyici faktorler i¢in farklanmamis gonadin testis olarak gelisiminde bir anahtar
fonksiyonu gormektedir. Testis belirleyici faktor (TDF), primer seks kordonlarini
uyararak, onlarin farklanmamis gonadin medulla derinlerine dogru uzamasina neden
olur, kordonlar burada dallanarak birbirleriyle anastomoz yaparlar ve bdylece rete testis
olusur. Kalm bir fibr6z kapsiil olan tunika albuginea gelisimi fotusta testikiiler gelisim
icin oldukca karakteristiktir ve tunika albuginea gelistikten sonra seks kordonlarmnin

ylizey epiteli ile olan baglantilar1 kaybolur. Testis asamali olarak dejenere olan



mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri olan mesorsiyum ile asili hale geger.
Seminifer kordonlar, seminifer tiibiillere, tubuli rekti ve rete testise farklanirlar (Moore

ve ark., 2008).

Seminifer tiibiiller, interstisyel hiicreleri (Leydig hiicreleri) olusturan mezensimden
ayrilirlar. Leydig hiicreleri sekizinci haftadan itibaren testosteron ve andosteron
salgilamaya baglarlar ve bu hormonlar mezonefrik duktuslarin ve dis genitallerin
maskulin olarak farklanmasmi indiiklerler. Testosteron iiretimini insan koryonik
gonodotropin (hCG) hormonu stimiile eder ve hormonun miktar1 8-12 haftalik
periyodda en yiiksek degerine ulasir. Ayrica fotal testisler glikoprotein bir hormon olan
antimiillerian homon (AMH) veya miillerian inhibitér madde (MIS) adi verilen bir
hormonu da salgilamaktadir. Antimiillerian hormon, Sertoli hiicreleri tarafindan
salgilanir ve bu salgilanma puberteye kadar devam eder fakat daha sonra seviyesi azalir.

AMH, paramezonefrik duktuslarin gelisimini baskilar(Moore ve ark., 2008).

Puberteye kadar solid halde kalan seminifer tiibiillerde puberteden itibaren liimen
gelisir. Seminifer tiiblil duvarinda iki tip hiicre bulunur; Sertoli ve spermatogenetik
hiicreler. Destek hiicreleri olan Sertoli hiicreleri testisin yiizey epitelinden gelisirler.
Spermatogonya, primordial sperm hiicreleri olan bu hiicreler, primordial germ
hiicrelerinden farklanirlar. Fotal testise ait seminifer tiibiillerde Sertoli hiicreleri
cogunlugu olusturur. Daha sonraki gelisme sirasinda, testisin yiizey epiteli diizlesir ve
yetigkin testisin dis ylizeyindeki mezoteli olusturur. Rete testis, efferent duktuslari
olugturan 15-20 adet mezonefrik tiibiiller ile devam eder. Bu duktuslar, duktus

epididimisi olusturan mezonefrik duktus ile baglanirlar (Moore ve ark., 2008).

2.2. Testisin Anatomisi

Erkek iireme hiicrelerinin yapildig1 bir ¢ift organ olan testisler; oval sekilli, yetiskin
insanlarda yaklasik 4-5 cm uzunlugunda, 2,5 cm eninde, 20-30 g agirliginda ve
funiculus spermaticusa asili olarak skrotum iginde yerlesmislerdir. Kivrimli bir deri
kesesi olan skrotumun i¢ yiizii, skrotal septum (septum scrotum) ile iki ayr1 bdliime
ayrilir. Testisler bu bosluklarda bulunur (Yildirim M., 1999; Cumhur M., 2001; Yiicel
H.A., 2003; Moore ve ark., 2006; Moore ve ark., 2007).



Testisler, karmn boslugunun arka duvarinda retroperitoneal olarak gelisirler. Erken fetal
donemde karin boslugu igerisinde bdbreklere yakin olarak yerlesen testisler fetus
gelistikce asagiya dogru hareket ederek dogumdan hemen Once kanalis ingunalis
aracilifiyla skrotuma inerler. Testislerin temel fonksiyonlarini yapabilmeleri i¢in bu inis
zorunludur. Testisler bu inisleri swrasmmda karm ©On duvar1 tabakalarmi da
siiriiklediklerinden dolayr deri, Tunika dartos, Fasia spermatika eksterna, Fasia
kremasterika, Fasia spermatika interna, Tunika vaginalis testis tabakalariyla kaplidirlar
(Oder 1.V., 1986; Kalayc1 S., 1986; Kayali ve ark., 1992; Yildirim M., 1999; Armci K.,
20006).

Skrotum i¢indeki duruslar1 vertikal olmayan testislerin uzun ekseni yukaridan asagi ve
onden arkaya egik, biri (genellikle sol testis) digerine gore 1 cm kadar daha asagida
bulunur (Snel, R.S., 1998). Her bir testisin facies medialis ve facies lateralis olmak
iizere iki ylizli; margo anterior ve margo posterior olmak iizere iki kenari, extremitas
superior ve extremitas inferior olmak iizere de iki ucu vardir (Yildirim, M., 1999; Armci

ve ark., 2000; Cumhur, M., 2001; Yiicel, H.A., 2003).

Testis distan ige; tunica vaginalis’in lamina visceralis’i (epiorchium), tunica albuginea
ve tunica vasculosa olarak ii¢ tabaka ile sarilidir. Testisin biiylik bolimiinii saran Tunica
vaginalis periton katlantis1 olup, embriyonik processus vaginalis’in distal kalintisidir.
Tunica vaginalis; skrotum’un i¢ yiiziinii doseyen lamina parietalis (periorchium) ve
testisi saran lamina visceralis (epiorchium) olarak iki katmandan olusur (Cumhur M.,
2001; Ozan H., 2006). Epididimisin biiyiik kismi ile arka kenarmimn mediyal bdliimii
disinda, testisi saran Lamina visceralis (epiorchium) ve bu iki yapiy1 birbirine baglar.
Lamina parietalis (periorchium), peritonun fascia spermatica interna’yr doseyen
kismidir. Tunica vaginalis’in iki katmani arasinda kalan araliga cavum serosum scroti
denir. Cavum serosum scroti denilen bu aralikta eklem sivisina benzer, testislerin
serbest hareketini saglayan kaygan bir sivi bulunur (Arinci ve ark., 2006; Moore ve ark.,

2006; Moore ve ark., 2007).

Tunica albuginea, lamina visceralis’in altinda testisi distan saran mavimsi beyaz renkli,

fibroz bir katmandir. Tunica albuginea arka kenarinda mediastinum testis adi verilen



kalin ve vertikal bir bolme olusturur. Mediastinum testis, organa damar, sinir ve
kanallarin girip ciktig1 bolgedir. Mediastinum testisden testis i¢ine giren uzantilara
septula testis denir (Yildirim, M., 1999; Cumhur, M., 2001; Armnci ve ark., 2006; Ozan,
H., 2006). Septumlar, testisin derinliklerine dogru 1smsal uzanarak organi piramidal
sekilli 250-300 lobguga (lobuli testis) ayirir. Lobuli testislerin taban kisimlar1 perifere,
tepe kisimlar1 ise mediastinum testise yonelmistir. Her lobguk 1-4 tubuli seminiferi
contorti (seminifer tiibiil) denilen kivrmtili tiiplerden olusmaktadir (Snell, R.S., 1998;
Yildirim, M., 1999; Cumhur, M., 2001; Armnc1 ve ark., 2006; Ozan, H., 2006; Ross ve
ark., 2006).

Testisteki 250-300 lobgukta yaklasik 600-1000 adet seminifer tiibiil bulunmaktadir. Bu
tiibiillerin uzunluklar1 30-70 cm, c¢aplar1 150-250 pm’dir. Tiibiili seminiferi recti denilen
bu kisa diiz kanallarin ¢aplar1 genisleyerek 0,5 mm olur. Tiibiili seminiferi rectiler
mediastinum testise uzanarak ve birbirleriyle anastomoz yaparak rete testisi (Haller ag1)
olustururlar. Rete testis, mediastinum testisin iist boliimiinde sayilar1 12-15 arasinda
degisen efferent kanalciklara acilir ve bu efferent kanalciklar, tunica albuginea’y:
delerek testis disina ¢ikarlar (Yildirim, M., 1999; Yiicel, H.A., 2003; Armc1 ve ark.,
2006; Ross ve ark., 2006; Gartner ve ark., 2007).

Tunica albuginea’nin i¢ yliziinii ve lobguklar1 déseyen damar agi katmanina Tunica
vasculosa denir. Bu damarlar arasinda gevsek bag doku bulunur. Testis ve epididimis,
aortanin dali olan arteria testikiilaristen beslenirler. Testis ve epididimisin venleri, dnce
funiculus spermaticusu saran bir ag seklinde pleksus pampiniformisi, daha sonra da
birbirleriyle birleserek vena testikiilarisi olustururlar. Bunlar da sag tarafta vena cava
inferior, sol tarafta vena renalis sinistraya agilir (Arinci ve ark., 2006; Oder 1.V., 1986;

Yildirim, M., 1999; Yiicel, H.A., 2003).

2.3. Testisin Histofizyolojisi

Spermatogenezin diizenlenmesinde sicaklik dnemlidir ¢linkli spermatogenez 37°C olan
viicut i¢1 sicakligmin altindaki sicakliklarda meydana gelir. Testis sicaklig1 yaklasik
olarak 35°C’dir. Zengin bir vendz ag olan pampiniform pleksus testis arterlerinin

etrafim sarar. Bu aglar testis sicakliginin siirdiiriilmesinde onemlidir ve sicakligi



dagitmak i¢in ters yonlii akimla sicaklik degisimini saglamaktadir. Soguk giinlerde,
skrotum kas1 refleks olarak kasilarak testisleri yukar1 dogru g¢eker, testislerin viicuda
yaklastirilmasi ile 2°C’lik farkin stirekliligi saglanabilir. Bu sekilde, skrotum teorik
olarak, testislere 0zgiil sogutma mekanizmasi olarak goérev yapar. Spermatogenez
iizerinde endokrin faktorler de etkilidir (Ganong, W.F., 1995; Guyton, A.C., 1996;
Hassa ve ark., 2003; Larsen, W.J., 2003; Ross ve ark., 2006, Kierszenbaum AL., 2006).

e Testosteron: Leydig hiicreleri tarafindan salinir ve spermatogenik hiicrelerin
gelismesi i¢in gereklidir.

e Folikiil Uyarict Hormon (FSH): On hipofizden salinir. Sertoli hiicrelerini etkiler.
Adenil siklaz yapimimi, dongiisel adenozin trifosfat (cAMP) artigin1 uyarir. Ayni
zamanda ABP’nin (androjen baglayici protein) sentez ve salgilanmasini harekete
gecirir. Daha sonra ABP testosterona baglanarak bu hormonu seminifer tiibiil
liimenine tagir. Boylece spermatogenez uyarilmis olur.

e Ostrojen: FSH ile uyarilan Sertoli hiicresinde testosterondan yapilmaktadir.

e Luteinlestiricic Hormon (LH): Leydig hiicrelerini etkileyerek spermatogenik
hiicrelerin gelisimi i¢in gerekli olan testosteron yapimini uyarir. Hipofizden LH
salgilanmas1 negatif geri besleme ile diizenlenir. Testosteron sentezinin artmasi
LH salimin1 bagkilar.

e Inhibin: Bu hormon Sertoli hiicrelerinde yapilir ve FSH salmimimni geri besleme
mekanizmasiyla diizenler. Inhibin siirekli salmirsa FSH baskilanir. Ureme
hiicresi say1s1 azalinca da FSH artar. Insanda giinliik sperm iiretimi testis basina
94,6 milyon olarak hesaplanmistir. Spermler disi iireme yollarinda normalde
mevcut olan sivi akintisma karsi hareket etme yetenegine sahiptir ve bu
ozelligine pozitif reotaksis denir. Spermler disi iireme yollarinda bazi kimyasal
maddeler tarafindan ise kendisine dogru cekilir ve bu ozellige de pozitif
kemotaksis denir (Ganong, W.F., 1995; Guyton, A.C., 1996; Fawcett, D.W.,
2002; Hassa ve ark., 2003;).

Kan ve seminifer tiibiillerin i¢ bolgesi arasinda bir bariyerin olmasi, testikiiler sivi
icinde kandan birkag maddenin bulundugu anlamina gelmektedir. Kan testis

bariyerinden Sertoli hiicreleri arasindaki siki baglantilar sorumludurlar ve erkek germ



hiicreleri kandan gelecek zararli maddelere karsi bu sekilde korunurlar. Sertoli
hiicrelerinin farklilasmasi ile sperme 6zgii proteinler ortaya ¢ikar. Cinsel olgunlasmanin
immiinokompetansin gelismesinden uzun bir siire sonra ortaya cikmasi sebebiyle
farklilasan sperm hiicreleri yabanci olarak tanmabilir ve germ hiicrelerinin 6liimiine
sebep olabilecek bir bagisiklik yanitini tetikleyebilirler. Gelisen spermler ve bagisiklik
sistemi arasindaki herhangi bir etkilesimi Onleyen kan testis bariyeri sayesinde
seminifer tiibiillere immiinoglobulinlerin ge¢gmesi Onlenir ki bu durumu serumlarinda
cok yiiksek diizeylerde sperm antikorlar1 bulunan hastalarda olan déllenmede bozuklugu
aciklar. Sertoli hiicre bariyeri boylece seminifer epiteli herhangi bir otoimmiin tepkiden
de korumus olur (Ganong, W.F., 1995; Guyton, A.C., 1996; Fawcett, D.W., 2002;
Kierszenbaum AL., 2006).

2.4. Postnatal Testis Gelisimi

Postnatal testis gelisimi; proliferasyonu, farklilasmayr ve germ hiicrelerinin, Sertoli
hiicrelerinin, miyoid hiicrelerin ve intertisyel Leydig hiicrelerinin apoptotik 6limiinii
kontrol eden, ¢ok 1yi organize olmus parakrin iletisimi icerir. Erigkin testislerinin
normal fonksiyon gorebilmesi i¢in testikiiler hiicrelerin uygun bir sekilde gelisimine

ithtiya¢ vardir (Nurmio, M., 2009).
2.4.1. Germ Hiicrelerinin Gelisimi

Dogumda, sican gonositleri seminifer kordlar i¢inde merkezi olarak yerlesmistir ve
mitotik olarak postnatal donemde 3-8. giinlerde mitozu tekrar baglatana ve bazal
membrana go¢ etmeye baslayana kadar sessizdirler (Beaumont ve ark., 1963; Novi ve
ark., 1968; McGuinness ve ark., 1992). Yeni yerine gecen gonositler spermatogonyal
kok hiicre havuzunu olustururlar ve daha ileride tip A spermatogonyaya farklilasirlar.

Tip A spermatogonyanin proliferasyonu spermatogenezin baglangicina isaret eder.

Sicanlarda, neonatal dénemin bitisi; pubertenin baslangici ile ¢akisir. Insanlarda ise,
dogum ile pubertenin baglamasi arasinda uzun bir siire vardir. Bazi gelisimsel olaylar
klinik olarak fark edilmese de bu uzun puberte 6ncesi donem durgun degildir.
Kemiricilerde oldugu gibi, insan fetal gonositleri dogumda kordun merkezinde

yerlesirler ve bazal membrana dogru hareket ederler. 0-10 yas aras1 ¢ocuklukta germ
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hiicre sayisi, tiibiiler uzunluk ve testis hacmi artar (Muller ve ark., 1983). Puberte
baslangicinda, germ hiicreleri ki artik spermatogonya adini alirlar, daha ytliksek oranda

prolifere olmaya baslarlar (Chemes ve ark., 2001).

Eriskin testisi, kok spermatogonya, farklilasan spermatogonya, primer ve sekonder
spermotositler ve spermatidleri igerir. Spermatogonyumlar, bazal membranin bitigiginde
lokalize olmustur. Tiibiiler limene ilerlerken, spermatogonyumlar, spermatoditlere ve
en son olarak da spermatidlere doniisiir. Bu gelisim siireci, iic asamaya bdliinebilir;
spermatogoniyanin bir seri mitotik boliinmeye gittigi spermatogonyal ¢ogalma, ilk
mayotik bolinmenin sekonder spermatositleri olusturdugu ikinci mayotik boliinme
esnasinda spermatidlerin olustugu mayoz boliinme ve spermatidlerin sperm benzeri
olgun spermatidlere doniistiigii spermiyogenez. Sicanlarda, spermatogenezin devam
siiresi 52 giindiir (Clermont ve ark., 1965) ve insanlarda ise 64-74 gilindiir (Heller ve
ark., 2004; Amann ve ark.,2008). Spermatogenik hiicreler, tiibiillerde birbirlerini dalgali
bicimde ve zaman i¢inde dairesel bicimde izleyen belirgin hiicresel ortaklik icinde
diizenlenmistir. Bunlar seminifer epitelyal dongiiniin asamalar1 olarak bilinir.
Sicanlarda, 14 asama vardir (Leblond ve ark., 1952) ve insanlarda 6 asama (Clermont
ve ark., 1966) vardir. Her bir asama gelismekte olan germ hiicrelerinin benzersiz ve 6zel

bilesimine sahiptir.

2.4.2. Somatik Hiicrelerin Gelisimi

Sertoli hiicrelerinin germ hiicre gelisim siirecinde besinleri ve biiyiime faktorlerini
saglayarak destekleyici gorevleri vardir. Her bir Sertoli hiicresi belirli sayida germ
hiicresinin gelisimini destekleyebilir. Sertoli hiicre sayisinin testikiiler hacim ve sperm
cikist ile yakindan iliskili olmasindan dolayi; gelecekteki dogurganlik agisindan bu

hiicrelerin sayis1 0nemlidir (Orth ve ark., 1988).

Sertoli hiicreleri dogumdan sonra aktif olarak bdliiniir, fakat sicanlarda postnatal 15-18.
giinlerde bolinme durur (Clermont ve ark.,1957, Steinberger ve ark., 1971). Bundan
sonra, Sertoli hiicre sayis1 sabit kabul edilir. Postnatal donemde, Sertoli hiicreleri ilk
olarak testisde esit olmayan bicimde dagitilir. Ama gelisim ilerledik¢e daha organize,

siitun bigimli hale gelirler ve erigkin Sertoli hiicre 6zelliklerini kazanirlar. Sicanlarda,
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postnatal 35. giinde Sertoli hiicreleri erigkin Sertoli hiicresi icin gerekli tiim

karakteristikleri kazanmis olurlar (Ramos ve ark.,1979).

Primatlarda, bebeklik donemi klasik olarak sessiz donem olarak tanimlanmistir ki bu
donemde testis hacmi ya da Sertoli hiicre sayis1 artmaz (Nistal veark., 1982; Paniagua
ve ark., 1984). Diger yandan, seminifer kord uzunlugundaki artis1 ve testisin hacimsel
artigin1  géz Oniine alan degiskenler kullanilirsa, bu donemdeki Sertoli hiicre
farklilagsmas1 ve aktif proliferasyonu agikliga kavusmus olur (Cortes ve ark., 1987; Rey
ve ark., 1993). Yiiksek primatlarm, iki Sertoli hiicre proliferasyon periyoduna sahip
olduklar1 bildirilmistir (Cortes ve ark., 1987; Marshall ve ark.,1996). Birincisi fotal
donemde baslar ve prepubertal donem boyunca devam eder. ikincisi pubertede baslar.
Puberteye kadar testikiiler gelisim esas olarak Sertoli hiicreleri ¢ogalirken artmas tiibiiler
uzunluk sebebiyle olduguna dikkat etmek 6nemlidir. Puberte esnasinda, testis bliyiimesi
germ hiicre sayisindaki artisa baghdir. Seminifer tubiillerin c¢api; germ hiicreleri

cogalirken ve tiibiiler liimen gelismeye baslarken artar.

Leydig hiicreleri, erkek fenotipin gelisimi ve devamliligi i¢in ihtiya¢ duyulan testesteron
ve insiilin benzeri biiytime faktorii 3 ‘U salgilar. Memelilerde iki nesil Leydig hiicreleri
vardir: fetal ve erigkin tip Leydig hiicreleri. Siganlarda, embriyonik 15,5. giinde fetal-tip
Leydig hiicreler ortaya ¢ikar (Roosen-Runge ve ark.,1959; Magre ve ark., 1980). Bu
hiicrelerin orijini belirsizdir ama mezonefor ya da gonadal yiikseltiden gelismekte olan
testise hareket eden mezenkimal-benzeri hiicrelerden orijin aldiklar: ileri siirilmiistiir
(Haider ve ark., 2004). Yetiskin tip Leydig hiicreleri postanatal ikinci haftadan itibaren
farklilasmaya ve fetal tip Leydig hiicrelerin yerini almaya baslar (Lording ve ark.,
1972). Bu yetiskin tip Leydig hiicrelerinin sayis1 postnatal gelisimin besinci haftasina
kadar artar (Lording ve ark., 1972) ve testesteron liretimi ayni sekilde devam eder (Lee

ve ark., 1975).

Biitiin memeli tiirlerinde seminifer tiibiillerin etrafim kusatan peritiibiiler miyoid
hiicreler mezensimden koken alir. Sicanlarda ve farelerde tek kath bir tabaka iken
insanlarda bu tabaka 1 ila 6 tabakalidir (Bustos-Obregon ve ark., 1973). Peritiibiiler

miyoid hiicreler kasilabilir ve onlarin hareketi spermatozoanin ve seminifer tiibiillerdeki
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testikliler sivinin taginmasmi kolaylastirr (Kormano ve ark., 1972). Sicanlarda
peritiibiiler miyoid hiicreler yaklasik postnatal 15. giinde kasilmaya baglar (Kormano ve
ark., 1972). Miyoid hiicreler yapisal destek ve hareketin yaninda seminifer epitelin
diizenlenmesinede aktif olarak katilir. Sicanlarda postnatal testisin biiyiime fazi boyunca
peritiibiiler miyoid hiicreler Sertoli hiicreleri ile uyum icerisindedir ve gelisim boyunca

onlarin yakim iliskisi bilinir (Palombi ve ark., 1992)

2.5. Testis Histolojisi

Erkek iireme sistemi; sperm iireten, sentezleyen ve androjenleri salgilayan testislerden,
digsartya spermatozoa tasimnmasindan sorumlu olan dis kanallar sistemini olusturan
epididimis, duktus deferens, ejekulatuar kanal ve erkek lretrasinin bir parcasindan,
salgilar1 semen kitlesini olusturan ve ejakiile spermatozoaya besinler saglayan aksesuar
bezler olan seminal vezikiil, prostat bezi, biilbotiretral bezler ve erektil dokudan olusan
ciftlesme organi penisten olusur (Sekil 2.2). Testis, epididimis ve duktus deferensin
baslangi¢ kismi tunika vajinalis denilen mezotelyum ile doseli boslugu igine alan
deriyle kapli bir cep olan skrotal kese i¢cinde yer alirlar. Bu yerlesim testislerin viicut

isisindan 2-3°C  diigiik 1sida  olmalarint  saglar  (Kierszenbaum AL., 20006).

Sekil 2.2: Erkek genital sistemi (Histology: A text and atlas, 2003)
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Her bir testis yogun bag dokusundan olusan kalin bir kapsiil olan tunika albuginea
tarafindan ¢evrelenmistir. Tunika albuginea testisin posterior yiliziinde kalinlasir ve bu
kalinlasan bolgeye mediastinum testis ad1 verilir. Bu fibr6z septa beze dogru ilerler ve
testikiiler lobiil ad1 verilen yaklasik 250 ila 300 piramidal lobiile bdler. Aralarinda
cogunlukla iletisim olan bu herbir lobiilden biri gevsek bag dokusu ile sarili 1-4
seminifer tiibiil igcerir. Bu bag dokusunda bol miktarda kan ve lenf damarlari, sinirler,
makrofajlar ve androjen lreten Leydig hiicreleri gibi interstisyel hiicreler bulunur.
Erkek tireme hiicreleri olan spermatozoonlar1 olusturan her bir seminifer tiibiil yaklasik
150-250 um capinda ve 50 cm uzunlukta iki ucu U seklinde olan ve rete testise acilan
tiiplerdir. Karmagik yapida c¢ok kath bir epitelyum ile doselidir. Kivrimli tiibiiller bir
sebeke olustururlar ve bu sebekedeki her tiibiil baglangigta kor ucludur ve dallara ayrilir.
Her bir tiibiil sonlanirken limeni daralir ve tubuli rekti denilen diiz tiibiiller halinde
devam eder. Bu diiz tiibiiller, seminifer tiibiilleri rete testise baglar. Rete testis,
seminifer epitelyumun {iriinlerini (testikiiler sperm, salgisal proteinler ve iyonlar)
toplayan kanallar agidir. 10-20 duktuli efferentes ile epididimisin bag kismimni baglar
(Sekil 2.3) (Jangueria ve ark., 1998; Kierszenbaum AL., 2006; Ross ve ark., 2003).

epididimis

duktus deferens : ek

seminifer tubul

epididimis
govdesi septum
mediastinum tunika
testis albuginea
rete testis
tunika
vajinalis
diz tiballer

epididimis kuyrudu

Sekil 2.3: Testis ve genital kanallar (Histology: A text and atlas, 2003)
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2.5.1. Seminifer Tiibiiller ve Hiicreleri

Somatik hiicreler ve germ hiicrelerinden olusan o6zellesmis seminifer epitelyum ile
doseli merkezi bir limenden olusan seminifer tiibiiller 30-70 cm uzunlugunda, 150-200
mikron genigliginde ¢ok kivrintili kanalciklardir. Seminifer epitelyum bir bazal
membran ile kollajen lifler, fibroblastlar ve kasilabilir miyoid hiicrelerden olusan tunika
propria ile ¢evrilidir. Kivriml tiibiiller lobiiliin apeksine dogru kivrimlarint kaybederek
diiz tiip bicimi alir. Bunlar tubuli rekti olarak adlandirilirlar. Bosaltic1 duktuslarin ilki
tubuli rektilerdir. Diiz tiibiiller mediastinumda bulunan anostomozlasan kanallar olan
rete testis ile devam eder. Rete testis, duktus deferens ile epididimisin bas kismina
baglanmistir (Aktiimsek A., 2004; Jangueria ve ark., 1998). Seminifer tiibiiller bir fibroz
bag dokusu kilifi, bazal lamina ve kompleks bir germinal veya seminifer epitelden
olusur. Seminifer epitelde germ hiicreleri olan spermatogenik hiicreler ve germ
hiicrelerine destek olan ve onlar1 besleyen Sertoli hiicreleri vardir (Sekil 2.4). Birbiri
iizerine siralanmis farkli gelisim asamasinda olan spermatogenetik hiicrelerden bazal
membrana en yakin olan1 spermatogonyumlardir. Spermatidler ise liimene en yakin
bulunan, daha olgun hiicrelerdir. Liimende spermiyumlar izlenir. Spermatogenik
hiicrelerin bi¢imleri farkli oldugundan tiibiil iimeni diizensiz goriiniimliidiir (Jangueria

ve ark., 1998; Esrefoglu M., 2009).

Sitoplazmik kopruler

g::nnmidlgr - rken spermatidler
Gec spermatid] Sekonder

a ] i % |
Mayoz— <My L]

P |

spermatositler

- o Primer
r spermatositler

Intertrsyel hucreler

Sekil 2.4: Seminifer tiibiiliin sematik gosterimi (Jangueria ve ark., 1998)
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2.5.1.1. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri bazal laminadan liimene dogru uzanan ¢ok yonlii ve spermotogenik
serideki hiicreleri kismi olarak saran uzamis piramidal hiicrelerdir. Sertoli hiicrelerinin
tabanlar1 bazal laminaya tutunur, apikal uclar1 ise siklikla seminifer tiibiiliin [limenine
uzanir. Tiibiiller aras1 bosluk ve seminifer tiibiil liimeni arasinda koprii hiicreler olarak
gorev yaparlar. Sitoplazmalar1 eozinofilik, bazale yerlesmis bir iki c¢entikli oval
cekirdekleri vardir ve ¢ekirdekgik belirgindir. Sertoli hiicresinin apikal ve lateral hiicre
membranlarinin smirlart diizensizdir. Elektron mikroskopu ile yapilan incelemelerde
genis bir niikleolus ve heterokromatine sahip iiggen bigiminde olan uzamis oluklu
niikleus, sitoplazmada bol miktarda diiz endoplazmik retikulum, bir miktar graniilli
endoplazmik retikulum, 1yi gelismis Golgi kompleksi, ¢ok sayida mitokondrion,
lizozomlar ve vimentin, aktin ve mikrotiibiillerden olusan zengin bir hiicre iskeleti
goriiliir. Sertoli hiicrelerinin ¢ogalamamalarinin nedeni erginde mitotik aktivitelerinin
olmamasidir. Sertoli hiicreleri 6zellikle enfeksiyon, kotii beslenme, x-15m1 15mimi gibi
olumsuz kosullara karsi oldukca dayanikhidirlar ve bu zararli etkiler karsisinda

spermatogenik seri hiicrelerine gore ¢ok daha direnclidirler.

Komsu Sertoli hiicrelerinin uzantilar1 birbirlerine siki baglantilarla baglanmistir ki bu
sik1 baglantilar sayesinde kan-testis bariyerini olusturur ve epitelyum tabakayi
bolmelere (kompartman) ayirir. Spermatogonyumlar ve erken primer spermatositler,
icine kanda bulunan materyallerin serbest¢e girebildigi bazal kompartmanda yerlesirler.
Spermatogenez sirasinda spermatogonyum serisi, bu baglantilardan bir sekilde gecerek
adluminal kompartmana cikarlar. Sertoli hiicrelerinin arasindaki siki baglantilarin
olusturdugu kan-testis bariyeri ile gelismekte olan spermatositler ve spermatidler
kandan gelen iirtinlerden ve otoimmiin reaksiyonlardan korunurlar. Spermatositler ve
spermatidler, Sertoli hiicrelerinin apikal ve lateral kenarlarindaki derin girintilerde
yerlesmislerdir. Spermatidlerin flagellar kuyruklar1 gelistik¢e bunlar Sertoli hiicrelerinin
apikal uclarindan ¢ikan piskiiller seklindeki c¢ikintilar halinde goriiliirler. Sertoli
hiicreleri ‘gap junction’ denilen birlesmelerle de iliski kurar ve bu yolla hiicrelerin
iyonik ve kimyasal aligverisi saglanir. Bu da seminifer epitelyum siklusunun

koordinasyonunda énemlidir.
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Sertoli hiicrelerinin 6nemli fonksiyonlar1 vardir;

Gelismekte olan spermatogenik seriye ait hiicreleri desteklemek, korumak ve
beslemek.

Komsu sertoli hiicrelerinin olusturduklar1 bariyer ile sperm hiicrelerini
immiinolojik saldiridan korumak.

Seminifer tiibiil liimenine genital kanallar yoniinde akan ve sperm hiicrelerinin
kolay bir sekilde tasinmasi i¢in kullanilan bir siv1 salgilamak.

Seminifer tiibiill i¢inde spermatogenez igin gerekli olan testosteronunun
yogunlagmasint saglayan androjen-baglayict proteini (ABP) salgilamak.
Androjen baglayici protein (ABP) sekresyonu Sertoli hiicreleri tarafindan FSH
ve testosteron kontrolii altinda gerceklestirili. Bu protein, gelisen
spermatogenik hiicrelerin ¢evresinde spermatogenez i¢in gerekli olan testosteron
yogunlugunu saglar.

Testosteronu Gstradiol haline ¢evirmek.

Spermiyogenezin son evresinde spermatidler tarafindan atilan artik cisimcikler
olarak adlandirilan fazla hiicre kisimlarmin lizozomlar tarafindan fagositoz ile
sindirilmesi.

Hipotalamus ve 6n hipofiz bezinden Folikiil uyarici hormon (FSH) sentez ve
salmmasini 6nleyen inhibin adli peptidi ve FSH salinimi iizerine olumlu bir etki
gosteren aktivini salgilamak.

Embriyonun gelisimi sirasinda AMH ( Anti Miillerian Hormon)’u salgilamak.
Anti Miillerian hormon embriyonik gelisme sirasinda erkek fetusta Miiller
(paramezonefrik) kanallarin  gerilemesini saglayan bir glikoproteindir.
Testosteron ise Wolf (mezonefrik) kanallardan kdken alan yapilarin gelismesini
saglar.

Erkek tireme hiicrelerine demir tasidigina inanilan testikiiler transferinin
sentezlenmesi ve salgilanmasinda gorev almak (Canillioglu Y., 2008; Bozdogan

S.,2012;)
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2.5.1.2. Spermatogonyumlar

Spermatogonyumlar bazal kompartmanda yerlesik bazal lamina ile direkt iliskide olan
12 um c¢apmda diploid spermatogenik hiicrelerdir. Kan-testis bariyerinin disinda yer
almalarinin nedeni Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin altinda yer
almalaridir. Spermatogonyal kok hiicrelerin erkek fertilitesinde dnemli etkileri vardir.
Bu hiicreler kismen sessiz hiicrelerdir ve bu nedenle radyasyon ve kanser
kemoterapisine direnglidirler. Mitotik olarak béliinen spermatogonyumlar, mayotik
boliinen spermatositler ve farklilasmakta olan spermatidler kanser kemoterapisine ve
radyasyona duyarhdirlar. Spermatogonyal kok hiicreleri radyoterapi ve antikanser
kemoterapisinin ~ sonlandirilmasindan  sonra  spermatogenik  siireci  yeniden
olusturabilirler. Bunlar c¢ekirdegin biiytlikliigli, kromatin dagilimi ve histokimyasal
ozelliklerine gore iki tipdir Jangueria ve ark., 1998; Kierszenbaum AL., 2002 Gartner
ve ark., 2003; Cooper ve ark., 2007);

1. Tip A (Kok hiicre): Seminifer tiibliliin bazal laminasi1 {izerine oturmus yassi
cekirdekli hiicrelerdir. Kromatin igerigine gore koyu ve agik olarak ayrilmakta ve koyu
olanlar rezerv hiicreler olarak kabul edilmektedir. Mitozla ¢cogalinca yarist Tip A olarak
kalir, yaris1 biiyliyerek Tip B’ye doniisiir. Tip A spermatogonyum spermatogenik
serinin kok hiicreleridir.

2. Tip B: Ana spermatogonyumlardan daha biiyiikk hiicrelerdir. Cekirdegi ¢ok
yuvarlaktir, koyu boyanir. Tip B’nin mitozla ¢ogalmasiyla olusan hiicrelerin hepsi

farklilasarak primer spermatositi yapar ( Rihtim T., 2011)

2.5.1.3. Primer ve Sekonder Spermatositler

Tip B spermatogonyumlar mitotik bdliinmeler gegirdikten sonra son S fazimi (DNA
sentezi) tamamladiktan hemen sonra mayoz boliinmenin profaz asamasina girerler.
Spermatogenik hiicrelerin esas DNA sentez aktivitesinin bu son asamasi mayozun
profaz I asamasina baslayan bir primer spermatositin spermatogonyuma gore iki kat
DNA miktarina sahip olacagini belirler. iki basarili mayotik hiicre bdliinmesi geciren
spermatositler Sertoli hiicreleri arasindaki tikayici baglantilarin hemen iizerinde,
seminifer tiibiiliin adluminal kompartmaninda yer alirlar. Dolayisiyla, mayoz

bolinmeler kan-testis bariyerinin iginde gerceklesir (Jangueria ve ark., 1998;
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Kierszenbaum AL., 2002 Gartner ve ark., 2003; Kierszenbaum AL., 2006; Cooper ve
ark., 2007).

Primer spermatositler seminifer epitelin orta bolimiinde bulunan, kiire ya da oval
bicimli hacmi en biiylik olan hiicredir ve iki adet sekonder spermatositi olusturmak
iizere birinci mayoz boliinmeye giderler. Primer spermatositlerin mayoz boliinmesi
sonucu olusan haploid kromozomlu kiigiik hiicreler olan sekonder spermatositler ¢ok
hizl1 bir sekilde interfaz agamasi ve belirgin bir DNA sentezi olmayan (sadece tamir
DNA sentezi meydana gelir) ikinci mayoz boliinmeye giderler. Sekonder spermatosiler
herhangi bir hiicre boliinmesi gostermeden sperm seklinde olgunlasan iki adet spermatid
meydana getirir. Birinci mayoz bdliinmenin sonunda, primer spermatositin 4C DNA
miktar1 sekonder spermatositte 2C’ye diiser. Ikinci mayoz béliinme sonucunda 2C DNA
miktar1 1C’ye diiser. Meydana gelen spermatidler haploid spermatidlerdir ve
spermiyogenez denilen karmasik bir faklilagsma siirecini baglatirlar (Kierszenbaum AL.,

2006).

2.5.1.4. Erken ve Ge¢ Donem Spermatidler

Spermatidler eminifer tiibiil limenine yakin adliiminal kompartimanda bulunan mayoz
boliinme sonucunda olusan haploid hiicrelerdir ve spermatogenez asamasinda
spermatozoanin olusumundan 6nceki en son hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri tarafindan
beslenerek yeniden sekillenirler (Kierszenbaum AL., 2006). Erken spermatidler,
yuvarlak ve poligonal sekillidirler ve c¢ekirdeklerinde heterokromatin bulunmaz ve
belirgin bir golgi kompleksleri bulunur. Akrozom gelismesinin kep asamasinda
Periyodik asit Schiff (PAS) ile pozitif reaksiyon gostererek yuvarlak sekilli goriiniirken
gec spermatidler ise yine PAS pozitif reaksiyon gostererek akrozomlarinin uzamis

haliyle goriiniirler (Zhengwei ve ark., 1990; Cooper ve ark., 2007).

2.5.1.5. Spermatozoa

Kompleks fonksiyonlarmi yerine getirebilmek icin oldukca 6zellesmis bir morfolojiye
sahip olan spermiyum temel olarak enerji iiretilmesinden ve hareketlilikten sorumlu

olan kuyruk ile DNA’y1 i¢eren ve ovositin zona pellusidasini tanityarak sperm-ovosit
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birlesmesini saglayan bas bolgesinden olusur. Bu her iki temel bolge de kendi iclerinde

fonksiyonlarma gore alt bolgelere ayrilmigslardir.

2.5.1.5.1. Kuyruk

Enerji iiretim bolgesi olan spermiyumun kuyruk bodlgesi sperm hareketinden
sorumludur. Fertilizasyonun gerceklesmesi i¢in hareketlilik gerekli bir 6zelliktir.
Spermiyum  Oncelikle epididimisde hareketli hale gelir ve hareketlilige
postejakulasyonun erken donemlerinden baslayip, servikal mukusu ge¢cmek, utero-tubal
birlesimi gegmek ve ovosite ulasmak i¢in ihtiya¢ duyar. Insan spermiyumu kuyrugu
dort ana bolgeye ayrilabilir; kisa bir baglant1 pargasi, orta parga, esas par¢a ve son
(terminal) parca. Fonksiyonuna bagli olarak her bir bdlgenin farkli yapis1 vardir. Bu
dort bolgeye aksonom ve dis yogun fibriller denilen iki diger yapi eslik eder. Dort
parcanin bazilarinda ortak olduklarindan dolayr bu yapilar ayr1 yapilar olarak

degerlendirilirler.

Spermiyumun kuyrugunun dort pargasinda da aksonom ya da aksiyel filaman mevcuttur
ve bu filamanlar kuyrugun motor parcasini olusturur. Aksonom yapisi tiim okaryotik
hiicrelerde bulunan silya ve flagellum yapisina benzer. Iki adet merkezi mikrotiibiil ve
esit araliklarla dizilmis dokuz adet mikrotiibiil ¢iftinden olusur. Dokuz adet periferal
mikrotiibiil ¢ifti saat yoniinde birden dokuza kadar numaralanir. Burada bulunan dinein
kollar1 araliklarla dizilirler ve pozisyonlarma gore i¢ ya da dis adini alirlar. Bu kollar
kuyruk hareketinde 6nemli role sahiptirler ¢iinkii mitokondriyonlarda olusan kimyasal
enerjiyi kinetik enerjiye gevirerek hareketi saglarlar. Bu kollarin temel molekiilii Ca+2
Mg+ bagimli ATPaz izomer proteini olan “dinein”dir. Komsu tiibiillerin birbirine
goreceli olarak kaymalarin1 saglayan dinein kollar1 kas kasilmasinda gozlenen kayan
filamanlara benzer bir mekanizma ile kuyruk hareketini meydana gelir (Farrell, K.W.,

1982).

Kuyruk ile sperm basi arasinda 0.5 pm uzunlugunda kisa parcaya baglanti pargasi denir.
Ana parcalari; “kapitulum (basgik)” denilen siki, kubbe seklinde bir fibroz yapi ile
segmentli kolonlardir. Kafa-kuyruk baglantisi, kapitulum ve niikleusun kuyruga bakan

ylizeyinde uzanan bazal plak arasinda yer alan gesitli proteindz filamanlar tarafindan
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saglanir. Proksimalde yer alan iki parcali kolon yapis1 kaynasarak, kapituluma gomiilen
iki biiylik ve bes kiiciik kolonlar1 meydana getirirken, distaldeki dokuz kolon {ist {iste
gelerek orta parcadaki dis yogun fibrillere tutunurlar (Curry MR, W.P., 1995). Bu
kolonlarin iizerinde, birbirleriyle 6,5 nm araliklarla dizili enine ¢izgilenmeler vardir. Bu
kolonlarin fonksiyonu heniiz net olarak bilinmemekle birlikte, bunlarin adeta bir eklem
gibi bir arada oldugu, dolayisiyla spermin boyun biikme hareketlerine kapitulum-bazal
plak baglantisina zarar vermeden esneklik sagladigi diistiniilmektedir (Curry MR, W.P.,
1995).

Bir dis yogun fibril ile iliskide olan her bir mikrotiibiil ¢ifti parcali kolonlarin
distalinden baglayarak esas par¢a kisminda sonlanirlar. Dis yogun fibriller enine
kesitlerde gozyasi damlast seklinde izlenirler. Dis yogun fibrillerin yuvarlak, genis
kisimlar1 dista yer alirken daralan kisimlar1 ise aksonom tarafindadir. Her biri icte
mediilla ve dista onu saran korteksten olusur. Kesintili olan kortekse ragmen mediilla
oldukca kararli bir yapidir. Ancak, korteks az stabil olup Sodyum Dddesil Siilfat (SDS)
uygulamasi ile ¢6ziiniir. Bu fibriller, kasilabilir proteinler igermezler ancak ATPaz ya da
Ca+2 baglayict rolleri nedeniyle hareketliligin kontroliinde bir rolleri olabilecegi gibi
bunlarin kuyrugun sert yapisini destekleyerek asimetrik dizilimlerinin kuyrugun

hareketlerine izin verdigi diisiiniilmektedir (Serres ve ark., 1983).

Orta pargast kuyrugun 3,5 pm uzunluktaki parcasi olup baglant1 pargasmin en
distalindeki anulus hizasina kadar uzanir. Anulus orta parca ve esas parca arasindaki
baglantiy1 isaretleyen cevresel banttir. Cesitli sayida sarmal dizilimli mitokondriyonlara
sahip olmasi orta parcanm en &nemli karekteristik 6zelligidir. Insan sperminin
mitokondriyonlar1 diizensiz araliklarla diziliyken, diger tiirlerde bu dizilim yiiksek bir
organizasyon gosterir. Sperm mitokondrisinin dis membrani oldukg¢a stabil bir yap1
gosterirken, i¢ membran yapis1 diger hiicrelerdekilere benzer. Bunun nedeni distilfit
baglarmmin varlig1 olabilir. Bu tiir bir dig membranm fonksiyonunun kuyruk hareketi
sirasindaki gerilmelere dayaniklilik olabilecegi diistiniilmektedir (Curry MR, W.P.,
1995; Phillips, D., 1970).
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Esas parca kuyrugun en uzun parcasidir (55 pm) ve anulustan terminal parcanin
proksimaline kadar uzanir. Aksonom ve dig yogun fibrilleri saran sitoiskelet yapisindaki
fibroz kilif igermesi karakteristik 6zelligidir. Fibroz kilif merkezi mikrotiibiil ¢iftinin
diizleminde bulunan 2 periferal, longitiidinal kolona sahiptir ve bu kolonlar siki
paketlenmis filamanlar olan kurdele benzeri yapilarla birbirlerine baglanirlar. Fibroz
kilifin yapisal proteinleri arasindaki disiilfit baglar1 biitiin yapiy1 oldukea stabil bir hale
getirirler. Gorevlerinin ayn1 dis yogun fibrillerin de oldugu gibi elastik bir korse yapisini
saglayarak kuyruk hareketini kontrol etmek oldugu diistiniilmektedir (Curry MR, W.P.,
1995).

Fibroz kilifin ilerisinde kuyrugun 3 pum uzunlugundaki terminal pargasi yer alir. Bu
parcada aksonomun mikrotiibiiler elemanlar1 sonlanir. Ortada yer alan mikrotiibiil ¢ifti
yok olur ve dis mikrotiibiil ¢iftlerinden iki tanesi merkeze hareket ederek, 7 adet
rastgele dagilmis mikrotiibiil ¢ifti tarafindan sarilir. Ciftler ayrilir ve B tiibiilleri yok
olarak, sadece 1 mikrotiibiilden olusan ve yalnizca hiicre membrani ile ¢evrelenmis
yapiy1l olusturur. Dolayisiyla, kuyrugun ucuna dogru gidildikce kalan tiibiillerin

miikemmel bir sekilde sonlandirilmasi gergeklesir (Pedersen, H., 1972).

2.5.1.5.2. Bas

Sperm basmin fonksiyonlari; DNA’y1 igermesi, korumasi ve fertilizasyon sirasinda
icerigini ovosite aktarmasidir. Bunu gerceklestirmek icin; DNA erkek prontikleusunun
olusmasma kadar stabil bir formda tutulmalidir, spermiyum ovositin etrafindaki
tabakalar1 ge¢meli ve ovosite ulasmalidir, sperm ve ovosit taninmasi i¢in tiire 6zgii bir
mekanizma olmalidir ve ovosit membrani ile flizyon yeteneginde olmalidir. Bu
fonksiyonlarmi gercgeklestirmek i¢in sperm hiicresinin bas kismi az sayida organele
sahiptir. Bu organeller niikleus disinda bas bodlgesinde bulunan akrozom ve
postakrozomal kiliftir. Biitlin memelilerde ortak olan sperm bagsinin temel
organizasyonuna ragmen hem niikleusun hem de akrozomun dolayisiyla sperm basmin
sekli ve boyutu farkli ve tiire 6zgiidiir. Insan spermiyumunda bas sekli pleomorfik
olarak tanimlanir ve bu tanim heterojen tipteki sperm seklini ifade eder ve sonucta

normal sekil ve boyut tanimmi oldukga gii¢lestirir. Bununla birlikte, normal sperm
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basinin yaklasik 4-5 pm uzunlugunda ve yaklasik 3 um genisliginde oldugu kabul edilir
(Siegel ve ark., 1987).

Akrozom spermiyum niikleusunun 6n kismini ¢evreler ve bir takke benzeri membrana
baglh vezikiildiir. Nikleusun yaklasik {ticte ikisini kaplayan akrozom insan
spermiyumunda goreceli olarak kiicliktiir ve 6n kenarmn ucuna kadar uzanmaz. Dis
akrozomal membran hemen hiicre membrani altinda uzanir ve akrozom sapkasinin arka
kenarlarinda niikleer kilifin {izerine uzanan i¢ akrozomal membran ile devam eder.
Birbirine paralel uzanan bu iki membran aralar1 dar bir bosluk olan akrozomal matriks
ile doludur. Bu matriks ¢ok sayida cesitli hidrolitik enzimleri igerir. Bunlardan en
onemli iki tanesi ve en 1yi tanimlananlar1 hiyaliironidaz ve proakrozin denilen inaktif

zimojen formunda bulunan tripsin benzeri proteinaz akrozindir (Siegel ve ark., 1987).

Asit fosfataz, fosfolipazlar, N-asetilglikozaminidaz ve kollajenaz ise akrozomal
matriksteki diger enzimlerdir. Bazi hayvan tiirlerinde yapilan ¢alismalarda bu cesitli
enzimlerin akrozomda rastgele dagilmadiklar1 aksine paketlenmis bir halde
bulunduklar1 dolayisiyla sirali bir aktivasyon mekanizmasiyla salindiklar1 hakkinda
kanitlar vardir. Bu enzimler akrozom reaksiyonu denilen temel bir ekzositotik olayla
salmirlar. Spermiyumun belirgin bir 6zelligi, ekvatoryal bolge denilen akrozomal kilifin
arka smirinda yer alan stabil bolgenin varligidir ve 6n akrozomun enzim igeren matriks
yapist bu bolgede mevcut degildir. Insan spermiyumunda ekvatoryal bdlge ayni
zamanda vimentin birikimine sahip bir alandir. Bu 6zellik sitoskeletal elemanlarin
varlig1 ile giliclenen oldukca stabil bir membran yapisini akla getirir. Akrozomal
reaksiyonun ardindan ekvatoryal bdlge bozulmadan kalir. On akrozom ve ekvatoryal
bolge arasindaki smirda dig akrozomal membran hiicre mebrani ile birleserek akrozomal
sapka kaybinin ardindan hiicre biitiinliiglinii korur. Ekvatoryal bdlgenin iizerini 6rten
plazma membrani bdlgesi sperm-ovosit taninmasinin ve flizyonunun gerceklestigi
alandir. Bu nedenle akrozomun ekvatoryal bolgesi bu kritik membran alaninda 6zellikle
zona pellusida penetrasyonu sirasinda sikica stabilize edilmistir (Holt, W.V., 1979;

Virtanen ve ark., 1984; Curry MR, W.P., 1995; Morales ve ark., 2004).
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Plazma membrani sperm basinin 6n bdlgesini ¢evreler ve iki dnemli islemde yer alir.
Bunlar; zona pellusidayr tanima ve baglanma ile ekzositotik akrozom reaksiyonu
sirasinda alttaki dis akrozomal membranla birlesmedir. Bu fonksiyonlarin her ikisi de
kapasitasyonla birlikte meydana gelen membran yapismin belirgin 6zelliklerin
degismesiyle iligkili olabilir. Zonaya baglanma muhtemelen bu bélgede yogun olan
membran glikokaliksinde bulunan kompleks glikokonjugatlar aracilig: ile gergeklesir.
Bununla birlikte spesifik karbonhidrat kisimlarmi tanimalar1 nedeniyle lektinler hiicre
yilizey proteinlerinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilirlar (Elgavish ve ark.,

1997).

Ovosit ile sperm membranlarinin birlesmesinin gergeklestigi tek olan bdlge ekvatoryal
bolgedir. Bununla birlikte, sperm-ovosit birlesmesi ancak akrozomal reaksiyon
tamamlandiktan sonra gerceklesebilir ve buna dayali olarak akrozomal reaksiyon
sirasinda ekvatoryal bolgede onemli fizyolojik membran degisikliklerinin goriildiigii
sOylenebilir fakat bu fikri destekleyecek onemli bir yapisal degisikligin membranda
olmadig1 anlagilmistir. Ekvatoryal bolgedeki membran biiyiik oranda stabildir ve
muhtemelen 6n ve arka postakrozomal membran bolgeleri arasindaki intramembrandz

partikiil gecisini Onleyen bir bariyer gorevi yapar (Yanagimachi, R., 1988).

Akrozomun hemen altinda olan periniikleer materyal akrozomu niikleustan ayiran ince
bir tabakadir. Bu tabaka disiilfit kopriileri ile saglamlastirilmis niikleusu orten devamli
bir tabaka olusturur. Akrozom ve niikleus arasinda ¢imento benzeri bir madde olarak rol
alir. Bu madde akrozomun arka kisminda postakrozomal kilifi olusturur. Yapisi
kompleks olmasina ragmen postakrozomal kilifin fonksiyonu hakkinda belirgin bir bilgi

heniiz bilinmemektedir.

Sperm niikleusunun kromatini DNA ile arjinin ve sisteinden zengin ve protaminler
denilen bazik proteinler icerir. Somatik hiicrelerden farkli olarak sperm
niikleoproteinleri tiirler arasinda farkliliklar gosterir. Birgok memeli tiiriinde bir adet
predominant protamin mevcutken insan ve fare spermlerinde iki adettir. Protaminler
DNA’daki fosfat-ester catisinin yiikiinii ntralize ederek kromatinin siki paketlenmesini

saglar. Protaminlerin sistein igerigi serbest tiyoller arasindaki disiilfit c¢apraz
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kopriilerinin olusmasina izin verir. Niikleusa oldukga stabil keratinoid karakterini veren
bu capraz baglanma spermiyogenezin ge¢ basamaklarinda baglar ancak esasen
epididimisten gecis swrasinda tamamlanir. Niikleusun bu yiiksek stabilitesi ve bu
stabiliteyi bozmak i¢in gerekli olan ciddi uygulamalar kromatin paketlenmesinin
diizenlenmesinin anlasilmasini zorlastirir. Niikleus haploid sayida kromozom sayisma
sahiptir ve her bir kromozom ¢iftinin bir tanesini igerir. DNA tamamen inaktiftir ve
spermin ovositin i¢ine girmesinden sonra protaminlerin yer degistirmesine kadar replike

olmaz (Kolk ve ark., 1975).

Sperm genotipi tarafindan belirlenen niikleusun sekli birgok tiirde tek tip olan tiire 6zgii
karakterdedir. Uzayarak incelenden, kisa yuvarlak niikleuslara kadar degisen
cesitlilikler gdstermesi nedeniyle insan spermatozoasi bu kuralin istisnasini olusturur.
Niikleus seklinin degiskenligi morfolojik olarak normal yani oval sekilli insan sperm
cekirdegini tanimlamay1 zorlastirir. Niikleusun seklindeki bu degiskenlik kromatin
kondenzasyonundaki degiskenlige baglanabilir. Ciinkii bircok niikleusta g¢esitli
vakuoller ve zayif kondanze olmus kromatin alanlar1 bulunabilir. Bu vakuollerin ve
diger kondanzasyon defektlerinin spermiyumun fertilizasyon kabiliyetini olumsuz
yonde etkileyip etkilemedigi heniiz bilinmemektedir. Plazma membrani ve niikleus zar1
arasindaki cevresel bir baglanti noktast olan posteriyor halka kiicik membran
partikiillerinden olusan bir seri ¢izgilenmelerden meydana gelir. Posteriyor halka
kuyrugun annulus yapisina benzer olarak membran boélgeleri arasinda fiziksel bir
bariyer olup, kuyruk ile bas bolgelerini aywran temel bir boliinme noktas1 olarak gorev
yapar. Bu ¢izgili bandlarin 6n tarafinda yer alan ve niikleer delikler icermeyen niikleer
kilif, i¢ ve dis laminalar1 arasinda daralir. Bu sira dis1 0zellikler muhtemelen yiiksek
oranda kondanze olmus kromatin yapisi ile sperm niikleusunun kararli yapisini yansitir

(Pedersen, H., 1972; Bedford JM, HD.,1990).

Sitoplazmik damla, spermiyogenez sirasindaki hiicrenin morfolojik olarak yeniden
sekillenmesinden sonra, arta kalan (rezidiiel) sitoplazma kalintilarni igerir. Insan
spermiyumu kuyrugun orta parga ve baglanti parcgasi ¢evresinde ¢ok sayida ribozom ve
mitokondri gibi organel fazlaliklarini iceren sitoplazmik bir damla igerir (Bedford JM,

HD.,1990).
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Sperm plazma membranmi bir¢ok hiicre tiplerinin aksine yap1 ve fonksiyon olarak
oldukc¢a heterojendir ve keskin smirlarla ayrilmis ¢ok sayida membran bdlgesi igerir.
Sperm plazma membran1 membranin hem yiizey ozelliklerini hem de ii¢ boyutlu
yapisini yansitir ama farkl olarak erkek iireme yollarindan gecis sirasinda olusturulan
membran bdlgelerinin bilesenleri ve yapilar1 sabit degildir ve buna bagl olarak disi
iireme yollarindaki kapasitasyon sirasinda yeniden organize olur. Sperm ylizeyi bes
belirgin membran bdlgesine sahiptir, her biri altindaki hiicre kompartmaniyla yakindan

iligkili olup her biri hiicre fonksiyonunun degisik asamalarinda gérev alir.

Kuyruk orta pargasi ve esas pargasi lizerinde iki farkli plazma membrani bolgesi vardir.
Bas bolgesinde ise, ekvatoryal bolge, postakrozomal bolge ve akrozomu orten bdlge
olmak {izere ii¢ belirgin plazma membrani bdlgeleri mevcuttur. Ayrica, membran
ylizeyinde elektriksel yiikler agisindan da farkhiliklar vardir. Birbirinden farkh
bolgelerin snirlanmas1 gorevini iistlendigi diisiiniilen ve plazma membraninin altinda
yer alan hiicre iskeleti elemanlarmin da bolgesel 6zellesmeleri oldugu yoniinde kanitlar
vardr. Hiicre 6liimiiyle birlikte bolgesel yapilarin kaybolmasi membran bdlgelerinin
biitlinliigiiniin devaminda en azindan kismen hiicre i¢indeki aktif bir siirecin rol aldigini
gosterir. Ozgiin bdlgesel membran igerigi, kapasitasyon ve hareketlilik gibi bir¢ok

hiicresel islevin ayn1 anda basarilmasini kolaylastirir (Friend ve ark., 1974).

2.5.2. interstisyel Alan ve Hiicreleri

Testis kiitlesinin %25-30’unu gevsek bag dokusu olusturur. Seminifer tiibiillerin
arasinda yer alan interstisyel bag dokusu, kollajen lifler, kan ve lenfatik damarlar,
sinirlerden zengin gevsek bag dokusudur. Bu dokuda fibroblastlar, makrofajlar, mast
hiicreleri ve farklilasmamis mezensimal hiicreler bulunur. Leydig hiicreleri veya
interstisyel hiicreler olarak adlandirilan yuvarlak veya poligonal sekilli, yuvarlak
niikleuslu, asidofil sitoplazmali hiicreler bag dokusu igerisinde tek tek veya gruplar

seklinde goriiliirler (Leeson ve ark., 1988; Esrefoglu M., 2009).
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2.5.2.1. Leydig Hiicreleri

Leydig hiicreleri veya interstisyel hiicreler olarak adlandirilan bu hiicreler yuvarlak veya
poligonal sekilli, yuvarlak niikleuslu, asidofil sitoplazmali olup bag dokusu igerisinde
tek tek veya gruplar seklinde goriiliirler. Testisleri meydana getiren lobiiller arasindaki
bag dokusu bdlmelerinde bulunurlar (Leeson ve ark., 1988). Leydig hiicreleri
testosteron hormonu tiretimi ve salgilanmasindan ve ikincil cinsiyet karakterlerinin
gelismesinden sorumludur. Bu hiicreler salgiladiklar1 testosteron hormonu ile
spermatogenezi devam ettirir ki testesteronun yaklasik olarak % 95’ini iiretirler

(Bakalska ve ark., 1999; Kim ve ark., 2000; Fujisava M., 2011).

Leydig hiicreleri steroid sentezleyen hiicre ozelligi gosterirler ve bu hiicrelerin
sitoplazmalarinin en karekteristik 6zelligi ¢ok sayida lipit damlasinin bulunmasidir. Bu
hiicrelerinin sitoplazmalarinda ¢ok sayida agraniiler endoplazmik retikulum bulunur.
Sitoplazmada ayrica ¢ok miktarda mitokondri, lipofuksin pigmenti, cubuk seklinde bir
inkliizyon olan Reinke Kristalleri goriiliir. Yasla birlikte Reinke kristalleri ve lipokrom
pigmentinin miktarlar1 ¢ogalir. Bu kristaller genel histolojik boyalarla boyanmazlar ve
151k mikroskobunda goriilmezler. Elektron mikroskobu ile yapilar1 ayrintili olarak
gortilebilir (Leeson ve ark., 1988; Esrefoglu M., 2009). Leydig hiicrelerinin ergenlik
sirasinda belirgin hale gelen, yuvarlak, poligonal sekilli merkezi bir niikleusu, kiigiik
lipid damlaciklarindan olusan zengin eozinofilik bir sitoplazmasi bulunmaktadir. iki
cekirdekli hiicrelere sikilikla rastlanabilir. Golgi kompleksi ¢ekirdege yakindir.
Salgisini, testosteron ihtiyacmna gore sentezler ve biriktirmeden salgilar. Daha sonra
bekletilmeden kana verildiginden salgi graniilleri yoktur. Cok sayida tiibiiler kristali
mitokondriyonlara sahiptir ve asidofil sitoplazmalarinda yag damlaciklar1 igerirler.
Karekteristik 0zelliklerinden birisi genis graniilsiiz endoplazma retikulumudur ve
graniilsiiz endoplazmik retikulum sitoplazmalarinda androjenik stereoidlerin biyosentezi
icin gerekli enzimler bulunur. Sitoplazmalarinda, ayrica peroksizom, lizozomlar ve
yasla artan miktarlarda lipokrom pigment birikintileri de mevcuttur. Tiim bu 6zellikleri
ile Leydig hiicreleri steroid salgis1 yapan hiicrelere benzerler (Jangueria ve ark., 1998;

Gartner ve ark., 2003; Moore ve ark., 2002).
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Spermatogenezin devamu ikincil seks karakterlerinin gelismesinden sorumlu erkeklik
hormonu olan testosteronu iireten Leydig hiicrelerine baglidir. Testosteron, mitokondri
ve graniilsiiz endoplazma retikulumunda bulunan enzimlerce sentezlenir. Interstisyel
hiicrelerin hem aktiviteleri, hem de miktarlar1 hormonal uyarimlara baghdir. Plasental
gonadotropik hormon embriyonik gelisim sirasinda anne kanindan fetusa gecerek,
androjenik hormonlar1 iireten fetal testikiiler interstisyel hiicreleri uyarwr. Hormonlar,
embriyonik farklilasmada erkek genital organlarinin gelismesi i¢in gereklidir.
Embriyonik interstisyel hiicreler insan hamileliginin 4,5 ayina kadar farklilasmis olarak
kalirlar. Daha sonra ise testosteron sentezindeki azalmaya bagli olarak gerilerler.
Hiicreler, gebelik boyunca ve hipofizden saliman luteinizan hormon (LH) uyarmi
altinda testosteron sentezini yeniden yapmaya basladiklar1 ergenlik 6ncesi

doneme kadar dinlenmede kalirlar (Guyton AC., 1996; Jangueria ve ark., 1998;
Kierszenbaum AL., 2006).

Olgun Leydig hiicreleri dogumdan sonraki birka¢ hafta disinda, 10 yasina kadar erkek
cocuk testisinde bulunmaz. Leydig hiicrelerinin sayilari, ergenlikle birlikte artarak ileri
yaslarda azalir. Leydig hiicre sayisi, 60 yasindaki bir erkekte 20 yasindaki bir erkekteki
saymin yarisindan da az sayidadir (Guyton AC., 1996; Fawcett D.W., 2002).

2.5.2.2. Miyoid Hiicreler

Seminifer tiibiil epitelini ¢evreleyen lamina propriya bag dokusundan olusan miyoid
hiicreler ya da peritiibiiler kontraktil hiicreler ve kollajen lifler seminifer epitelin dis
bazal laminasinda yer alir. Kemirgenlerde spermatogenez ile ilgili olarak yapilan
calismalarda lamina propriyanin tek katli miyoid hiicrelerden olustugu bildirilmistir

(Kierszenbaum AL., 2002; Ross ve ark., 2003).

Elektron mikroskobi incelemelerinde miyoid hiicrelerin sitoplazmasinda aktin
filamentlerini igerdigi ve bazal zarinin olmasindan dolayi diiz kas hiicrelerine benzedigi
gosterilmistir. Fibroblastlarda bulunan graniillii endoplazma retikulumlar1 sayesinde
kollajen sentezinde gorev almaktadirlar. Miyoid hiicreler, hareketsiz spermleri rete

testise ilerleten ritmik kasilma hareketlerinden sorumludur. Spermler bu sayede duktus
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epididimise ulasir ve daha sonra hareket etme Ozelliklerini kazanirlar (Kierszenbaum

AL., 2002; Ross ve ark., 2003).

2.5.3. Spermatogenez

Spermatogenez puberteden sonra olgun erkek germ hiicrelerinin olusmasina denir.
Spermatogenez spermatogonyumdan sperm olusumu sirasindaki ¢ogalma ve hiicresel

degisikleri kapsamaktadir. Spermatogenez siireci baslica {ic doneme sahiptir.

Ik asama olan spermatositogenez spermatogonyumlarin mitozlarla cogalmasi ve primer
spermatosite farklilasmasi1 donemine denir. Tip A spermatogonyumlar, 4 kez mitoz
boliinme gecirerek 16 adet daha ileri Tip B spermatogonyumlart meydana getirir. Bu
evrede spermatongonya Sertoli hiicrelerine dogru ilerleyerek, Sertoli hiicreleriyle taban
ve yan yiizlerinden siki bir bariyer olusturur. Sertoli bariyerinden gegen her
spermatogonyum biiyiiyerek, daha biiyiik yuvarlak hiicreler olan primer spermatositler
halini alir. Tip B spermatogonyumdan olusan primer spermatositler, birinci mayozun
profazina girerler (Atabenli E., 2002; Hassa H., 2003; Ross ve ark., 2003;
Kierszenbaum AL., 2006).

Spermatositlerin ardi ardmna iki boliinme gecirerek kromozom sayilarmi ve DNA
miktarmi yariya diistirerek spermatidleri olusturdugu evre mayoz admni alir. Primer
spermotisitin birinci mayoz boliinmeyi ge¢irmesiyle iki sekonder spermatosit olusur. Bu
boliinme ile diploid sayida kromozom igeren primer spermatositlerden haploid sayida
kromozom iceren sekonder spermatositler olusur. Sekonder spermatositlerin ikinci
mayoz boliinmesi sonucunda ise spermatidler olusur. Bu hiicreler haploid kromozom ve
DNA igerigine sahiptirler. Bu da doéllenme olursa yeni olusacak olan zigotta tiire 6zgii

kromozom sayisinin korunmasini saglar (Esrefoglu M., 2009).

Spermatidin sekil degistirerek spermiyumu olusturmasina ise Spermiyogenez denir.
Spermiyogenezde seminifer tiibiillerde yer alan Sertoli hiicreleri onemli rol oynar.
Degisim siiresince spermatidler Sertoli hiicre membranina bagl kalirlar. Spermiyogenez

dort faza ayrilabilir;
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- Golgi Fazi: Bu evrede kiigiik, yuvarlak sekilli spermatidlerin sitoplazmalarinda
bulunan graniillii endoplazma retikulumunda iiretilen hidrolitik enzimler, Golgi
kompleksinin trans yliziinden zarla cevrili kii¢iik proakrozomal graniiller olarak
sitoplazmaya verilirler ve PAS pozitif boyanirlar. Bu graniiller birleserek akrozom
vezikiiliinii yaparlar ve iglerindeki yogun olarak boyanan enzimler ise akrozom
graniiliinii olusturur. Bu vezikiil ¢ekirdek zarma yapisir. Bu bolge ilerde olusacak olan
spermatozoonun cekirdeginin tepesini isaret eder. Bu sirada sentriyoller hiicrenin ters
kutbuna dogru hareket eder. Arka arkaya durarak proksimal ve distal sentriyolleri
yaparlar (Atabenli E., 2002).

- Bashk (Cap) Donemi: Baglik doneminde akrozomal vezikiil niikleusun 6n bolimiinii
kaplayacak sekilde genisleyip sapka gibi bu boliimii kusatir. Niiklear kilifin buraya
bakan boliimiiniin porlar1 kaybolur, kilif kalinlagir, niikleus yogunlasir (Esrefoglu M.,
2009).

- Akrozom Doénemi: Bu donemde sperm basi Sertoli hiicrelerinin sitoplazmasinin
derinlerine gomiiliir ve kuyruk flagellumu uzayarak liimende belirgin olarak goriilmeye
baslar. Yogunlasan niikleus yassilasip uzar. Akrozom apikal plazma membranina iyice
yaklagir. Sitoplazmik mirotiibiiller akrozomun arka yiiziinden spermatidin arka kutbuna
uzanan silindirik bir kilif seklinde organize olurlar. Akrozomal vezikiil ¢cekirdege dogru
ilerleyerek c¢ekirdek dis zarma yapisir ve akrozomal vezikiiliin icerdigi sivi resorbe
olunca, biiziiliir ve ¢ekirdegi kep gibi saran iki yaprakli bir kese durumuna geger. Bircok
hidrolitik enzim bulundurmasi1 nedeniyle akrozom, ozel tip lizozom olarak
yorumlanabilir. Bu enzimlerin hiicreleri korona radiatadan ayirdig1 ve zona pellusiday1
sindirdigi bilinmektedir (Jangueria ve ark., 1998; Yakan B., 2005; Esrefoglu M., 2009).

Olgunlasma Dénemi: Sitoplazmanin azaldig:1 ve fazla sitoplazmanin Sertoli hiicreleri
tarafindan fagositoz edildigi donemdir. Spermatidler birbirleri ile baglantilarini

kaybederler, Sertoli hiicrelerinden ayrilarak liimene diiserler (Esrefoglu M., 2009)

Seminifer epitelde belirli spermatogenik hiicreler sadece diger belirli spermatogenik
hiicrelerle baglantilidirlar. Belirgin bir seminifer tiibiill alaninda, aym hiicresel
gruplagsmanin, iki defa ortaya ¢ikmasi arasindaki ardisik basamaklar serisi, seminifer
tiibiil dongiisiidiir. Bu dongii farkli hiicre gruplarinin  bir serisi bir dongi

tamamlanincaya kadar devam eder. insanda her biri 16 giin siiren 6 evre vardir. Bir
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spermatogonyumun olgun bir sperm haline gelebilmesi i¢cin 4 dongili sonunda 64 giin
gecirmesi gereklidir. Canli siganda ise bir seminifer tiibiil seridi boyunca bir dongii 14
basamaktan olusur ve 12—14 giin stirer. 3H timidin ile yapilan ¢aligmalar sonucunda
spermatogonyumdan spermin meydana gelme siiresi toplam 54 giin olarak
hesaplanmistir (Hassa H., 2003; Ross ve ark., 2003; Larsen W.J., 2003; Kierszenbaum
AL., 2006).

Belli basl spermatogenik hiicreler sadece belli bash diger hiicreler ile iliski halindedir.
Ornegin; farelerde her bir spermatogonyum bir digeri ile ayn1 anda gelisir, dolayisiyla
herhangi bir zaman araliginda seminifer tiibiil kesiti incelenirse, spermatogonyumdan
spermiyuma kadar tiim bir hiicre serisi bir arada goriilebilir. Bu hiicre iligkisine
spermatogenik siklus denir. Gelismeye baslayan her bir spematogonyumdan potansiyel
olarak 64 spermiyum iiretilebilir. Insanda her bir saniyede 20 adet spermatogonyum
spermatogenik siirece dahil olur. Spermatogenik siklus, spermatogonyumdan
spermiyumun atilmasina dek dort ya da bes kez tekrarlanir (Barrat, C.,1995). Tiirlerde
her bir spermatogenik siklusun siiresi sabittir ve 8 ile 16 giin arasinda degisir.

Ornegin;bu siire farelerde 9 giin, insanlarda ise 16 giindiir.

Insanlarda tiim evre ortalama 64 giindiir. Yukarida tanimlanan tiirdeki seminifer epitel
modeli bir¢ok hayvan tiirlinde mevcut iken, insanda bu model bu denli acik degildir.
Insan seminifer tiibiil kesitlerinde, birden fazla degisik spermatogenik siklus
seviyesinde olan hiicre varlig1 ya da bazi1 germ hiicrelerinin birbirleriyle olan iligkisinin
varlig1 ya da yoklugu gibi bir¢ok diizensizlikler gdze c¢arpar. Bu diizensizlik insanda
gerceklesen spermatogenezin daha diizensiz ya da en azindan daha az koordine
oldugunu diisiindiirtir. 1984 yilinda, Schulze ve arkadaslari, insan seminifer epitelinin
diizeni hakkinda bazi kanitlar ortaya koymuslar ve spermatogenezin basamaklarinin,
seminifer tiibiiliin uzun eksenine heliks seklinde bir uyum gosterdigini sdylemiglerdir.
Yani seminifer epitelin organizasyonu, biyolojide biiylime ve farklilasmanmn temel
prensibi olan “spiral geometrisi” planina uyum gosterir. Sonug olarak insanlardaki
seminifer epitelin yapisi, diizensiz ya da kaotik degildir, aksine kompleks bir

organizasyon gosterir.
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2.6. Sperm Analizi

Semen analizi hem tedavi amagli hemde bilimsel arastirmalarda infertiliteyi belirleme
kriterlerinden birisidir. Bunun i¢in en az 48 saatlik (insan i¢in) cinsel perhizden sonra
alinan taze semen makroskopik ve mikroskopik degerlendirmeye tabi tutulur. Analiz
sonucunda spermin sayisi, hareketliligi ve morfolojisi degerlendirilir. Semen analizi,
infertil erkek bireyin degerlendirilmesinde ve fertilite potansiyelini belirlemede 6nemli
bir yere sahip olmakla birlikte klinikte tedavinin planlanmasinda ve almnan cevabin
degerlendirilmesinde de kullanilmaktadir. Bilimsel arastirmalarda spermin hareketliligi,
sayis1 veya sekli ile ilgili detayli ¢calismalar da kullanilmaktadir (Carrell, 2000; Irvine,
2000). Geleneksel semen analizinde, ejekulat alindiktan sonra en fazla 60 dakikaya
kadar likefikasyonu i¢in beklenir ve daha sonra incelemeye gegilir. WHO (World Heath
Organization, 2010) ‘un maniiel olarak degerlendirdigi semen analizi i¢in referans
araliklar1 asagidaki gibidir.

Hacim: > 2,0 ml

Likefikasyon siiresi: 60 dk i¢cinde

Ph: >72

Sperm konsantrasyonu: ml’de > 20 milyon

Total sperm sayist: ejakiilatta > 40 milyon

Hareketlilik: 30 ve 60 dk sonra hareketlilik oran1 sirasiyla, > %50, > %25

Canlilik: %75 veya daha fazla canli

Lokosit: mI’de 1 milyondan daha az

Normal morfoloji: en az > %30

2.6.1. Spermlerin Morfolojik Acidan Siniflandirmasi

Insan spermleri diger memelilere kiyasla yap1 ve biiyiikliik agisindan biiyiik degisiklik
gosterirler. Normal fertil ejakulatta dahi spermatozoonlar arasi sekil, biiyiikliik, bas ve
akrozom sekli yoniinden farkliliklar bulunur. Fertil erkeklerin ejakulatinda da niiklear
vakualizasyon, sitoplazmik damlaciklarm varligi, kuyruk anomaliligi goriilebilir
(Ombelet ve ark., 1995). Bir spermatozoonun anormal veya normal oldugunu belirleyen
kriterleri standardize etmek icin pek ¢ok girisim yapilmistir (Guzick ve ark., 2005). ilk
Diinya Saglik Orgiiti (WHO: World Healt Organisation, 1980) smiflamasi, sperm

morfolojisinin degerlendirilmesi yoniinde bilyiikk bir adim olmustur. Arkasindan
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Hofmann ve Haider, Dusseldorf siniflamasi adi altinda yeni bir morfoloji siniflamasi
ortaya koymustur (1985). Bu smiflamada spermatozoonun uzamasi ve akrozom
hasarlar1 lizerine daha fazla 6nem verilmistir. 1987°deki ikinct WHO kilavuzu ile semen
analiz kriterleri yeniden diizenlenmistir. 1992°deki liciinci WHO smiflamasinda ise
sperm morfolojisinin degerlendirilmesi daha ayrintili olarak ele alinmistir. Morfolojik
olarak normal grubun yami sira 4 siif halinde anomaliler smiflandirilmis ve

teratozoospermi indeksi hazirlanmistir.

Bu smiflandirmada spesifik infertilite nedenlerinin ayrica belirtilmesi gerekmektedir.
Bu son smiflamada normal morfolojiye sahip olma sinir1 %50°den %30’a cekilmistir.
Kruger ve Menkveld, sperm morfolojisine yonelik kesin Tygerberg kriterlerini
tanimlamistir (Aydos, 2005). Bu smiflandrmada, spermatozoon bir biitliin olarak
incelenir ve diizensiz sinir hatlar1 ve hafif¢ge anormal sperm baslarinin hepsi anormal
olarak degerlendirilir. Tygerberg kriterlerine gore, morfolojik degerlendirmenin
sonuclari li¢ kategoride ele alinabilir: 1. Normal morfolojiye sahip grup (%14’den fazla
normal form mevcut), 2. Iyi prognozlu grup (%4-14 arasi normal form mevcut), 3. Kotii

prognozlu grup (%4’den az normal form mevcut) (Aydos, 2005).

2.6.2. Sperm Morfolojik Bozukluklarinin Onemi

Kruger smiflamasma gore spermlerin bas, orta bolim ve kuyruk yapisindaki
bozukluklar1 esas alan bir degerlendirme yapilmaktadir (Sekil 2.5). Ozellikle bas
yapisindaki makrosefal, ¢ift bas, globozoospermia gibi bazi formlarin baskin olusu bu
erkeklerin spermlerinin mikro enjeksiyon uygulamalarinda basarisizlik olasiliginin
yiiksek olabileceginin bir gostergesidir. Ciinkii bu anormal bas yapisinda spermlerin
icerisindeki DNA yapisinda da anormallikler tespit edilmistir. Kisa kuyruk gibi sperm
kuyruk yapisindaki bir takim bozukluklar da spermin hareket kabiliyetini bozarak
infertiliteye neden olur. Bu bilgiyle uyumlu olarak morfolojide kisa kuyruk anomalisi
(tail stump) yogun olarak goriilen erkeklerde, mikroenjeksiyon sonrasi basari sansi
diisiik olmaktadir (Aydos, 2005). Sperm morfolojik bozukluklari; biiyiik bash, kiigiik
bash, ¢ift bash, ¢ift kuyruklu, amorf ve uzamig basl, birlikte goriilen bas ve govde

anomalisi ve akrozom hasarlar1 olarak simiflandirilabilir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.5: Normal bir spermatozoonun sematik gosterimi(Moore, 2008)

) §v1 A

. sperm Abnormal spermler

Kuyruk son kismi

Sekil 2.6: Spermatozoon morfoloji bozukluklar: (http://www.emrebakircioglu.com)
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2.7. TGF-B Siiperailesi

TGF-p siiperailesi gelisimi ¢cok yonlii kontrol eden ekstraselliiler bliylime faktorlerinin
biiyiik bir grubudur. Organizmanin tiim dokularinin gelisiminde, homeostazisinde ve
onariminda ¢ok 6nemli rol oynayan TGF-B ailesi, yapisal olarak iligkili ¢cok sayida
polipeptid biiylime faktdrleri icerir, bunlarin her biri hiicre proliferasyonu, farklilagmasi,
motilitesi, adezyonu ve O0liimii gibi hiicresel siirecleri diizenleme yetenegine sahiptir.
TGF-B ailesi, hedef hiicrenin uyariya verdigi yanitin c¢esidine bagh etkileri olan ¢ok

fonksiyonlu agonistlerdir (Massaque, J., 1998; Shi ve ark., 2003).

TGF-B ve ilgili faktorler, 2 tip reseptor olan serin/tireonin protein kinazlar1 bir araya
getirerek gen ekspresyonunu diizenlerler. Bu kinazlardan biri digerini fosforlar, bu
fosforlanan kinaz Sma ve Mad-related Protein (SMAD) proteinlerine doniisiir.
SMAD’lar, hiicre ¢ekirdegi i¢ine sinyal tasiyan ve 0zel olarak DNA’ya baglanma
kabiliyeti ile transkripsiyonel kompleks olusturan orijinal bir protein ailesidir

(Massaque, J., 1998; Liu, F., 20006).

TGF-B ailesi iiyeleri serin/treonin kinaz aktivitesine sahip reseptorlere baglanarak
hiicresel hareketlerini baslatirlar. TGF-f ailesi liyeleri, transmembran protein ailesinden
olan serin/treonin kinaz aktivitesine sahip TGF-3 reseptor ailesine sinyal iletirler. TGF-
B reseptor ailesi, yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri gz oniinde tutularak tip I ve tip II

reseptorler olmak tlizere 2 alt gruba ayrilmistir (Mathews ve ark., 1991).

TGF-B ve ilgili faktorler, tip I ve tip II reseptor ¢iftlerine baglanir ve bunlari
birlestirerek sinyalin aktivasyonunu saglarlar. Iki farkli ligand baglanma cesidi
gozlenmistir. TGF-B ve aktivin reseptorleri i¢in karakteristik olan 1. baglanma ¢esidi
ligandin tip II reseptore direkt baglanmasi suretiyle gergeklesir, daha sonra tip I reseptor
ile bu kompleks (ligand-tip II reseptdr) arasinda etkilesim olur. Tip I reseptorler ligandi
tanir ve tip II reseptore baglanir. ikinci baglanma cesidi ise “Bone Morphogenetic
Protein (BMP)” reseptorleri ve bu gruba dahil olanlar i¢in tipiktir, tip I ve tip II BMP
reseptorleri liganda beraber baglanirlar. Oncelikle aktif, ligand-tip I/tip II reseptdr

kompleksi olusur, tip II reseptor fosforilasyon ile tip I reseptorii aktive eder, daha sonra
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tip I reseptdr sitoplazmadan hiicre ¢ekirdegine sinyal ileten SMAD proteinlerini
fosforlar (Bassing ve ark., 1994; Nishitoh ve ark., 1996; Heldin ve ark., 1997;
Massaque, J., 1998; Shi ve ark., 2003).

Tip II reseptoriin aracilik yaparak tip I reseptorii aktive etmesi TGF-$ sinyallerinin
baslamasina neden olur. Bu aktive olan tip I reseptor, hiicre ¢ekirdegine sinyal tagiyan
SMAD proteinlerini fosforlar ve aktive eder. SMAD ailesine ait proteinler, tip I reseptor
kinazlarin tanimlanmis ilk subsratlaridir ve reseptor sinyallerinin hiicre ¢ekirdegi

icindeki hedef genlere iletiminde merkezi bir rol oynar (Heldin ve ark., 1997).

2.7.1. SMAD Alt Gruplan ve Fonksiyonlar

Yapisal ve fonksiyonel etkenler géz Oniinde tutuldugunda, SMAD’lar 3 ayr1 alt gruba
ayrilirlar:
e Reseptor ile regiile edilen SMAD’lar (R-Smad’lar); TGF-f ailesi reseptor
kinazlarinin direkt subsratlaridir.
e Common-partner SMAD’lar (Co- Smad’lar); R-Smad’larla birleserek sinyal
iletimine katilan SMAD’lar
e Inhibitor SMAD’lar (ISmad’lar); diger 2 grubun sinyal foksiyonunu inhibe eden
antagonist SMAD’lardir (Itoh ve ark., 2000).

R-Smad’larda kendi iglerinde 2 gruba ayrilirlar, bunlar; BMP Smad’lar ve TGF
B/aktivin Smad’lar. BMP Smad’lar, Smadl ve birbirine yakin homologlardan SmadS5 ve
Smad8, “Bone Morphogenetic Protein Receptor-I (BMPR-I)’in subsratlar1 ve BMP
sinyallerin aracilaridir. TGF- B/aktivin Smad’lar ise Smad2 ve 3, TPR-I’in subsratlari
ayrica TGF-B ve aktivin sinyallerinin aracilaridir. Memeli epitel hiicrelerinde Smad2 ve
3, gelisimin inhibisyonuna ve haberci genlerden TGF-3 ve aktivinin transkripsiyonunun

aktivasyonuna aracilik ederler (Lagna ve ark., 1996; Suzuki ve ark., 1997).

R-Smad’lar sinyal iletimi gorevlerini yerine getirmek icin diger bir SMAD’a ihtiyag
duyarlar. Omurgalilarda, bu grubun iiyelerinden bilineni Co- Smad’lar grubuna dahil
Smad4’tiir. Reseptor regiile eden SMAD’lar, benzer reseptorler tarafindan fosforile

oldugu zaman Smad4’lerle birlesirler. Smad4, yapist itibari ile R-Smad’larla benzer
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olmasmna ragmen, agonistlerinden gelen yanit ile normal olarak fosforile olamaz.
Memeli hiicrelerinde Smad2 veya 3’e bagl gelisimi inhibe eden bir yanit i¢in Smad4
gereklidir. Ayrica Smad4, TGF-B, aktivin ve BMP sinyal iletim yollarmm da bir
iyesidir (Lagna ve ark., 1996; Massaque, J., 1998).

Insan Smad’larindan 6 ve 7, SMAD’lardan yapisal olarak ayr1 olan diger bir alt gruptur
ve inhibitor SMAD’lar olarak adlandirilirlar. Bilinen tek aktivitesi, R-Smad’larin sinyal
fonksiyonunu inhibe ettigidir. Smad6 BMP sinyallerini inhibe ederken, Smad7, TGF-B3
ve BMP sinyallerinin her ikisini de inhibe edebilir (Massaque, J., 1998; Itoh ve ark.,
2000).

Smad1
Smad5
Smads R-Smad
Smad2
Smad3
|
I

Smad4 & ; a
XSmad4p [ Co-Smad E_ _.l 'E
5’“3"5 I-Smad [ ! 1 ﬂ
Smad?’

Sekil 2.7: Omurgalh SMAD’larimin filogenetik agaci ve yapilarimin semasi. Toplam 3 ayri
grup vardir: R Smad’lar, Co-Smad’lar ve ISmad’lar. XSmad4p harig¢ belirtilen biitin SMAD’lar
insanlarda bulunur (Itoh et al., 2000’den modifiye edilmistir).

2.7. 2. SMAD Proteinleri Aracihigi ile Sinyal Tletimi

Bazal kisimda SMAD’lar homo-oligomerler olarak bulunurlar. Reseptér kompleksin
ligand aktivasyonundan sonra tip I reseptdr kinazlar spesifik SMAD’lar1 fosforile
ederler, fosforile olan SMAD’lar daha sonra Smad4 ile birleserek hiicre ¢ekirdegine
taginirlar. Bu kompleksler c¢ekirdek i¢inde yalniz veya DNA-baglanma altbirimi ile
birlesik halde bulunabilir ve spesifik promotor elemanlarma baglanarak hedef genleri

aktive eder ( Massaque, J., 1998; Shi ve ark., 2003; Itoh ve ark., 2000).
SMAD’lar agonistlerinin uyarisiyla serin fosforlarlar. Ornegin Smadl, BMP2 veya

4’iin; Smad2, TGF-B veya aktivinin; ve Smad3, TGF- ’nin uyarisi ile serin fosforlarlar

( Massaque, J., 1998; Itoh ve ark., 2000).
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Sekil 2.8: SMAD Proteinleri Araciligi ile Sinyal Iletimi (Leivonen and Kéhiri, 2007)

2.8. Protein Yikimi

Protein yikimi, hiicre icerisindeki proteinlerin steady-state diye adlandirilan normal
diizeylerinde fonksiyon gormelerini saglamak amaciyla isleyen diizenli bir
mekanizmadir. Okaryotlarda protein yikimi, hem sitoplizmada hem de ¢ekirdek
Ubikiitin Protazom Sistemi (UPS) ve onun diizenleyici proteinleri sayesinde
gerceklesmektedir. Bu diizenleyici proteinler arasinda hem COP9 signalozom (CSN)
hem de p97/Valosin containing protein (VCP) belirli subsratlarin yikimini kontrol

etmektedirler (Ye ve ark., 2001; Wei ve Deng, 2003).

Jabl/CSNS5; p27Kip, Lutenize edici hormon reseptorii (LHR), p53, Gstrojen reseptori,
Smad4, Smad7, Id1, Id3 ve IkBa gibi bircok proteinin proteazoma bagli yikilimina
yardimc1 olmaktadir (L1 ve ark., 2000; Wan ve ark., 2002; Berse ve ark., 2004; Kim ve
ark., 2004; Yun ve ark., 2004; Callige ve ark., 2005).

2.8.1. Ubikiitin Protazom Sistemi (UPS)

UPS, okaryotlarda hiicrei¢i diizenleyici proteinlerin seviyelerini kontrol etmede dnemli

bir fonksiyona sahiptir. UPS’in {ibikiitinleme ve iibikiitinlenmis proteinlerin yikimi
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olmak iizere iki temel fazi vardwr. ilk {ibikiitinleme fazinda, iibikiitin (Ub) ATP
yardimiyla iibikiitin aktive edici enzimin (EI) sistein kuyruguna eklenir ve sonra
iibikiitin baglayici edici enzimin (E2) sistein kuyruguna transfer edilir. Son olarak ise,
iibikiitin, protein ligaz (E3) sayesinde subsratin lizin kuyruguna transfer edilir. Ub,
subsrata izopeptid bagi ile baglanir. Ub aktivasyonu ve ligasyonu, Ub’nin son
aminoasidinin (G76) karboksil grubunda gergeklesir (Sekil 2.9) (Pickart., 2001a;
Pickart., 2001b).

Tek bir iibikiitin molekiiliiniin subsrata eklenmesi (monoiibikiitinleme) ise, lizozomal
siniflandirma, gen ekspresyonu ve endositoz gibi subsratin farkli gorevlerde is

yapmasina neden olmaktadir (Schnell ve Hicke, 2003)

=

AMP+PP

e . Substrat
Ubikditin aktivasyonu tbikitinlenmesi

C
195

26S protazom | 20S

Proteoliz \19S

Sekil 2.9: Ubikiitin Sinyali A: Ubikiitin, iibikiitin aktive edici enzim (E1) ile aktive edilip ve
sonra Ubikiitin baglayici enzime (E2) transfer edilir. Subsrat (kahverengi kutu) ve E2 enzimi
0zgilin olarak iibikiitin protein ligaza baglanabilirler ve de aktive olmus iibikiitin subsrata
transfer olur. B: E3, subsrata ve E2’ye farkli alanlarda baglanir. Subsrat iibikiitinlenme sinyali
ile taninir. C: Proteolizin gergeklestigi 26S protazom, 19S kapak kismu ve esas proteolitik
aktiviteye sahip 20S kismindan olusur. Proteoliz 6ncesi 19S kapakla baglantili deiibikiitinleyici
enzimler ile subsratdan {ibikiitin zincirlerinin uzaklagmasi saglanir (Meusser ve ark., 2005).

UPS siklusunun ikinci fazinda, protazom poliilibikiitin zincirleri sayesinde, subsrati

tanir. Subsrat, kiiciik peptidlerine yikilir ve Ub’nin 6zgilin detibikiitinleyici enzimi
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sayesinde geri eldesi saglanir. Ub’nin subsrata konjugasyonu gibi, proteazomal yikimi
da ATP bagimhidir. 26S proteazomun, hem iibikiitinlenmis proteinlerin ibikiitinden
ayrilmast hem de onlarm yikimlarinin katalizlenmesinde 6nemli bir gorevi vardir.
Protazom, birbirine bagh 2 farkli boliimden olusmustur (Sekil 2.9 C). 20S silindirik
temel boliim, proteolitik aktiviteye sahip iken, silindirik boliimiin alt ve st kisimlarina
yerlesmis 19S’lik proteazom kapaklar1 poliiibikiitinlenmis subsratin taninmasi ve
proteoliz gorevini tistlenmislerdir. 19S kompleksi, 6 tanesi ATP az aktivitesine sahip 15-

20 subuniteden olugsmustur (Schwechheimer ve Deng, 2001; Pickart ve Cohen, 2004).

2.8.1.1. VCP Bagimh Protein Yikim

97-kDa’luk Valosin-igeren protein (p97 ve ya VCP), libikiitin-protazom sistemine bagli
proteolizde Onemli fonksiyonlara sahiptir. Bu proteoliz, VCP’nin, iibikiitin ve
kofaktorleri ile iliskisine baghdir. VCP, UPS’de saperon protein olarak gorev

yapmaktadir. Toplam hiicresel proteinin 1% den fazlasinin VCP oldugu bilinmektedir.

VCP, tip I AAA (ATPases Associated with a variety of Activities: Bir¢ok aktivitesi
bulunan ATPazlar) ATPaz ailesine ait bir proteindir ve AAA domaini olarak
adlandirilan iki ATPaz domainine sahiptir (Neuwald ve ark., 1999; Zwickl ve
Baumeister, 1999; Vale, 2000; Maurizi ve Li, 2001; Ogura ve Wilkinson, 2001). VCP
cesitli tiirlerde farkli isimlerle anilmaktadir. Ornegin: arkebakteride VAT, mayada
CDC48, Drosophilada TER94, memeli ve bitkilerde ise p97 ve ya VCP olarak
bilinmektedir (Frohlich ve arkd., 1991; Pamnani ve arkd., 1997).

VCP, N-terminal domain (N), iki tane ATPaz domaini (D1 ve D2) ve de C-terminal
domaini (C) olmak iizere dort domainden olusmustur. N terminal domaini, poliiibikiitin
zincirlerine baglanma ve subsrat taninmasidan sorumlu iken, D1 ve D2 domainleri,

VCP’nin saperon aktivitesinden sorumludur (Sekil 2.10) (Wang ve ark., 2003).

N D1 D2 C

4 N ¥ N NS \
1 187 208 459 481 761 806

—_— -

Sekil 2.10: VCP’nin yapisal domainleri.A: Walker A, B: Walker B ve SRH: VCP’nin D1 ve
D2 domainlerindeki ikinci bolge homoloji motifleri. (Wang ve ark., 2004).
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Elektron mikroskobu caligmalari, VCP’nin silindirik sekilli homo hekzemerik yapida
oldugunu kanitlamistir (Wang ve ark., 2003).

VCP, hiicre igerisinde birgok aktivitede gorev yapmaktadir. Bu gorevler igerisinde
hiicresiklusu gelisimi (Cao ve Zheng, 2004), mitoz sonras1 membran kaynagmasi ve ig
ipliklerinin ayrilmasi (Kondo ve ark., 1997; Cao ve ark., 2003; Wojcik ve ark., 2004),
yanlis katlanmis proteinlerin ER’dan geri atilimi1 (Ye ve ark., 2001; Braun ve ark., 2002;
Jarosch ve ark., 2002), proteazomda poliiibikiitinlenmis proteinlerin degrade edilmesi
(Ghislain ve ark., 1996; Dai ve Li, 2001) ve transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu

(Hitchcock ve ark., 2001; Rape ve ark., 2001) yer almaktadir.

VCP, kofaktorlerinin de yardimiyla, iibikiitinlenmis proteinlere 6zgilin olarak baglanir
ve bu proteinlere 26S protazomda degrede olmadan 6nce, saperonluk yaparak onlara yol
gosterir. Subsrat libikiitinlenmesinden sonra, VCP protein komplekslerini birbirinden
ayrrmak icin ATP’yi kullanir ve proteinlerin protazoma ydnlenmesini saglar. Ornegin:
Herhangi bir sekilde stimiile edilmeyen hiicrelerde, NF-«xB sitoplazmada inaktif formda
inhibitér IkB proteini ile etkilesim halindedir ( Karin ve Ben-Neriah, 2000); Santoro ve
ark., 2003). Sitimulasyona cevap olarak, NF-«xB aktive olur ve IkBa hizlica fosforile
olup, polilibikiitinlenir (Karin ve Ben-Neriah, 2000). Bunu takiben, VCP,
poliiibikiitinlenmis IkBa’ya baglanir ve onu NF-kB kompleksinden ayirir (Dai ve ark.,
1998). IxBa’'nin NF-kB’dan ayrilmasindan sonra, NF-«kB hedef genin regiilasyonu
nedeniyle niikleusa transfer edilir. Bu arada, VCP, poliiibikiitinlenmis IxBa’ya

saperonluk yaparak, onun 26S proteazomda yikimi i¢in yol gosterir (Dai ve ark., 1998).

2.8.1.1.1. p97/VCP’in Otofagozom Olusumundaki Rolii

Otofaji, uzun siireli hiicrede depo edilen proteinleri, makromolekiilleri veya hasarli
organelleri elimine etmek i¢in Okaryotlarda goriilen evrimsel olarak korunmus bir
sirectir. Otofaji, genelde hiicrenin yasamini siirdiirmesi amaciyla aglik, ¢esitli stres ve
hiicrede emekliye ayrilmis dokular1 ortadan kaldirmak amaciyla kullanilir. Otofajinin 3
tipt vardir.1-Saperon aracili otofaji 2-Makrootofaji 3-Mikrootofaji. Saperon aracil

otofaji, yiiksek dkaryotik canlilarda goriiliir ve lizozomda sitosolik proteinlerin yikimina
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sebep olur. Makrootofaji ¢ift membranli, sitoplazmik materyali yutup bu materyalin
yikimi i¢in lizozom veya vakuol ile birlesebilen otofagozomun olusumu ile
karakterizedir. Mikrootofaji ise vakuol ya da lizozom olusumu ile sitosolik
kompartmanlarin direk yikimai ile iliskilidir. Bugiine kadar, mayada 35 tane Autophagy
related genes (ATG) (ATG1 den ATG35 e kadar tamimlanmistir. Bunlardan Atg8

(memelideki karsilig1 LC3), otofagozom olusumu i¢in gereklidir.

p97/VCP’nin  otofagozom maturasyonundaki rolii ilk memeli hiicrelerinde,
p97/VCP’nin N terminal ve D1 domainlerinde mutasyonunun neden oldugu IBMPFD
hastaliginda ortaya c¢ikmustir. IBMPFD’li VCP mutasyonu gosteren hiicrelerde
otofagozom markerlermin LC3II ve p62 nin fazlaca ekspre edildigi goriilmiistiir.
p97/VCP, siRNA yontemiyle nakdavn edildiginde, p62 ve LC3II nin hiicre sitoplazmasi
icerisinde toplandig1 saptanmustir. Biitlin bunlar p97/VCP’nin otofajik protein
degradasyonunda gerekli bir protein oldugunu gdostermektedir. Ayni zamanda,
p97/VCP’nin otofagozom-lizozom fiizyonunda ve otolizozom olusumunda gerekli
oldugu calisilmistir. p97/VCP mutant hiicrelerin otofagozomlarinda {ibikiitinin
toplandig1  gorilmiis ve p97/VCP’nin ibikiitinlenmis  subsratlarin  otofajik
degradasyonlar1 i¢in gerekli olabilecegini Onermektedir. Fakat p97/VCP aracili
otofagozom-lizozom flizyonunun mekanizmast veya bazi otofagozom iligkili

proteinlerin {ibikiitin benzeri domainler ile iligkisi tam olarak ag¢iklanamamustir.

2.8.1.1.2. p97/VCP’nin Selektif Otofajiyi Yonetmesi

Mitokondri ve peroksizomlar mitofaji ve pekzofaji olarak bilinen ydntem ile
yikilmaktadirlar. Niikleusun bir kismi, 60S ribozomal iinite ve endoplazmik retikulum
yine otofaji yontemiyle yikilmaktadir (Dargemont C, 2011). Maya hiicrelerinde yapilan
calismada, nitrojen yoklugunda olgun ribozomlarin 60S {initelerinin degrade oldugu
gosterilmistir. Mitofaji ile ise hasarli ve ya fonksiyon gérmeyen mitokondrinin
eliminasyonu saglanmaktadir. Bir¢ok mitokondriyal proteinin (Atg32, Atgll...) stress
veya yaslilik gibi durumlarda otofajik yikim i¢in devreye girdigi bilinmektedir. Memeli
hiicrelerinde mitokondrilerin i3 gormemesi Parkinson hastaligi gibi 6nemli
norodejenaratif patolojiler ile iliskilendirilmistir. PARK2 gen {iriinii olan Parkin’nin

mutasyona ugramasi ile Parkinson hastali§1 ortaya c¢ikmaktadir. Parkin hasarlh
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mitokondrilerin toplanmasi ve fonksiyon gormeyenlerin eliminasyonu i¢in gereklidir.
p97/VCP’ninde, Parkin aracili mitokondriyal yikim icin gerekli oldugu belirlenmistir.
p97/VCP’nin ayn1 zamanda, hasarli mitokondriyal membranlarindaki iibikiitinlenmis
proteinleri membranlardan ayirip proteasomda degrade olabilmelerini saglamaktadir.
p97/VCP’nin endoplasmik retikulumun ve niikleusun bir par¢asmin yikiminda da

fonksiyon gorebilecegi gosterilmistir (Dargemont C, 2011).

2.8.1.1.3. p97/VCP ve Patalojisi

p97/VCP’nin bir¢ok hastaligin patogenezinde rol oynamaktadir. p97/VCP ile iliskili,
bircok hastaligin farkli sistem ve organlardaki dagilimi1 Cizelge 2.1°de gosterilmistir. Bu
hastaliklarin cogunda VCP geninin ilgili bolgesinde mutasyonlar saptamistir (Lue ve

ark., 2002).

Cizelge 2.1: p97/VCP ile iliskili Patolojiler

Sistem ve organlar Patoloji

Kemik ve eklemler Paget hastalig1

Kas Inkliizyon cisimcik miyopati
Beyin Frontotemporal demans

Goz Katarak

Beyin Parkinson, Alzhmeir, ALS
2.8.1.1.4. p97/VCP ile iliskide Olan Proteinler ve Fonksiyonlar

Bir¢ok proteinle olan iligskisi nedeniyle, p97/VCP hiicrede c¢ok cesitli aktiviteler
gostermektedir (Sekil 2.11). Bu sekilde, p97/VCP’nin protein degradasyonu, hiicre
siklusu kontrolii, otofaji gibi birgok 6nemli fonksiyonu yerine getirdigi 6zetlenmistir

(Yamanaka ve ark., 2011).
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Sekil 2.11: p97/VCP’nin coklu fonksiyonlari. p97/VCP ve kofaktorleri bir¢ok biyolojik
fonksiyonun yerine getirilmesinde goérev alirlar. Sar1 yuvarlak icindekiler: membran olusumu
ile ilgili fonksiyonlari. Mavi ve yesil yuvarlak icindekiler: Protein yikimi ile ilgili
fonksiyonlari, Pembe daire i¢indekiler: Hiicre siklusu ve DNA’nin islenmesi ile ilgili
fonksiyonlar1 gostermektedir (Yamanaka ve ark., 2011)

.
\
.

2.8.1.2. COP9 Signalozom (CSN)

CSN, UPS’in en onemli iiyelerinden birisidir. Deng ve arkadaslari, 1994 ilk olarak,
Arabidops’larda (COP: constitutive photomorphogenesis: siirekli 1sikla degisim), 151k
bagimli gelisimin baskilayicis1 olarak tanimlanmistir (Wei ve ark., 1994; Wei ve Deng,
1999). Jab1/CSNS igeren signalozom olarak da bilinen memeli CSN kompleksi, izole
edilip, 26S proteazom ile birlikte saflagtirilmistir (Seeger ve ark., 1998).

CSN, gel filtrasyon kolonlarinda, 450-550 kDa molekiiler agirliginda oldugu saptanmis
ve CSNI1’den CSN8’e¢ kadar 8 subuniteden olusmustur (Sekil 2.12). CSN
subunitelerinin en belirgin karakteristik 6zellikleri, PCI/PINT (Proteazom, COP9
signalozom, Initiation factor 3/Proteazom subunits, Int-6, Nip-1, ve TRIP-15) ve
MPN/MOV34 (Mprl Padl-N-terminal) domainlerinin bulunmasidir (Aravind ve
Ponting, 1998). Bu iki domain ayni zamanda, CSN yaninda, 26S proteazom kapak
kompleksinde ve Okaryotik translasyon baslatici faktor 3 (elF3)’de de bulunmustur
(Glickman ve ark., 1998; Wei ve ark., 1998). Okaryatik hiicrelerde, lizozomal olmayan
protein yikimindan sorumlu 26S proteazom, 20S kor ve 19S diizenleyici iki kisimdan
olusmustur. Ilging olarak, sekiz CSN subunitelerinin herbiri, 19S diizenleyici bdliimiin

kapak kismindaki iinitelerle homoloji gostermektedir. Bu homoloji, CSN ve proteazom
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kapaginin, evrimsel olarak ayni atadan gelebilecegini gostermektedir (Kapelari ve ark.,

2000)

@ MPN domainli subuniteler
<> PCI domainli subuniteler

® Fosforilasyon alanlari

Sekil 2.12: CSN subunitelerinin birbiriyle iliskileri. MPN domainine sahip olan subuniteler
mavi, PCI domainine sahip olanlar ise sar1 ile gdsterilmistir. CSN2 ve CSN7’nin fosforilasyonu
ise kirmiz1 ile belirtilmistir (Kapelari ve ark., 2000)

2.8.1.2.1. CSN’in Metalloproteaz Ve Denedilaz Aktivitesi

Jabl/CSN5, JAMM (Jabl/MPN domain-associated metalloisopeptidase: Jabl/MPN
domain-iligkili metaloizopeptidaz) ya da MPN olarak bilinen metalloproteaz motifini
icerir. Bu motifdeki mutasyonun, metalloproteaz aktivitesini engelledigi goriilmiistiir.
Benzer bir sekilde, proteazom kapaginda yer alan, Jabl/CSNS5 paralogu olan ve 26S
proteasomun detibikiitinleme aktivitesinden sorumlu RPN 11’nin da, ayni motifi
icerdigi bilinmektedir (Verma ve ark., 2002). Diger bazi proteinlerde, JAMM/MPN
motifine sahip olmalarina ragmen (Maytal-Kivity ve ark., 2002; McCullough ve ark.,
2004; Bellare ve ark., 2006), bu proteinlerin metalloproteaz aktivitesi gostermedikleri
saptanmistir. Hem Jabl/CSN5 hem de RPNI11, ancak CSN kompleksi ya da 26S
proteazom yapisinda bulunduklar1 zaman bu aktiviteyi gosterdikleri belirlenmistir.
Jabl/CSNS ve RPN11’in metalloproteaz aktiviteleri, delibikiitinleme ve denedilasyon
aktiviteleri ile uyumlu bir sekilde yonetilmektedir (Cope ve ark., 2002).

Molekiiler biyololojide ilgileri ¢eken CSN’nin diger bir 6nemli fonksiyonu da,
Jabl/CSN5’in MPN motifinden dolayi, SCF kompleksinin denedilasyonunda goérev
almasidir. SCF {ibikiitin ligaz kompleksi, CSN’nin temel hedefidir. SCF, hedef proteine
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iibikiitinin eklenmesinde gdrev yapan bir E3 iibikiitin ligazdir. Ubikiitin eklenmesine
benzer bir sekilde, nedilasyon, Nedd8 aktive edici enzimler ile katalize edilmektedir.
Fakat, denedilasyon ise Jabl/CSN5’in metaloisopeptidaz aktivitesi ile katalize
edilmektedir. Nedilasyon ve denidilasyonun aktif bir sekildeki bu siklusu, SCF

aktivitesinin saglanmasi i¢in gereklidir (Cope ve ark., 2002).

2.8.1.2.2. CSN lliskili Protein Kinaz Ve Deiibikiitinlasyon Aktivitesi

CSN’nin c-Jun (Ser63 ve Ser73), [kBa, NF-kB prekiirsorii p105°i ve de timor supresorii
p53 (Ser149, Thr 150 ve Thr 155)’1 fosforladigi in vitro olarak gdsterilmistir (Seeger ve
ark., 1998; Bech-Otschir ve ark., 2001). Ayn1 zamanda, bazi CSN subuniteleri {izerinde
fosforlanma alanlar1 bulunmasindan dolayir da, CSN’nin kendisi de fosforlanmaya

hedefdir (Henke ve ark., 1999).

Son olarak, iibikiitin isopeptidaz aktivitelerinin CSN ile iligkili oldugu gosterilmistir
(Groisman ve ark., 2003; Zhou ve ark., 2003; Hetfeld ve ark., 2005; Schweitzer ve ark.,
2007). CSN’nin deiibikiitinleme aktivitesi iki yolla agiklanmaktadir: CSN ya mono-
iibikiitinlenmis subsratlardan {bikiitinin ayrilmasini ya da poliiibikiitin zincirlerinin
depolimerize olmasmi saglar (Groisman ve ark., 2003). CSN’nin bu ilk aktivitesi,
Jabl/CSN5’indeki metaloproteaz domainine ihtiya¢ duyarken (Groisman ve ark., 2003),
sonraki aktivitesi ise tiim CSN ile iliskilidir (Zhou ve ark., 2003; Hetfeld ve ark., 2005;
Schweitzer ve ark., 2007). Kisacasi, CSN hem denidilasyon hem de deiibikiitinlasyon
aktivitelerine ya kendisi sahiptir ya da diger deiibikiitinleyici enzimlerle iliskide olmasi

nedeniyle bu aktiviteleri yiirtitmektedir.
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MATERYAL ve METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Kimyasallar ve Ait Oldugu Kaynaklar

Bouin Fiksatif
Etanol

Ksilen

Methanol
Formaldehit

Sitrik Asit

NaOH

Endojen Peroksit
Blok Soliisyonu
PAS Boya Kiti
NaCl

K;HPO,

KH,PO,

Kapatma Soliisyonu
DAPI

Parafin

Lam

Lamel

Polilizinli Lam

Pap pen

Mayer’s Hematoksilen
Entellan

BSA

Diff-Quik boya seti
Triton X
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Biooptica, Italya
Sigma-Aldrich, Almanya
Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
Merck, Almanya

Carlo Erba, Italya
Sigma-Aldrich, Almanya
ScyTek, Amerika
ScyTek, Amerika
Biooptica, Italya

Carlo Erba, Italya

Carlo Erba, Italya

Carlo Erba, Italya
ScyTek, Amerika
Invitrogen, Amerika
Sigma, Amerika

Invitro, Almanya
Menzel, Italya

Leica, Ingiltere

Leica, Ingiltere
Sigma-Aldrich, Almanya
Merck, Almanya
Sigma-Aldrich, Almanya
MidAtlantik, ingiltere
Merck, Almanya



3.1.2. Kromojenler

DAB (Diaminobenzidine) Sigma, Almanya
AEC ScyTek, Amerika

3.1.3. Antikorlar, Ait olduklan Kaynaklar Ve Kullanim Oranlan

Primer antikorlar Firmasi Dilusyon orani
Rabbit a-Jab-1 Santa Cruz, Amerika 1:500
a-Biotin-HRP Amersham, Freiburg 1:1500
Mouse a-VCP ABR, Amerika 1:1000
Rabbit a-ubiquitin Abcam, Ingiltere 1:200
Rabbit a-SMAD1 Axxora, Amerika 1:500
Rabbit a-SMADS Lifespan Biosciences, Amerika 1:100
Rabbit a-SMADS Santa Cruz, Amerika 1:50
Rabbit a-pSMAD1/5/8 Millipore, Almanya 1:100
Mouse a-BMP2 Abcam, Ingiltere 1:50
Rabbit a-BMP4 Abcam, Ingiltere 1:50

Sekonder antikorlar

Goat a-rabbit-HRP ICN, Ohio, Amerika 1:10,000
a-rabbit [gG-Rhodamine Chemicon, Hampshire, Ingiltere 1:1,000
a-mouse [gG-FITC Dianova, Hamburg 1:1,000
Rabbit a-mouse 1gG Cell Signaling , Amerika 1:100
Biotinylated Antibody ScyTek, Amerika

HRP Antibody ScyTek, Amerika

3.1.4. Deney Aletleri ve Markalan

Hassas terazi Korn ABJ, Tiirkiye
Mikrodalga firin1 Arcelik, Tiirkiye
Mini santrifiij Biosan, Tiirkiye
Floresan mikroskobu Nikon, Almanya
Mikrotom Leica, Almanya
Etiiv Niive, EN500

Isik mikroskobu Nikon, Almanya

48



3.2. METOD

3.2.1. Deneylerde Kullamlan Orneklerin Elde Edilmesi

Calismada hayvan etik kurulunun onay1 ile 30 adet Wistar albino erkek sican kullanildi.
Sicanlar postnatal gelisimlerine gore 0 giinliik, 5 gilinliik, 15 giinliik, 30 giinliik ve 60
giinliik olmak {izere bes gruba ayrildi. Biitiin gruptaki sicanlar yiiksek doz intraperitonal

pentobarbital (100mg/kg) ile sakrifiye edilip, testis dokular1 bouin fiksatifine konuldu.

Bu calisma grubuna ek olarak insan etik kurulunun onay1 ile embriyoloji laboratuarina
rutin semen analizi i¢in bagvuran saglikli (10) ve infertil (10) bireylerden hasta onam
formu imzalatilarak elde edilen ejakiilatlardan sperm yayma preparatlar1 yapildi. Bu

preparatlara immiinohistokimya uygulandi.

3.2.2. Deneylerde Kullanilan Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Sitrat Soliisyonu Hazirlama: 2,1 gr toz halindeki sitrik asit 1000 ml distile suda
cOzdiirtliir. Soliisyonun Ph’t NaOH ile ayarlandiktan sonra 0,1 M ve Ph=6 soliisyon

elde edilir.

Fosfat Tampon Soliisyonu Hazirlama (PBS): 87,6 gr NaCl, 22,8 gr K,;HPO4 ve 6,8 gr
KH,PO4 11t distile su i¢inde ¢ozdiiriiliir.

BSA Soliisyonu Hazirlama: 0,1 gr BSA 10 ml PBS i¢inde ¢ozdiiriilerek %1°lik BSA

soliisyonu elde edilir

Triton X Soliisyonu Hazirlama: 25 ul Triton X 10 ml PBS i¢inde hazirlanir.

Formalin Hazirlama: 10 ml formaldehit distile su ile 100 ml’e tamamlanar.

3.2.3. Kullanilan Teknikler

Tezimde histokimya, immiinohistokimya ve immiinofloresan teknikleri kullanilmistir.
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3.2.3.1.Histokimya

Calismada dokularin genel morfolojik yapisini incelemek amaciyla histokimyasal
teknik olarak Periyodik Asit Schiff (PAS) boyama yontemi kullanildi. 0, 5, 15, 30 ve 60
giinliik sicanlara ait dokularda histokimyasal teknikler uygulamak i¢in dncelikle testis
dokular1 bouin c¢ozeltisinde tespit edilip yikandiktan sonra dereceli yiikselen alkol
serilerinde (%70, %80, %90, %100) 6-12 saat bekletildi. 3’lii ksilen serilerinde 10’ar
dakika ksilenle muamele edilen dokular daha sonra 3’lii parafin serisinde 1’er saat
bekletilip temiz parafine gdémme uygulandi. Uzerinde rutin histolojik doku takipleri
yapildiktan sonra mikrotom ile alinan 5 mikronluk kesitler lamlara toplandi ve bir gece
56°C’ da inkiibe edildi. Alinan kesitler 3 kez 10’ar dakika ksilolde ve dereceli yiikselen
alkol serilerinde (%70, %80, %90, %100) 5’er dakika bekletilerek dehidrate edildi.
Suya indirilen dokular lizerine 10 dakika peryodik asit soliisyonu uygulandi. Distile
suda yikanan preparatlar 20 dakika Schiff kimyasalinda bekletildikten sonra distile suda
yikandi. Daha sonra potasyum metabisiilfit soliisyonunda 2 dakika bekletilen preparatlar
iizerindeki soliisyon yikamadan siiziilerek uzaklastirildi ve 2 dakika fiksatif soliisyonuna
maruz birakildi. Takiben preparatlar 5 dakika Mayer’s hematoksilende bekletildi ve
akan su altinda 5 dakika yikandi. Boyanmis preparatlar1 dehidrate etmek icin %70 ve
%80’lik alkollerde 1’er dakika, %90 ve 9%100’lik alkollerde ise 2’ser dakika
bekletildikten sonra seffaflastirmak icin 3 kez 5’er dakika ksilende bekletildi. Son

olarak ksilenden ¢ikarilan preparatlar entellan ve lamel ile kapatildi.

Spermlerin morfolojik olarak incelenmesi i¢in ise diff-quik boyama yontemi uygulandi.
Fertil ve infertil bireylerden alinan semen 6rnekleri ile yapilan sperm yayma preparatlari
5-15 dakika oda sicakliginda bekletilerek kurutuldu. Daha sonra diff-quik boya setinde
bulunan sirayla 1 dakika soliisyon 1’ de (fiksatif soliisyonu), 3 dakika soliisyon 2’de
(eozin soliisyonu) ve 1 dakika soliisyon 3’de (azur soliisyonu) bekletildikten sonra

distile suda yikandi. Kurutulan preparatlar entellan ve lamel ile kapatildi.

3.2.3.2. Immiinohistokimya

Parafin dokulardan elde edilen kesitler ile sperm yayma preparat farkh

immiinohistokimyasal teknikler uygulanmistir.
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Parafin dokulara uygulanan immiinohistokimyasal teknik i¢in 6ncelikle 0 giinliik, 5
giinliik, 15 giinliik, 30 giinliik ve 60 giinliik sicanlardan elde edilen testislere histokimya
icin yapila doku takibinin aynis1 uygulandi. Uzerinde rutin histolojik doku takipleri
yapildiktan sonra, mikrotomla alinan 5 mikronluk kesitler poli-L-lizin kapli lamlarda
(Leica, Ingiltere) topland1 ve bir gece 56°C’ da inkiibe edildi. Alman kesitler 3 kez
10’ar dakika ksilolde ve dereceli yiikselen alkol serilerinde (%70, %80, %90, %100)
5’er dakika bekletilerek dehidrate edildi. Suya kadar indirilen dokular, 0.1M sitrik asit
solusyonu (pH: 6) icerisinde 5’er dakika 2 kez mikrodalgada kaynatildi. PBS ile 3 kez 5
er dakika yikama isleminden sonra, endojen peroksidaz aktivitesi %3’liikk hidrojen
peroksidazla baskilandi. Tekrar PBS ile 3 kez 5 er dakika yikama isleminden sonra, oda
isisinda  kesitler spesifik olmayan reaksiyonu engellemek icin 10 dk. bloklama
serumuyla (ScyTek Laboratuarlar, Amerika) bloklandi. 10 dakikalik inkiibasyon
sonrast blok soliisyonu yikamadan wuzaklastirildi ve primer antikor uygulandi.
Kullanilan primer antikorlar ve dilusyon oranlar1 yukarida 3.1.3. de verilmistir. Primer
antikor ile muamele edilen kesitler kapali nemli bir PBS ile oda sicakliginda yikamadan
sonra sirayla biotinlenmis sekonder antikorlar (ScyTek Laboratuarlari, Amerika) ve
peroksidaz-igaretli streptavidin (ScyTek Laboratuarlari, Amerika) ile toplam 50 dakika
inkiibe edildi. Peroksidaz aktivitesi, 3-amino-9-ethylcarbazol (AEC) (ScyTek
Laboratuarlari, Amerika) kromojeni ile inkiibasyon sonucu goriiniir hale getirilip,
Mayer’in hematoksileni (Sigma-Aldrich, Almanya) ile zit boyama yapildi. Sonrasinda,
slaytlar su bazli kapatma solusyonu (ScyTek, Amerika) ile kapatildi. Kontroller igin,
kesitler primer antikorla benzer konsantrasyonda normal tavsan serumuyla inkiibe
edildi. Boyanan kesitler Leica mikroskop (Leica DM2500, Nussloch, Almanya) altinda
fotograflandirildi. Sekonder antikorun horseradish peroxidase (HRP) ya da alkaline
fosfotaz (AP) ile konjuge olma durumuna gére, AEC nin yaninda, DAB veya Fast red

gibi kromojenler de kullanilarak immunopositif bolgeler goriiniir hale getirildi.

Sperm yayma preparatlarina immiinohistokimyasal teknikler uygulamak icin fertil ve
infertil bireylerden alinan semen Ornekleri ile yapilan sperm yayma preparatlart 5-15
dakika oda sicakliginda bekletilerek kurutuldu. Daha sonra 5 dakika %4’liik formalinde
bekletildikten sonra tekrar kurumaya birakildi. Takiben PBS’de yikanan preparatlar %
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0,0025’lik Triton X soliisyonunda yikandiktan sonra tekrar PBS’ de yikanir. Bloklama
ajan1 BSA ile hazirlanan %1°lik BSA ¢ozeltisinde oda sicakliginda 15 dakika bekletilen
preparatlar PBS ile yikandiktan sonra primer antikora bir gece maruz birakilir. Primer
antikor ile muamele edilen kesitler kapali nemli bir PBS ile oda sicakliginda yikamadan
sonra sirayla biotinlenmis sekonder antikorlar (ScyTek Laboratuarlari, Amerika) ve
peroksidaz-igaretli streptavidin (ScyTek Laboratuarlari, Amerika) ile toplam 50 dakika
inkiibe edildi. Peroksidaz aktivitesi, DAB kromojeni ile inkiibasyon sonucu goriiniir
hale getirilip slaytlar entellan ile kapatildi. Boyanan kesitler Leica mikroskop (Leica

DM2500, Nussloch, Almanya) altinda fotograflandirild:..

3.2.3.3. immunofloresan

Bir onceki boliimde anlatilan immunohistokimya ydnteminin temel basamaklar1 ayni
olmak sartiyla, kullanilan sekonder antikorlarin rhodamine ve FITC gibi belli dalga
boylarinda floresan renk vermesi nedeniyle 6zellikle ¢iftli boyamalarda immunofloresan
isaretleme yontemi tercih edilir. Kisaca tezimde, primer antikorlarla inkiibasyondan
sonra, rhodamine ile isaretli anti mouse ve FITC ile isaretli anti rabbit sekonder
antikorlar1 ile 1 saat oda 1sisinda inkiibasyon ger¢eklestirildi. Floresana uygun kapatma
medyumu (Invitrogen, Amerika) ile preparatlar kapatilarak, Nikon microscope (Nikon

E600, Almanya) altinda fotograflar ¢ekildi.

3.2.3.4. Ciftli Immunofloresan Boyama

Calismamizda iki farkli proteinin ayni bolgede lokalizasyonunu gdstermek amaciyla
testikiiler dokular iizerinde ¢iftli boyamalar yapildi. Her iki primer antikor ( SMADI ile
p97/VCP) 3.1.3’ de belirlenen dilusyon oranlarinda ayn1 zamanda uygulanip, geceboyu
4°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin, yikama isleminden sonra, rhodamine-konjuge anti-
mouse-Ig ile 1 saat oda 1sisinda inkiibe edilip, ardindan PBS ile yikamaya gecildi ve
sonrasinda, FITC-konjuge anti-rabbit-Ig ile 1 saat inkiibe edildi. Yikama islemlerinden
sonra, niiklear boyanmalar1 goriintiilemek amaciyla DAPI (invitrogen, Amerika)
boyasiyla preparatlar 5 dakika inkiibe edildi ve 6zel kapatma soliisyonuyla kapatilip,

floresan mikroskobu altinda incelendi.
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3.3. istatiksel Analiz

3.3.1. Semiquantitative HSCORE analizi

Herbir kesit i¢in 151k mikroskobu altinda 40X biiylitmede birbirinden habersiz iki
arastirmaci tarafindan rastgele bes alan secildi ve bu alanlar i¢inde hiicrelerin boyanma
yogunluguna gore [0 (boyanma yok), +1 (zayif, fakat tespit edilebilir boyanma), +2 (
orta siddetli boyanma) ve +3 (yogun boyanma)] hiicre sayimi yapildi. Hesaplama i¢in
HSCORE formulii kullanild1 [} Pi(i+ 1): 1 boyanma yogunlugu skorunu, Pi boyanan
hiicrelerin yiizdesini gdsterir]. Iki gézlemcinin hesapladig1 skorlarin ortalamasi alind1 ve

HSCORE degerleri grafikle gosterildi.

Istatiksel degerlendirmeler SigmaStat versiyon 3.5 (Jandel Scientific Corp., San Rafael,
CA) kullanilarak ve anlamlilik p< 0.05 olarak degerlendirilmistir. Farkli postnatal
giinlerde elde edilen dokularda ortaya ¢ikabilecek muhtemel farkliliklar karsilagtirmali
testler (ANOVA, t-test) ve korelasyon regresyon analizleri (Pearson, Spearman) ile

degerlendirildi.
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BULGULAR

4.1. Postnatal Sican Testisinin Genel Morfolojik Ozellikleri

0, 5, 15, 30 ve 60 giinliik postnatal sigan testislerinin parafin doku takiplerinden sonra

elde edilen kesitler iizerinde PAS boyalar1 yapildi ve her postnatal giiniin hiicresel

diizeyde genel morfolojik 6zellikleri belirlendi (Sekil 4.1, Cizelge 4.1). 0 ve 5 giinliik

sican testisinde gonositler, Sertoli hiicreleri ve somatik hiicreler gézlendi. 15 giinliik

sigan testisinde spermatogonya, Sertoli hiicresi, spermatosit ve somatik hiicreler

gozlendi. 30 giinlik sican testisinde Sertoli hiicresi, spermatogonya, spermatosit,

yuvarlak spermatid ve uzamis spermatidler gozlendi. 60 giinliik si¢an testisinde Sertoli

hiicresi, spermatogonya, spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzamis spermatidler ve

spermatozoalar gozlendi.

Cizelge 4.1: Postnatal Sican Testisinde Hiicresel Organizasyon

Postnatal Gelisim Giinii

Hiicresel Organizasyon

0 Gonosit, Sertoli hiicresi ve somatik hiicreler

5 Gonosit, Sertoli hiicresi ve somatik hiicreler

15 Spermatogonya, Sertoli hiicresi, spermatosit ve somatik
hiicreler

30 Spermatogonya, Sertoli hiicresi, somatik hiicreler,
spermatosit, yuvarlak ve uzamis spermatidler

60 Spermatogonya, Sertoli hiicresi, somatik hiicreler,

spermatosit, yuvarlak ve uzamig  spermatidler,

spermatozoa
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A i ¥

Sekil 4.1.: Postnatal 0, 5, 15, 30 ve 60 giinliik sican testisinin Pas boyasi ile morfojik
yapisinin gosterilmesi: A-B: 0 giinliik si¢an testisinde gonositler, Sertoli hiicreleri ve somatik
hiicreler gozlendi. C-D: 5 giinliik sigan testisinde gonositler, Sertoli hiicreleri ve somatik
hiicreler gozlendi. E-F: 15 giinliik si¢an testisinde spermatogonya, Sertoli hiicresi spermatosit ve
somatik hiicreler gozlendi. G-H: 30 giinliik si¢an testisinde Sertoli hiicresi, spermatogonya,
spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzamis spermatidler gozlendi. I-J: 60 giinliik sigan
testisinde Sertoli hiicresi, spermatogonya, spermatosit, yuvarlak spermatid ve uzamis
spermatidler ve spermatozoalar gézlendi. Bar:50 pm.
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4.2. Postnatal Sican Testisinde Ubikiitin Proteazom Sistemi (UPS) Proteinlerinin
Immunohistokimyasal Ekspresyonlar

Ubikiitin Proteazom Sistemi (UPS) proteinlerinden sirasiyla p97/VCP, Jabl/CSN5 ve
iibikiitinin immunohistokimyasal lokalizasyonlar1 0, 5, 15, 30 ve 60 giinliik postnatal

sican testislerinde belirlendi.

4.2.1. p97/VCP Ekspresyonunun Belirlenmesi

0, 5, 15, 30 ve 60 giinliik postnatal sigan testislerinden elde edilen kesitler ile yapilan
immiinohistokimya sonucunda, p97/VCP proteinin gelismekte olan sigan testisinde en
fazla ve en giicli olarak gonosit, Sertoli hiicreleri, spermatositler ve uzamis
spermatidlerde immiinoreaktivite gosterdigi belirlendi (Sekil 4.2). Postnatal 0. ve
5.glinde p97/VCP immunoreaktivitesi gonosit ve peritiibiiler hiicrelerde gozlendi (Sekil
4.2A-B). Ayrica intertisyel alanlarda p97/VCP immunopozitif somatik hiicrelere
rastlandi. 15.giin, 30.giin ve 60.glinlerde en giicli p97/VCP immiimoreaktivitesi
spermatogonyalardaydi (4.2C-E). 15 giinliik sican testisinde, spermatositlerde saptanan
p97/VCP immiimoreaktivitesinin 30 ve 60. giinlerde azaldigi saptandi. 30. giinde
beliren yuvarlak ve uzamis spermatidlerde de p97/VCP immiimoreaktivitesi gozlendi,
fakat 30. ve 60. gilinlerde en yogun olarak spermatogonya ve Sertoli hiicrelerinde
bulundu (4.2D-E). Sertoli ve intertitisyal hiicrelerde ise postnatal gelisime bagli olarak

artan bir immiinoreaktivite belirlendi.
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Sekil 4.2: Postnatal 0 (A), 5 (B), 15 (C), 30(D) ve 60 (E) giinliik sican testisinde p97/VCP
lokalizasyonlari: A: 0 giinliik si¢an testisinde p97/VCP’nin gonositlerde(Gs) ve daha az olarak
da intertitisyal hiicrelerde (I) immiinoreaktivitesi gozlenmektedir. B: 5 giinliik sican testisinde 0
giinliige gore artmis p97/VCP immiinoreaktivitesi gdzlenmektedir. En fazla gonositlerde(Gs) ve
daha az olarakta interstisyel hiicrelerde (I) immiinoreaktivite izlenmektedir. C: 15 giinliik
testislerde ise Sertoli (Se) ve spermatogonya (Sg) hiicrelerinde niiklear, spermatositlerde (Ss) ise
sitoplazmik immiinoreaktivite gozlenmektedir. Ayrica intertitisyal hiicrelerde de (1)
immiinoreaktivite belirlendi. D: 30 giinliik sigan testisinde Sertoli (Se), Spermatogonya (Sg),
Spermatosit (Ss), uzanus spermatidler (uSt) ve interstisyel hiicrelerde (I) immiinoreaktivite
gozlendi. E: 60 giinlik ergin sigan testisinde en belirgin Sertoli (Se) hiicresi ve
spermatogonyalarda (Sg), daha az olarak da Spermatosit(Ss) ve uzamis spermatidlerde (uSt)
p97/VCP immiinoreaktivitesi izlenmektedir. F: Negatif kontrol. Bar:50 um.

4.2.2. Jab1/CSNS Ekspresyonunun Belirlenmesi

UPS’de c¢alisan ve p97/VCP ile iligkili proteinlerden biri olan Jabl/CSN5’in
lokalizasyonunu  belirlemek amaciyla yapilan immiinohistokimyasal ¢aligmalar
sonucunda Jabl/CSN5’in baslica gonosit, spermatogonyum, spermatosit, Sertoli
hiicreleri ve uzamis spermatidlerde immunopozitif reaksiyonu saptandi (Sekil 4.3A-F).
Jab1/CSNS5 ekspresyonunun postnatal gelisime bagli olarak (0. giinden 60. gline dogru)
dereceli bir sekilde arttigi belirlendi. 0. ve 5. giinlerde en yogun gonositlerde

Jabl/CSN5 immunoreaktivitesi saptanirken (Sekil 4.3A-B), 15. giinde bu
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immunoreaktivitenin ¢ok belirgin bir sekilde spermatogonya ve spermatositlerde arttigi
saptand1 (Sekil 4.3C). 30.glin ve 60.giinlerde ise en giliclii immiimoreaktivite yine
spermatogonyum ve spermatositlerde gozlendi, fakat yuvarlak ve uzamis spermatidlerde
orta siddetli Jabl/CSN5 immunoreaktivitesi belirlendi (Sekil 4.3D-E). Sertoli
hiicrelerindeki Jabl1/CSN5 immunoreaktivitesi 15.giin ve 30.giinlerde, 60. giine gore

daha yogundu. Interstisyel hiicrelerde ise 15.giinden itibaren artan ekspresyon saptandi.

Jab1/CSN5

Sekil 4.3: Postnatal 0 (A), 5 (B), 15 (C), 30 (D) ve 60 (E) giinliik sican testisinde Jab1/CSN5
lokalizasyonlari: A: 0 giinlik sigan testisinde Jabl/CSN5 en yogun gonositlerde (Gs)
immiinoreaktivitesi gozlenmektedir. B: 5 giinliik sican testisinde sadece gonositlerde (Gs)
immiinoreaktivite belirlenmistir. C: 15 giinlik sican testisinde spermatogonya (Sg) ve
spermatositlerde (Ss) giliglii bir immiinoreaktivite gozlenirken, Sertoli hiicreleri (Se) ve
intertitisyal (I) hiicrelerde daha zayif bir immiimoreaktivite gozlendi. D: 30 giinliik sigan
testisinde en giiglii immiinoreaktivite spermatogonyada (Sg) izlenirken, Sertoli (Se),
Spermatosit (Ss), spermatid (St) ve intertitisyal hiicrelerde de (I) orta siddetli Jabl/CSN5
immiinolokalizasyonu saptanmistir. E: 60 giinliik ergin si¢an testisinde en yogun Jab1/CSN5
immunoreaktivitesi spermatogonya (Sg) ve spermatositlerde (Ss) izlenirken, Sertoli (Se)
hiicresi, uzamis (uSt) ve yuvarlak spermatidlerde (ySt) de zayif bir immiinoreaktivite gézlendi.
F: Negatif kontrol. Bar:50 pm.

58



4.2.3. Ubikiitin Ekspresyonunun Belirlenmesi

p97/VCP’ye baglandig1 bilinen bir baska molekiil olan {ibikiitin ard1 ardmna dizilerek
p97/VCP’nin N domainine baglanir. Ubikiitinlenmis proteinler p97/VCP araciligiyla
yikilmak iizere proteozoma tasinirlar. Gelismekte olan sican testisinde lokalizasyonu
arastirilan ibikiitinin Sertoli hiicreleri, spermatosit, uzamis spermatid ve interstisyel
hiicrelerde ekspreyonuna rastland1 (Sekil 4.4). Ozellikle de Sertoli hiicreleri ve
intertitisyal hiicrelerde daha yogun ekspresyonu saptandi. Ubikiitinin 0 giinliikten 60

giinliige dogru ekspresyonunda bir artig belirlendi.

) B

Sekil 4.4: Postnatal 0 (A), 5 (B), 15 (C), 30 (D) ve 60 (E) giinliik sican testisinde iibikiitin
lokalizasyonlari: A: 0 giinliikk sigan testisinde ibikiitin immiinoreaktivitesi en yogun olarak
gonositlerde (Gs), orta siddette ise intertitisyal hiicrelerde (I) bulundu. B: 5 giinlik sigan
testisinde gonositlerde (Gs) giiglii bir iibikiitin ekspresyonu gozlenirken, Sertoli hiicreleri (Se)
ve interstisyel hiicrelerde (I) daha zayif bir ekspresyon gozlendi. C: 15 giinliik sigan testisinde
spermatogonya (Sg) ve spermatositlerde (Ss) gili¢lii bir immiinoreaktivite gozlenirken, Sertoli
hiicreleri (Se) orta siddetli ve interstisyel hiicrelerde (1) ise zayif bir immiimoreaktivite izlendi.
D: 30 giinliik sican testisinde en gii¢lii immiinoreaktivite Spermatositlerde (Ss) goézlenirken,
spermatogonya (Sg) ve Sertoli (Se) hiicrelerinde de {ibikiitin immiinolokalizasyonu saptandi.
E:60 giinliik ergin sigan testisinde Sertoli (Se), spermatogonya (Sg) Spermatosit (Ss) ve uzamis
spermatidlerde (uSt) belirgin immiinoreaktivite belirlendi. F: Negatif kontrol. Bar:50 um.
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4.2.4. Postanatal Sican Testisinde UPS Proteinlerinin immunoreaktivitelerinin
Gelisimlerine Gore Degerlendirilmesi

Yukarida protein lokalizasyonlar1 belirlenen UPS proteinlerinin, postnatal sican
testisinde HSCORE yontemini kullanarak si¢anlarin gelisimlerine gore nasil bir dagilim
gosterdikleri belirlendi (Sekil 4.5). Bu degerlendirrme yapilirken hem pozitif
immunreaktivite gosteren hiicrelerin sayist hem de immunreaktivitenin yogunluk
dereceleri goéz Oniinde tutuldu. Postanatal giinlere gore hiicresel yonden yapilan
degerlendirme Cizelge 4.2 ’de Ozetlenmistir. Hem sayisal hem de hiicredeki
immureaktivitenin yogunlugunun belirlendigi HSCORE analizi ise Sekil 4.5°de
gozlenmektedir. Dogum sonrasi 0.giinden 60. giine kadar p97/VCP, Jabl/CSN5 ve
iibikiitinin protein ekspresyonlarinda farkliliklar gézlendi (Sekil 4.5).

250
~ 200
xX
:.’, 150 SR 0 p97/VCP
E T W Jab1/CSN5
g 100 1— | B Ubikiitin
o T
[2) | 1]
T 50 H

i SN = el
0. giin 5.gilin 15.giin 30.giin 60.giin

Sekil 4.5: Gelismekte olan sican testisinde p97/VCP, Jab1/CSN5 ve iibikiitinin
karsilagtirmali H-SCORE degeri: Bu proteinlerin ekspresyonlarinda 5 giinliikten 60 giinliige
dogru anlamli bir artis saptanmustir (p<0.005) Bar:50 um.
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Cizelge 4.2. Sican testisinde p97/VCP, Jab1/CSN5 ve Ubikiitinin Lokalizasyonu

Hiicre Protein 0 5 15 30 60
Jabl +++ ++ 3 - ~
Gs P97/VCP ++ ++ ~ - }
Ubikiitin ot -+ } - B
Jabl B 3 ++ ++ +
Se P97/VCP _ _ ++ ++ .
Ubikiitin _ + ++ + +r
Jab1l + + + ++ +
i P97/VCP + + + T+ n
Ubikiitin e + + n T
Jabl B 3 -+ -+ -+
Sg P97/VCP _ _ ot ot +++
Ubikiitin _ - I ++ .
Jabl N B -+ ++ Tt
Ss P97/VCP _ B ++ ++ +
Ubikiitin _ _ ot ot -+
Jabl B 3 - ++ T
ySt [ P97/VCP - B B n =
Ubikiitin _ ~ - = n
Jabl _ _ B ++ ++
uSt [ P97/VCP B B B " "
Ubikiitin _ - - ++ .

Cizelge 4.2. Gelismekte olan sican testisinde p97/VCP, Jabl/CSN5 ve iibikiitin
immiinreaktif hiicrelerinin semikantitatif degerlendirilmesi: Gs: Gonosit, Se: Sertoli
hiicresi, Sg: Spermatogonyum, Ss: Spermatosit, ySt: Yuvarlak spermatid, uSt: Uzamus
spermatid, I: Interstisyel hiicreler. Zayif immiinoreaktivite: +, orta siddetli immiinoreaktivite:
++, giiclii immiinoreaktivite: +++
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4.3. Postnatal Sican Testisinde Bone (Kemik) Morfogenetik Protein (BMP) Ailesi
Uyelerinin Ekspresyonlari

BMP ailesine ait proteinlerden sirasiyla BMP2 ve BMP4’iin immunohistokimyasal

lokalizasyonlar1 0, 5, 15, 30 ve 60 giinliik postnatal sigan testislerinde belirlendi.

4.3.1. BMP2 Ekspresyonunun Belirlenmesi

Parafine gomiilen 0, 5, 15, 30 ve 60 giinliik postnatal sigan testislerinden elde edilen
kesitler iizerinde yapilan BMP2 immiinohistokimyasi sonucunda bu proteinin
gelismekte olan sigan testisinde spermatogonya, spermatosit ve yuvarlak spermatidlerde
lokalize olduklar1 bulundu (Sekil 4.6). 0. giinde BMP2 ekpresyonuna rastlanilmadi
(Sekil 4.6A) ve 5. giinden BMP2’nin baz1 gonositlerde ekspre edildigi gozlendi (Sekil
4.6B). 15. giinde spermatositlerde en fazla ve en giiglii olarak (Sekil 4.6C), 30. ve 60.
giinlerde ise orta siddetli round spermatidlerin akrozomlarinda, spermatositlerde ve

spermatogonyumda belirgin bir ekspresyon gozlendi (Sekil 4.6D-E).

1S

o a2 | . \ . § ) . . »
Sekil 4.6. Postnatal 0 (A), 5 (B), 15 (C), 30 (D) ve 60 (E) giinliik sican testisinde BMP2
lokalizasyonlari: A: 0 giinliik sican testisinde BMP2 negatif immiinoreaktivite gostermistir. B:
5 giinliik sigan testisinde sadece gonositlerde (Gs) zayif bir BMP2 ekspresyonu goézlendi. C: 15
giinliik sican testisinde spermatositlerde (Ss) gii¢lii bir immiinoreaktivite gézlendi. D: 30 giinliik
sigan testisinde en giiglii immiinoreaktivite yuvarlak spermatidlerde (ySt) gozlendi. E: 60
giinliik sigan testisinde spermatogonya (Sg), Spermatosit (Ss) ve yuvarlak spermatidlerde (ySt)
belirgin immiinoreaktivite gozlenmektedir. F: Negatif kontrol. Bar:50 pum.
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4.3.2. BMP4 Ekspresyonunun Belirlenmesi

Histolojik takipler yapildiktan sonra parafine gomiilen 0, 5, 15, 30 ve 60 giinlik
postnatal si¢an testislerinden elde edilen kesitler ile yapilan BMP4 immiinohistokimyas1
sonucunda bu proteinin geligmekte olan si¢an testisinde gonosit, spermatogonya,

spermatosit, spermatid, intertitisyal hiicreler ve peritiibiiler hiicrelerde lokalize oldugu

bulundu (Sekil 4.7). 0. giinde peritiibiiler hiicrelerde belirgin bir BMP2 ekspresyonu

goriiliirken, Sertoli hiicrelerinde zayif bir ekspresyon saptanmustir (Sekil 4.7A). 5.

giinde ise sadece gonositlerde orta siddetli bir boyanma varken 15, 30 ve 60 giinlerde

Sertoli hiicreleri ve spermatogonyalarda ¢ok giiclii bir BMP4 ekspresyonu gozlendi

(Sekil 4.7C-E).

Sekil 4.7. Postnatal 0 (A), 5 (B), 15 (C), 30 (D) ve 60 (E) giinliik sican testisinde BMP4
lokalizasyonlari: A: 0 giinliik sigan testisinde BMP4 peritiibiiler hiicrelerde (P) siddetli ve
Sertoli hiicrelerinde (Se) zayif immiinoreaktivite gostermistir. B: 5 giinliik si¢an testisinde
gonositlerde(Gs) giiclii bir BMP4 ekspresyonu gozlendi, fakat Sertoli hiicrelerinde (Se) bu
ekspresyon zayifti. C: 15 giinliik sigan testisinde Sertoli (Se) ve Spermatogonyumlarda (Sg)
giiclli bir immiinoreaktivite, spermatositlerde (Ss) ise orta siddetli bir immiinoreaktivite
gbzlendi. D: 30 giinliik sigan testisinde en giiclii immiinoreaktivite interstisyel hiicrelerde (1)
gozlenirken, uzamis spermatidlerde (uSt) ve Sertoli hiicrelerinde (Se) daha zayif bir ekspresyon
izlendi. E:60 giinliik si¢an testisinde Sertoli (Se) ve Spermatogonyumlarda (Sg) giiclii bir
immiinoreaktivite, spermatositlerde (Ss) ise orta siddetli bir immiinoreaktivite gdzlendi. F:
Negatif kontrol. Bar:50 um.
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4.3.3. Postanatal Sican Testisinde BMP Ailesi Proteinlerinin

Immunoreaktivitelerinin Gelisimlerine Gore Degerlendirilmesi

Daha oncesinden UPS proteinleri ailesindeki proteinler i¢in yapilan HSCORE
yontemiyle yapilan degerlendirme BMP2 ve BMP4 proteinleri iginde uygulandi. Bu
degerlendirrme yapilirken yine hem pozitif immunreaktivite gosteren hiicrelerin sayisi
hem de immunreaktivitenin yogunluk dereceleri gbz 6niinde tutuldu. Postanatal gilinlere
gore hiicresel yonden yapilan degerlendirme Cizelge 4.3 *de 6zetlenmistir. Hem sayisal
hem de hiicredeki immureaktivitenin yogunlugunun belirlendigi HSCORE analizi ise

Sekil 4.8’de gozlenmektedir.

250

200

150

OBMP2
B BMP4

100 L

HSCORE degeri (%)
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. m —~H

0. giin 5.gun 15.giin 30.giin 60.giin

Sekil 4.8: Gelismekte olan sican testisinde BMP2 ve BMP4’iin karsilastirmah H-SCORE
degeri: Bu proteinlerin ekspresyonlarinda 5 giinlikkten 60 giinliige dogru anlamli bir artis
saptanmustir (p<0.005) Bar:50 pm.
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Cizelge 4.3. Sican testisinde BMP2 ve BMP4 Lokalizasyonu

Hiicre Protein 5 15 30 60
BMP2 + B B B
Gs
BMP4 4 _ _ _
BMP2 _ + + +
Se
BMP4 + +++ ++ +++
BMP2 _ + + ++
i
BMP4 3 + +++ ++
BMP2 3 + +++ +++
Sg
BMP4 3 +++ + +++
BMP2 3 +++ + +++
Ss
BMP4 3 ++ + ++
BMP2 3 3 +++ +++
ySt
BMP4 _ _ + +
BMP2 _ _ + ++
uSt
BMP4 _ _ ++ ++

Cizelge 4.3: Gelismekte olan sican testisinde BMP2 ve BMP4 immiinreaktif hiicrelerinin
semikantitatif degerlendirilmesi: Gs: Gonosit, Se: Sertoli hiicresi, Sg: Spermatogonyum, Ss:
Spermatosit, ySt: Yuvarlak spermatid, uSt: Uzamis spermatid, I: Interstisyel hiicreler. Zayif
immiinoreaktivite: +, orta siddetli immiinoreaktivite: ++, gii¢lii immiinoreaktivite: +++
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4.4. Postnatal Sican Testisinde SMAD (Sma and Mad-related Protein) Ailesi
Uyelerinin Ekspresyonlarn
BMP ailesininin bir alt yolagi olan SMAD ailesine ait proteinlerden sirastyla SMADI,

5, 8 ve fosfo-SMAD1/5/8’in immunohistokimyasal lokalizasyonlar1 0, 5, 15, 30 ve 60

giinliik postnatal sican testislerinde belirlendi.

4.4.1. SMADI1 ekspresyonunun belirlenmesi

Histolojik takipler yapildiktan sonra parafine gomiilen 0, 5, 15, 30 ve 60 giinliik
postnatal sican testislerinden elde edilen kesitler ile yapilan SMADI
immiinohistokimyasi sonucunda bu proteinin gelismekte olan sican testisinde gonosit,
Sertoli, spermatogonya, spermatosit ve interstisyel hiicreler de lokalize oldugu bulundu.
0. ve 5. glinde Sertoli hiicreleri ve gonositlerde orta siddetli ekspresyon gozlenirken, bu
proteinin ekspresyonunda 15. giinde anlamh bir artis gézlenmistir (Sekil 4.9A-B). 15.
Gilinde spermatogonya, Sertoli ve intertitisyal hiicrelerde siddetli bir reaksiyon
gozlenirken, spermatositlerde orta siddetli bir immiinreaktivite gozlenmistir (Sekil
4.9C). 30. giinde SMADI1 immunoreaktivitesinde 15. giine gore diisiis gozlenirken, en
siddetli SMADI1 immunoreaktivitesi spermatogonyum, interstisyel hiicreler ve yuvarlak
spermatidlerde bulundu (Sekil 4.9-D). 60. giinde ise spermatogonyumlarda ve Sertoli
hiicrelerinde ¢ok gii¢lii bir SMAD1 ekspresyonu gézlendi.
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Sekil 4.9. Postnatal 0 (A), S (B), 15 (C), 30 (D) ve 60 (E) giinliik sican testisinde SMAD1
lokalizasyonlari: A: 0 giinlik sican testisinde SMADI1 gonositlerde (Gs) ve Sertoli
hiicrelerinde (Se) immiinoreaktivite gostermistir. B: 5 giinliik sigan testisinde gonositlerde(Gs)
giiclii, Sertoli hiicrelerinde ise daha zayif bir SMAD1 ekspresyonu gozlendi. C: 15 giinliik sican
testisinde Sertoli (Se), spermatogonya (Sg) Spermatosit (Ss) ve intertitisyal hiicrelerde (I) belirgin
immiinoreaktivite gézlenmektedir D: 30 giinliik sican testisinde ise en gili¢lii immiinoreaktivite
interstisyel hiicrelerde (I) gozlenirken, spermatogonyalarda (Sg), spermatositlerde (Ss) ve
yuvarlak spermatidlerde de ekspresyon gozlendi. E:60 giinliik ergin sican testisinde Sertoli (Se),
spermatogonya (Sg) Spermatosit (Ss) ve Spermatidlerde (St) immiinoreaktivite gozlendi. F:
Negatif kontrol. Bar:50 um.

4.4.2.Postnatal Sican Testisinde SMADS Ekspresyonunun Belirlenmesi

0, 5, 15, 30 ve 60 giinliikk postnatal sican testislerinden elde edilen kesitler ile yapilan
SMADS immiinohistokimyas1 sonucunda bu proteinin gelismekte olan sican testisinde
gonosit, Sertoli, spermatogonya, spermatosit, spermatid ve interstisyel hiicreler de

lokalize oldugu bulundu. 0. giinde ve 5. giinde Sertoli hiicreleri ve gonositlerde

ekspresyon gozlendi (Sekil 4.10A-B). 15. giinde spermatogonyum, spermatosit ve

Sertoli hiicrelerinin niiklear bdlgelerinde yogun bir ekspresyon gozlendi (Sekil 4.10C).

30. giinde seminifer tiiblildeki hemen hemen biitiin hiicreler SMADS immunreaktivitesi
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gosterdi (Sekil 4.10D). 60. giinde ise yine spermatogonya, spermatosit, Sertoli ve

intertitisyal hiicrelerde niiklear SMADS immunoreaktivitesi saptandi (Sekil 4.10E).

Sekil 4.10. Postnatal 0 (A), 5 (B), 15 (C), 30 (D) ve 60 (E) giinliik sican testisinde SMADS
lokalizasyonlari: A: 0 giinliik sican testisinde SMADS gonositlerde (Gs), Sertoli hiicrelerinde
(Se) ve interstisyel hiicrelerde (I) immiinoreaktivite gostermistir. B: 5 giinliik sican testisinde
SMADS5 gonositlerde (Gs), Sertoli hiicrelerinde (Se) ve interstisyel hiicrelerde (I)
immiinoreaktivite gostermistir. C: 15 giinliik sigan testisinde spermatogonya (Sg), spermatosit
(Ss) ve interstisyel hiicrelerde (I) belirgin SMADS immiinoreaktivitesi gozlenmektedir D: 30
giinliik sigan testisinde SMADS immiinoreaktivitesi spermatogonya (Sg), spermatositlerde (Ss)
yuvarlak spermatid (ySt) ve Sertoli hiicrelerinde (Se) saptandi. E:60 giinliikk ergin sigan
testisinde Sertoli (Se), spermatogonya (Sg) ve Spermatositlerde (Ss) immiinoreaktivite gézlendi.
F: Negatif kontrol. Bar:50 pm.

4.4.3. Postnatal Sican Testisinde SMADS8 Ekspresyonunun Belirlenmesi
0, 5, 15, 30 ve 60 giinliikk postnatal sican testislerinden elde edilen kesitler ile yapilan

SMADS immiinohistokimyas1 sonucunda bu proteinin gelismekte olan sican testisinde
gonosit, Sertoli, spermatogonya, spermatosit ve interstisyel hiicreler de lokalize oldugu
bulundu (Sekil 4.11). 0. ve 5. giinde Sertoli hiicreleri ve gonositlerde SMADS
ekspresyonu saptandi  (Sekil 4.11A-B). 15. giinde somatik hiicrelerin ve
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spermatogonyanin sitoplazmik bdlgelerinde yogun bir ekspresyon gozlendi (Sekil
4.11C). 30.giinde SMADS’in daha ¢ok spermatogonya da ve daha az olarak
spermatositlerde immunoreaktif oldugu bulundu (Sekil 4.11D). 60. giinde SMAD 8§
ekpsresyonunda degisiklik saptandi ve Leydig hiicrelerinde ¢ok giiglii bir

immunoreaksiyon gosterdigi izlendi (Sekil 4.11E).

Sekil 4.11: Postnatal 0 (A), 5 (B), 15 (C), 30 (D) ve 60 (E) giinliik sican testisinde SMADS8
lokalizasyonlari: A: 0 giinliik sican testisinde SMADS gonositlerde (Gs), Sertoli hiicrelerinde
(Se) ve interstisyel hiicrelerde (I) immiinoreaktivite gostermistir. B: 5 giinliik sican testisinde
SMADS5 gonositlerde (Gs), Sertoli hiicrelerinde (Se) ve interstisyel hiicrelerde (I)
immiinoreaktivite gdstermistir. C: 15 gilinliik si¢an testisinde spermatogonya (Sg) ve interstisyel
hiicrelerde (I) belirgin immiinoreaktivite gézlenmektedir D: 30 giinliik sigan testisinde ise en
giiclii immiinoreaktivite spermatogonya (Sg), spermatositlerde (Ss) ve yuvarlak spermatidlerde
(ySt) gozlendi. E: 60 giinliik ergin sican testisinde spermatogonya (Sg) ve spermatositlerde (Ss)
orta siddette immiinoreaktivite saptamirken, Leydig hiicrelerinde (Le) ¢ok siddetli
immunreaktivite gozlendi. Bar:10 um. F: Negatif kontrol. Bar: 50 um.
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4.4.4. Postnatal Sican Testisinde pSMAD1/5/8 Ekspresyonunun Belirlenmesi

0, 5, 15, 30 ve 60 giinliikk postnatal sican testislerinden elde edilen kesitler ile yapilan
pSMAD1/5/8 immiinohistokimyas1t sonucunda bu proteinin gelismekte olan sigan
testisinde gonosit, Sertoli, spermatogonya, spermatosit, spermatid ve interstisyel
hiicrelerde lokalize oldugu bulundu. 0. ve 5. giinde c¢ok zayif bir pSMADI1/5/8
ekspresyonu  saptandi  (Sekil 4.12A-B). 15. ginde somatik hiicrelerin,
spermatogonyalarin niikleer bolgelerinde ki ekspresyonda anlamli bir artis gozlendi ve
30. giinde pSMADI1/5/8 immunoreaktivitesinde artis devam etti (Sekil 4.12D). 60.
giinde, pSMADI1/5/8 immunreaktivitesi Sertoli, spermatosit ve spermatogonyumun

niiklear bolgelerinde pozitivite gosterdi (Sekil 4.12E).

pSmad1/5/8

Sekil 4.12: Postnatal 0(A), 5 (B), 15 (C), 30 (D) ve 60 (E) giinliik sican testisinde
pSMAD1/5/8 lokalizasyonlari: A: 0 giinliik sican testisinde pSMAD1/5/8 gonositlerde (Gs),
Sertoli hiicrelerinde (Se) ¢ok az siddetinde immiinoreaktivite gosterdi. B: 5 gilnliik sigan
testisinde pSMADI1/5/8 yine gonositlerde (Gs) ve Sertoli hiicrelerinde (Se) ¢ok az
immiinoreaktivite gosterdi. C: 15 giinliilk sigan testisinde spermatogonya (Sg) ve Sertoli
hiicrelerinde (Se) orta siddetli, spermatositlerde (Ss) ise daha siddetli bir niikleer
immiinoreaktivite gozlenmektedir. D: 30 giinliik sigan testisinde ise en gii¢lii immiinoreaktivite
spermatositlerde (Ss) gozlendi. Sertoli ve spermatogonyada daha az bir immunreaktivite izlendi.
E: 60 giinliik ergin si¢an testisinde pPSMAD1/5/8 Sertoli (Se) ve Spermatositlerde (Ss) giicli,
spermatogonyada (Sg) orta siddetli bir niikkleer immiinoreaktivite gdzlendi. F: Negatif kontrol.
Bar: 50 um.
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4.4.5. Postanatal Sican Testisinde SMAD Ailesi Proteinlerinin

Immunoreaktivitelerinin Gelisimlerine Gore Degerlendirilmesi

SMADI, SMADS, SMADS8 ve pSMADI1/5/8 proteinleri icin HSCORE yontemiyle
yapilan degerlendirme ile hem pozitif immunreaktivite gosteren hiicrelerin sayist hem
de immunreaktivitenin yogunluk dereceleri géz dnilinde tutuldu. Postanatal giinlere gore
hiicresel yonden yapilan degerlendirme Cizelge 4.4’de 6zetlenmistir. Hem sayisal hem
de hiicredeki immureaktivitenin yogunlugunun belirlendigi HSCORE analizi ise Sekil

4.13’de gozlenmektedir.

200
OSmad1
150 I
2 B Smad5
100

O Smad8

OpSmad1/5/8

HSCORE degeri (%)

15.glin 30.gln 60.gln

Sekil 4.13: Gelismekte olan sican testisinde SMAD1, SMADS, SMADS8 ve pSMAD1/5/8’in
karsilastirmali H-SCORE degeri: Bu proteinlerin ekspresyonlarinda 15. ve 30. giinlerde
anlaml bir artig saptanmistir (p<<0.005) Bar:50 pm.
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Cizelge 4.4. Sican testisinde SMADI1, SMADS, SMAD8 ve pSMADI1/5/8
Lokalizasyonu

Hiicre Protein 0 5 15 30 60
SMADI1 ++ +++ B 7 B
Gs SMADS 4+ +++ 7 7 B
SMADS 4+ +++ 7 7 B
pSMADI1/5/8 n ¥ B B B
SMADI1 + ++ + + ++
Se SMADS ++ ++ ++ ++ ++
SMADS ++ ++ ++ ++ +
pSMAD1/5/8 + + ++ ++ +++
SMADI B 7 ++ +++ n
i SMADS +++ +++ ++ ++ ++
SMADS + + + ++ 4+
pPSMAD1/5/8 - B " n n
SMADI1 _ _ +++ + ot
Sg SMADS _ _ +++ +++ 4+
SMADS _ _ +++ +++ ++
PSMAD1/5/8 - B " — oy
SMADI1 _ _ ++ ++ ++
Ss SMADS _ _ +++ +++ 4+
SMADS _ _ ++ +++ ++
pPSMAD1/5/8 - B et . Tt
SMADI ~ B B mn T
ySt SMAD5 ~ B B T oy
SMADS _ _ _ +++ ++
pSMAD1/5/8 _ - - B B
SMADI - B B B B
uSt SMAD5 ~ B B ¥ T
SMADS B B B n B
pSMAD1/5/8 ~ B B B B

Cizelge 4.4: Gelismekte olan sican testisinde SMAD1, SMADS, SMADS ve
PSMAD1/5/8 immiinreaktif hiicrelerin semikantitatif degerlendirilmesi: Gs: Gonosit, Se:
Sertoli hiicresi, Sg: Spermatogonyum, Ss: Spermatosit, ySt: Yuvarlak spermatid, uSt: Uzamis
spermatid, I: Interstisyel hiicreler. Zayif immiinoreaktivite: +, orta siddetli immiinoreaktivite:
++, giiclii immiinoreaktivite: +++

72



4.5. Postnatal sican testisinde SMAD1 ve p97/VCP Proteinlerinin Birlikte

Lokalizasyonlarimin Belirlenmesi

Tezimin bu basamagina kadarki ¢aligmalarinda UPS proteinleri (p97/VCP, Jab1/CSNS5,
Ubikiitin) ve BMP ailesi proteinlerinin (BMP2, BMP4 ve SMAD’lar) postnatal sigan
testisinde hiicresel olarak lokalizasyonlar1 degerlendirildi. Tezimin ikinci bagamaginda
ise, bu iki ailedeki proteinlerin birbirleriyle etkilesimde olup olmadigmni anlamak
amaciyla bu proteinlerin ayni hiicrede birlikte ekspresyonlarma (kolokalizasyonlari)
bakildi. Oncelikle yaptigimiz kolakolizasyon ¢alismalarinda UPS proteinleri ile BMP
ailesinden BMP2 ve BMP4’lin aym1 hiicrenin ayni bolgesinde kolakalize olmadigi
saptandi. Bu nedenle UPS proteinleri ile SMAD’larin kolokalizasyonu {izerinde
calismalar yapildi ve p97/VCP ile SMADI’in bazi hiicre boliimlerinde kolokalize
oldugu saptandi.

p97/VCP ve SMADI!’in birlikte lokalizasyonlarmi belirlemek amaciyla, p97/VCP
proteini kirmizi renk floresan renk veren rhodamine, SMADI1 proteini ise yesil renk
veren FITC ile isaretlendi (Sekil 4.14). Testikiiler tiibiildeki bazi hiicrelerde her iki
proteininde pozitif immunoreaktivite verdigi alanlar kirmizi ve yesilin birlesmesiyle sar1
renkli olarak goriintiilendi. Hiicre niikleuslarini goriintiilemek amaciyla ise niiklear boya

olan DAPI kullanildu.
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Smad1 pa7/VCP Ko-lokalizasyon Kolokalizasyon+DAPI
.. . & .

Sekil 4.14: Postnatal sican testisinde SMAD1 ve p97/VCP proteinlerinin birlikte
lokalizasyonlarimin belirlenmesi: SMADI1 proteini yesil floresan veren FITC ile
isaretlenirken, p97/VCP proteini kirmizi floresan veren rhodamine ile isaretlendi. Her iki
proteinin birlikte lokalizasyonunu gosteren kirmizi ve yesilin birlesmesi ile sar1 renkli hem
SMADI1 hem de p97/VCP pozitif hiicreler iiclincii kolonda goriilmektedir. Hiicre DNA’ s
boyayan floresan DAPI ile ise kolokalize proteinlerin mavi renkli c¢ekirdek boyanmalari
izlenmektedir. En belirgin kolakalizasyon Sertoli (Se), Spermatosit (Sc) ve Spermatogonya
(Sg)’da gozlenmektir. Bar: 50 pm.
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4.6. Insan Sperminde Ubikiitin Proteazom Sistemi Proteinlerinin Belirlenmesi

Tezimde semen analizi i¢in {iniversitemiz androloji laboratuarina basvuran 10 fertil
(grup 1) and 10 infertil (grup 2) erkekten alinan semenler standart WHO (Diinya Saglik
Orgiitii) kriterlere gore analiz edildi. Kruger strict morfolojisi fertil ve infertil
hastalardan alinan spermler lizerinde yapildi (ortalama 200 sperm/birey) ve normal
spermlerin % degerleri ifade edildi (Cizelge 4.5). Gruplara ait sperm yayma
preparatlarina  p97/VCP ve iibikiitin ekspresyonunun degerlendirilmesi igin,
immiinohistokimya uygulandi. Ubikiitin ve p97/VCP’nin immunoreaktivitesi insan

sperminin bas , kuyruk ve orta parcasinda goriildii.

Cizelge 4.5: Fertil ve Infertil bireylere ait semen analizi sonuclar

FERTIL INFERTIL
Sperm konsantrasyonu (x106) 132,6 32,6
Motilite (%) 68,7 33,7
ileri motil sperm (%) 62,2 25,5
Normal morfoloji(%) 91 58
Yas 29,2 28,8
Ejakulat voliimii (ml) 3,27 2,8
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4.6.1. insan Sperminde p97/VCP ve Ubikiitin Ekspresyonunun Belirlenmesi

Sperm yayma preparatlarina p97/VCP ve ibikiitin ekspresyonunun degerlendirilmesi
icin immiinohistokimya uygulandi. p97/VCP immunoreaktivitesi ise bas ve kuyruk
bolgelerinde belirlenmistir (Sekil 4.15). Ubikiitin immunoreaktivitesi, sperm orta
parcasi, sitoplazmik tutulumlar ve bas bolgesinde gdzlendi (4.16). Ozellikle, morfolojik
olarak anormal bagli spermlerde {ibikiitin positivitesi en yogun olarak saptanmustir.
Fertil ve infertil bireylerin semen orneklerinden elde edilen 6rneklerdeki iibikiitin ve
p97/VCP immunoreaktivitesi arasinda anlamli bir fark gdézlenmistir (p<0,05) (Sekil
4.17). Her iki proteininde infertil bireylerde fertillere gore yiiksek positivite gosterdigi

saptanmistir.

Sekil 4.15.insan sperminde p97/VCP lokalizasyonu: A-B-C-D-E-F ve G infertil bireylere, H
ve I ise fertil bireylere ait spermlere ait p97/VCP lokalizasyonlarini goéstermektedir. Sar1 ok:
Orta par¢a Kirmmzi ok: Bas Mavi ok: Kuyruk
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i P . e o .
Sekil 4.16. Insan sperminde iibikiitin lokalizasyonu: A-B-C-D-E-F ve G infertil bireylere, H
ve [ ise fertil bireylerin spermlerine ait iibikiitin lokalizasyonlarmi gostermektedir. Sar1 ok: Orta
parca Kirmzi ok: Bas Mavi ok: Kuyruk

100

75

= Fertil
= Infertil

25 4

Immunopositivite ( %)
8

p97TNVCP Ubikutin

Sekil 4.17. Fertil ve infertil bireylerdeki iibikiitin ve p97/VCP’ nin Kkarsilastirmah
degerleri: Fertil ve infertil bireylerdeki ibikiitin ve p97/VCP immunoreaktivite ylizdesi
arasinda anlamli derecede fark saptanmustir.
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4.6.2. p97/VCP ve Ubikiitin Ekspresyonlarmin Semen parametreleri ile
korelasyonu

Semen parametreleri ile p97/VCP ve {ibikiitin immunoreaktiviteleri arasinda bir iliski
olup olmadigimi saptamak amaciyla, tim parametrelerin yiizdeleri ile, p97/VCP ve
iibikiitin immunoreaktivite yiizdeleri arasinda Pearson korelasyonuna bakildi. p97/VCP
(Sekil 4.18) ve {bikiitin (Sekil 4.19) immunoreaktivite yiizdeleri, sperm
konsantrasyonu, motilitesi ve sperm normal morfolojisi ile negatif korelasyon gosterdigi

saptandi..

Sperm konsantrasyonu ile p97/vCP
immiinoreaktivitesi arasindaki korelasyon
r:-0,77, p<0,05, n:20

8

Sperm motilitesi ile p97/VCP
immiinoreaktivitesi arasindaki korelasyon
r :-0,61, p<0,05, n:20

Sperm morfolojisi ile p97/VCP
immiinoreaktivitesi arasindaki korelasyon
r:-0,81, p<0,05, n:20
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Sekil 4.18. p97/VCP’nin insan sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi ile olan
iligkisi: p97/VCP, insan sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi ile negatif olarak
korelasyon gostermektedir.

Sperm konsantrasyonu %
a

Sperm konsantrasyonu ile ubikutin
immur ktivitesi Jaki k lasyon
r :-0,78, p<0,05, n:20

Sperm motilitesi ile ubikutin
immunoreaktivitesi arasindaki korelasyon
r :-0,59, p<0,05, n:20

Sperm morfolojisi ile ubikutin

immiinoreaktivitesi arasindaki korelasyon

r :-0,85, p<0,05, n:20
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Sekil 4.19. Ubikiitinin insan sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi ile olan
iligkisi: Ubikiitin insan sperm konsantrasyonu, motilitesi ve morfolojisi ile negatif olarak
korelasyon gostermektedir.
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SONUC ve TARTISMA
Tezimde, postnatal gelismekte olan testis dokusunda, UPS proteinleri ile TGF-/Smad

sinyal yolagina ait bazi proteinleri ve bunlarin birlikte ekspresyonlar1 gosterildi. Ayrica
insan sperminde de UPS proteinlerinin fertil ve infertil olgularda farkli siddetlerde
ekspre edildikleri saptandi. Bu sonuclarin tiimii disiiniildiigiinde ve literatiir
karsilastirildiginda tezimin orijinal bulgular igerdigi anlasilmaktadir. Bu calismalarin

yanisira immunohistokimya ve immunofloresan metodlar1 da kullanilmastir.

Sonuglarimiz UPS proteinlerinden, p97/VCP, Jab1/CSNS5 ve iibikiitinin 0, 5, 15, 30 ve
60 giinliik testislerde gonosit, Sertoli hiicreleri, spermatogonya, spermatosit,
spermatidler ve testikiiler epitelyal hiicrelerinde ekspre edildiklerini gdstermistir.
p97/VCP, Jabl/CSNS ve iibikiitinin hangi hiicrelerde ekspre edildiginin 6nemli bir
bulgu olabilecegi diisiincesiyle bu proteinlerin 6zellikle hangi hiicrelerde ekspre edildigi
arastirildi. 5 giinliik sican testisinde, UPS proteinlerinin gonositlerde ekspresyonunun
diger giinlere gore daha az oldugu saptandi. Bu proteinlerin bu kadar erken gelisim
doneminde fonksiyonlarinin heniiz belirgin olmadigm1 ya da az oldugunu
gostermektedir. Fakat 5. glinden sonra UPS proteinlerindeki ekspresyon birden artis
goriildi ve 30. giinde en yiiksek seviyelere ulasti. Daha 6nceki ¢alismalar postnatal 4.
glinden 30. giine kadar sican testis ve epididimisinde hizli bir proliferasyonun ve
bliylimenin olduguna isaret etmektedir (Clermont ve Peley, 1957). p97/VCP,
Jabl/CSNS ve iibikiitinin ekspresyonlarinda da testikiiler biiyiimeye paralel olarak
goriilen bu artis, p97/VCP, Jabl/CSN5 ve {bikiitinin testis gelisimi i¢in gerekli
olabilecek proteinler arasinda oldugunu vurgulamaktadir. Gergekten de literatiire
bakildiginda, Jabl/CSN5’in hiicre biiyliimesi i¢in temel bir protein oldugu ve hizh
biiytime ile iligkisi gosterilmistir (Bounpheng ve ark., 2000).

Postnatal gelisim boyunca, sigan testisi ¢esitli gelisimsel basamaklar1 gosterir (Malkov
ve ark., 1998). Postnatal 0-5. giinlerde, testikiiler tiibiiller sadece gonosit ve somatik
hiicrelerden olugmustur. 6-7. gilinlerde, spermatogonyumlar goriilmeye baslar. 13-
23.glinlerde, spermatositler belirir ve 24-25. giinlerde yuvarlak spermatidler ortaya
cikarlar. 30. giinde uzamis spermatidler ve 36. giinde uzamis spermatozoalar testis

tiibiillerinde gozlenir (Malkow veark., 1998). p97/VCP, Jabl/CSNS5 ve iibikiitinin
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yukarida saydigimiz tiim basamaklarda goriilmesi bu proteinlerin gelismekte olan testis
icin dnemlerini vurgulamaktadir. Ornegin: p97/VCP, Jab1/CSNS ve iibikiitinin yuvarlak
ve uzamig spermatidlerde goriilmesi, bu proteinlerin akrozom ve spermin kuyruk
gelisimi ile 1lgili bir fonksiyonunun olabilecegini aklimiza getirmektedir. Ayrica bu
proteinlerin olgunlagsan spermatositlerde goriilmeleri yine bu proteinlerin spermatosit

gelisimi i¢in gerekli proteinler olabileceklerini géstermektedir.

Sertoli hiicreleri ile yapilan ultrastruktural caligmalar sonucunda sitoplazmalarinda
bir¢ok fagositik vakuollerin bulundugunu gostermistir (Hutchison ve ark., 2008). Sertoli
hiicrelerinin spermatogenez boyunca germ hiicrelerinin sitoplazmik artiklarimi fagosite
ettikleri bilinmektedir (Russell ve ark., 1983; Sakai ve ark., 1988). p97/VCP’nin ise,
otofagozom maturasyonunda gorev yaptig1 gosterilmistir (Dai ve Li, 2001; Meusser ve
ark., 2005). Fakat ilk olarak bizim ¢alismalarimizla, p97/VCP’nin Sertoli hiicrelerindeki
varlig1 belirlenmistir. Tezim fonksiyonel deneyler igermedigi i¢in, p97/VCP nin Sertoli
hiicresinde ne gibi fonksiyon gosterdigini belirlenememistir. Fakat p97/VCP nin Sertoli
hiicresinde {ibikiitinlenmis subsratlarn  yikimi i¢in gerekli bir protein oldugu

muhtemeldir.

Spermatogenezin diizenlenmesinde ¢esitli sinyal molekiilleri ve ¢oklu-sinyal yolaklar
vardir. Molekiiler mekanizmanin 6zelliklede sinyal molekiillerinin ve yolaklarin tam
olarak anlasilmasi spermatogenez diizenlenmesinde gereklidir ve erkek infertilitesi igin
yeni tedavi yontemleri sunarak onemli etkilere sahiptir. SMAD sinyal yolagi insan
embriyonik kok hiicrelerin korunmasinda ve ortaya ¢ikabilecek birden fazla potansiyel
sonu¢ olmasit durumunda gereklidir (Cayli ve ark.,2011). Bu baglamda oncelikle,
SMADI protein ve mesajct RNA (mRNA)’ nin ¢esitli boyama yogunluguna sahip fare
ve sigan testisinin Sertoli hiicrelerinin yani swra germ hiicrelerindeki varligida rapor
edilmistir. Bu gozlemler dogrultusunda tezimde 0, 5, 15, 30 ve 60 giinliik sican
testisinde Smadl, Smad5, Smad8 ve p-Smadl/5/8 ‘in gonosit, spermatogonya,
spermatosit, Sertoli hiicreleri ve bazi intertisyal hiicrelerde lokalize oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte, yetiskin testisindeki yuvarlak ve uzun spermatidlerde
SMADI1 ve p-SMADI1/5/8 proteinin negatif immiinreaktivitesi oldugu goriilmiistiir.

Dahas1 p-SMAD1/5/8 pozitif immiinboyanmasi ¢ogunlukla niikleusta lokalize olmustur
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ancak SMADI immiinboyanma hem niikleusta hem de sitoplazmada belirtilmistir ki bu
aktif SMADI kompleksinin sigan testis postnatal gelisim agsamalarinda fosforilasyon

iizerinden niikleusa transloke oldugunu gistermektedir.

Son calismalar TGFB-BMP sinyal yolagi icin ¢esitli proteinlerin SMAD’larla
etkilesimde oldugunu gostermistir (Wotton ve ark.,1999). Bu regiilatorlerden bazilari
SMAD sinyalizasyonunda aktif olabilirken Ski, Evi-1 ve TGIF baskilayict SMAD’lar
olarak tanimlanmistir. Ayn1 zamanda TGF-f sinyalizasyonunun SMAD proteinlerinin
sirkiilasyonu ile diizenlendigini de gostermistir. Smurfl ve Smurf 2’nin her ikisi de
SMAD ubikitinasyonu ve degradasyonu icin ubikitin ligaz olarak tanimlanmistir
(Ebisawa ve ark., 2001; Lin ve ark., 2000). Dahas1t SMAD1’in bir proteozomal subsrat
oldugu ve de degradasyonunun BMP’ ler tarafindan indiiklendigi gosterilmistir. Bu
calismalardan, SMAD1’in birgok tanimlanmis etkilesen partnerlerinin varligi agikca
anlagilmaktadir. Ancak, sican testisinde SMADI1 protein ekspresyonunu kontrol

edebilen bagka regiilator proteinlerin olup olmadig: bilinmemektedir.

Bu ¢alismada postnatal testisde SMADI1’in p97/VCP ile etkilesimine dair kanit sagladik
ki bu etkilesim TGF-B/BMP sinyal yolaginin diizenlenmesi i¢in 6nemli fonksiyonlara
sahiptir. Tezimde postnatal sican testisinde ko-lokalizasyon deneyleri SMADI1 ve
p97/VCP’nin  birlikte  ekspresyonunun  gonositlerde,  spermatogonyonyada,
spermatositlerde ve Sertoli hiicrelerinde oldugunu gostermistir. Etkilesimin biyolojik
onemi aciklamak amaciyla, SMADI1-p97/VCP etkilesim mekanizmasinin gelecekte
arastirilmas1 gerekmektedir. Tezim harici bu konuyla ilgili yaptigimiz ¢aligmalarda
gercekten SMADI1-p97/VCP kolokalizasyonuna ek olarak bu iki proteinin birbirine
baglandig1 da yapilan ko-immunopresipitasyon calismalariyla belirlendi (Cayli ve

ark.,2011).

Baslangicta p97/VCP, UPS’de ¢alisan saperon bir protein olarak gosterildi (Dai ve ark,
2000). p97/VCP ubikitinlenmis proteinlere baglanir ve onlar1 proteozoma tasir. Ayni
zamanda p97/VCP’nin niikleer faktdr kB inhibitor, IP3 reseptorleri, a-T hiicre reseptor,
0-CD3, kaspaz 3 ve 7, p53, and siklin B1 gibi ¢esitli proteinlerin degradasyonuna
katildig1 da 1iyi bilinmektedir. p97/VCP ekspresyonu yapmis oldugumuz baska
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calismalarimizda testisin yani sira ¢esitli dokularda saptandi. Tezimin, SMADI1 ve
p97/VCP arasindaki etkilesimi gostermesinden dolayl, SMAD1’in p97/VCP i¢in yeni
tanimlanan bir subssican oldugu ve ubikitinlenmis SMADI1’in p97/VCP vasitasiyla
proteozoma transfer olabilecegi miimkiindiir. Ayrica, tezim ve tezime paralel olarak
yaptigimiz calismalar SMADI1-p97/VCP etkilesiminin 6zgiilliigiini de test etmistir.
Calismalarimizda, p97/VCP’nin diger SMAD’larla etkilesiminin olup olmadigindan
siiphelendik. Yayinlanmamis ¢caliymalarimiza ait sahip oldugumuz ilk veriler p97/VCP
icin SMAD4’tin hedef bir subsrati oldugunu fakat SMAD2’nin olmadigini ileri

surmektedir.

Iigingtir ki, Jabl/CSN SMAD4 ve SMAD7 degradasyonuna katilarak TGF-B
sinyalizasyonunda bir regiilator olarak gosterilmistir (Kim ve ark., 2004; Wan ve ark.,
2002) fakat SMADI ile olan etkilesimi gdosterilememistir. Jabl/CSN5’in
ekspresyonunun  disaridan  artirilmasiyla endojen SMAD4’tin  sitoplazmik
ekspresyonunda azalmalar goriildiigi ve SMAD4’iin ubikitinlenerek uyarildigi ki bu
durumun da TGF-B uyarili gen transkripsiyonu inhibe eden sonuglara yol actigi rapor
edilmistir. Buna zit olarak, Jabl/CSNS5 insan karsinom hiicrelerinde SMAD7’ye
baglanip ve SMAD7 degradasyonunu tesvik ettigi ve de TGF- B1 sinyalizasyonunu
arttirdigr gosterilmistir. Bu ¢alismalar 1s1ginda, Jabl/CSN5’in p97/VCP ile birlikte
SMAD protein ekspresyonlarmi etkileyerek TGF- B sinyalizasyonunu regiile edebilmesi
miimkiindiir. Tezimdeki bulgularin bir kismi, p97/VCP ve BMP yolaklar1 arasinda bir
baglant1 oldugunu destekler ki bu durum SMADI1 ekspresyonunun p97/VCP ile kontrol
edilebilecegini ileri siirmektedir. Gelecekteki c¢alismalarimiz gelismekte olan sican

testisde bu etkilesimin fizyolojik roliinii netlestirmek i¢in gerekli olacaktir.

Calismalarimizda BMP2 proteini 0. giinde ekspresyon gostermezken 5. giinden itibaren
60. giine dogru anlaml bir artig gostermistir. BMP4 ekspresyonunda da 0. giinden 60.
gline dogru kademeli bir artis gozlenmektedir. Bu sonuclarrm BMP2 ve BMP4’iin
testikiiler gelisimde gerekli proteinler oldugunu diisiindiirmektedir. Tezimdeki
bulgularla uyumlu olarak literatirde BMP2 ve BMP4’ iin juvenil spermatogonyal
proliferasyonu artirdig1 ( Pellegrini ve ark., 2003; Puglisi ve ark., 2004) ve BMP4’{in
spermatogonyal farklilasmay1 etkileyebilecegi bildirilmistir (Pellegrini ve ark., 2003;
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Baleato ve ark., 2005). Tezimdeki sonuglar, BMP2 ekspresyonu ve daha fazla olarak
BMP4 ekspresyonunun 15. ve 30. giinlerde artis gosterdigini ve bu artisin 60. giinde de
devam ettigini kanitlamaktadir. Yine baska bir c¢alismada BMP4’iin yetigskin
spermatogenezin tam olarak siirdiirelebilmesi icin ihtiya¢ duyulan bir protein oldugunu
bildirmistir ( Zhao ve ark., 1996, Hu ve ark., 2004). Bu bulgulara uyumlu olarak
sonuclarimda, BMP4 BMP2’ye gore daha erken bir donemden (0. giinden) baslayarak
ekspre olmustur. BMP4’ iin yoklugunun embriyonik 6liim ile sonuglanabilecegi ve de
yine bu ligandin eksikliginin postnatal testis gelisimi ve spermatogenezi engelledigi

bildirilmistir (Winnier ve ark., 1995; Dudley ve ark., 1995).

Yapilan son ¢alismalar, Smadl, Smad5 ve Smad8’in BMP ortakli sinyal iletimi
olaylarinda farkli acilardan rol oynadigmm1 gOstermistir. Bu ii¢ proteinin
ekspresyonlarinin yetigkin testisin germ hiicrelerinin gelismesinde kademeli olarak
arttig1 literatiirde gosterilmistir (Itman ve ark., 2008). BMP4 R-SMAD’larin
fosforilasyonuna ve niiklear akiimiilasyonuna neden olur (Aoki ve ark., 2001). BMP’ler
ve postnatal germ hiicreleri arasinda direk bir korelasyon oldugu, SMADI ve SMADS
yoklugunda postnatal germ hiicre populasyonunda 6nemli bir azalma oldugu ve buna
bagl olarak SMADI ve SMADS’in postnatal germ hiicre yasami i¢in gerekli oldugu
literatiirde bildirilmistir (Chang ve ark., 2001; Tremblay ve ark., 2001; Arnold ve ark.,
2006). SMADS&’in eksikliginde testiste somatik hiicrelerde ve spermatogonyada
SMADS ortakli sinyal iletiminde azalma oldugu ve bu ligandin yetiskin testis i¢in
gerekli oldugu gosterilmistir (Arnold ve ark., 2006). Arnold ve ark., (2006)
pSMAD1/5/8’in genis bir aralikta ekspre edilmesinin bu ligandin R-SMAD-sinyal
yolaginin eksikliginde ya da postnatal testis gelisimi i¢in maksimum bir sinyal
aktivasyonuna ihtiya¢ duyuldugu zaman R-SMAD’lar tarafindan regiile edildigini
bildirmislerdir. Bizim sonug¢larimizda bu bulgulara uyumlu olarak 0. giinden 60. giine
kadar ki postnatal testis gelisiminde SMADI1, SMADS, SMADS ve pSMAD1/5/8’in
onemli miktarlarda ekspre edildigini gostermektedir. Bu proteinlerin 15. giinde anlaml
bir artig gdstermesi ve bu artisin 30. giinde de devam etmesi bu proteinlerin germ hiicre

gelisiminde etkili olduklarini gostermektedir.

83



BMP sinyal yolaginin bir 6zelligi de seg¢ici SMAD kullanimi oldugundan, SMAD
proteinlerin sentezi BMP sinyal iletimini etkiler. Itman ve ark., (2008) yaptiklar
calismada olgunlasmamis Sertoli hiicresi ve spermatogonya hiicre kiiltiiriine, BMP2 ve
BMP4 eklenmesi ile SMAD1, SMADS5 ve SMADS ekspresyonlarinin arttigimi ve bu
sonuca dayali olarak da Sertoli hiicresi ve spermatogonyal hiicrelerin gelisimi i¢in bu

ligandlarin 6nemli bir rol oynadiklarini rapor etmislerdir.

Tezimde, gelismekte olan testis dokularma ek olarak, androloji laboratuvarimiza gelen
erkek hastalara ait semen 6rneklerinde de UPS proteinlerinden p97/VCP ve iibikiitinin
ekspresyonlar1 degerlendirildi. Erkek infertilitesinde semenin degerlendirilmesi 151k
mikroskobu altinda sperm sayisi, morfolojisi ve motilitesinin dlglimlerine dayanir ve bu
Olgtimler infertilite tedavisi gérmek isteyen ciftler i¢in kliniksel bilgi saglar (Guzick ve
ark., 2001). Fakat klinik semen parametreleri ve fertilite arasindaki korelasyon diisiik
seviyededir (Amann ve ark., 1989). Bu yiizden semenin degerlendirilmesi i¢in ek
objektif belirtegler aranmaktadir. Ubikiitin, 8,5 kDa lik bir proteindir ve kovalent olarak
birbirine bagli poliubikutin zincirleri ile isaretlenmis proteinler proteolitik yikim i¢in
proteazoma hedeflenir (Dai ve ark.,2001). p97/VCP (Valosin-containing protein),
poliiibikiitinlenmis proteinleri proteazoma tasiyan bir saperondur (Dai ve ark.,2001).
Ubikiitinlenmis proteinlerin, erkek genital kanallarindan biri olan epididimisde elimine
edildigini gdsteren ¢caligmalar vardir (Sutovsky ve ark., 2001; Sutovsky ve ark., 2003).
Sutovsky ve ark., (2004)’lar1 yaptiklar1 ¢alismada artmus sperm Ubikiitin
ekspresyonunun sperm sayi, hareketlilik ve normal morfoloji yiizdesi ile ters iligkili
oldugunu ve bu sonuca dayali olarak erkek sperm kalitesinde iibikiitinin bir biyolojik

belirtec gibi kullanabilecegini gdstermislerdir.

Fakat, bugiine kadar semen parametreleri ile p97/VCP ve Ubikiitin ekspresyonlari
arasindaki iligski belirlenmemistir. Bu nedenle, bu ¢alismada fertil ve infertil bireylerde,
sperm bikiitin ve p97/VCP immunopositiviteleri ile sperm morfolojisi, sperm
konsantrasyonu ve motilitesi arasinda bir iligki olup olmadigi arastirildi. p97/VCP ve
iibikiitin immunoreaktivite yiizdelerinin, sperm konsantrasyonu, motilitesi ve sperm

normal morfolojisi ile negatif korelasyon gosterdigi saptandi.
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Ubikiitin ve iibikiitin benzeri proteinler subsratlarin yikilmasini kontrol eder.
Ubikiitinlenmis subsratlar lizozoma ya da proteozomal degradasyon bdlgelerine
hedeflenirler. Subsratlara baglanan {iibikiitin molekiiliiniin sayisi, pozisyonu ve de
poliiibikiitin ~ zincirlerindeki {ibikiitin molekiiliiniin pozisyonu iibikiitin ortakli
proteolizin spesifitesini belirler. Mitokondri membraninda kalitsal olarak {ibikiitin
tastyan bireylerin fertilizasyondaki basar1 yiizdesinin diisiik olabilecegi diisiiniilmiistiir
(Sutovsky ve ark., 2004). p97/VCP, kofaktorlerinin de yardimiyla, iibikiitinlenmis
proteinlere 6zgiin olarak baglanir ve bu proteinlere 26S proteazomda degrede olmadan
once, saperonluk yaparak onlara yol gosterir. Subsrat iibikiitinlenmesinden sonra,
p97/VCP protein komplekslerini birbirinden ayirmak i¢in ATP’yi kullanir ve
proteinlerin proteazoma yonlenmesini saglar (Karin ve Ben-Neriah, 2000; Santoro ve
ark., 2003). Birgok proteinle olan iliskisi nedeniyle, p97/VCP hiicrede ¢ok c¢esitli
aktiviteler gostermektedir Bu sekilde, p97/VCP nin protein degradasyonu, hiicre siklusu

kontroli, otofaji gibi birgcok 6nemli fonksiyonu yerine getirdigi 6zetlenmistir.

Tiim bu bilgiler 15181nda, ¢alismalarimizdan elde edilen sonuglar 1s181nda p97/VCP’ nin
de iibikiitin gibi infertil bireylere ait diislik kaliteli spermlerde fertil bireylere ait kaliteli
spermlere gore daha fazla ekspre edildigi gdsterilmistir. Onemli bir bulgu olarak fertil
ve infertil bireylerdeki iibikiitin ve p97/VCP immunoreaktivite yiizdesi arasinda anlamli
derecede fark saptandi. Fertil ve infertil bireylerin iibikiitin ve p97/VCP
immunoreaktivite ylizdeleri arasindaki fark ve bu yiizdelerle semen parametreleri
arasindaki iligki, tibikiitin ve p97/VCP nin erkek infertilitesini degerlendirmede bir

belirteg olabilecegini gostermektedir.

Sonug olarak, tez calismalarim postnatal si¢an testisinde BMP ve UPS proteinlerini ayri
ayr1 degerlendirildigi gibi bu iki aileye ait proteinler arasindaki etkilesimi de ortaya
cikarmistir. Bu sonuglar, UPS’in BMP yolagini diizenleyebilecegini ileri siirmektedir.
Ayrica fertil ve infertil bireylerde yapilan calismalar, sperm iibikiitin ve p97/VCP
ekspresyonlarinin erkek infertilitesini degerlendirmede bir belirte¢ olabilecegini de ileri
siirmektedir. Tezimde yaptigim c¢alismalar gibi, sinyal molekiilleri ve yolaklarinda
yapilacak olan daha ileri gelismeler erkek infertilite etiyolojisinde karmasik bir siire¢

olan spermatogenezin daha iyi anlagilmasi i¢in yararh olacaktir.
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