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Abstract

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

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

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

Keywords: Human sperm, p97/Valosin containing protein (VCP), infertility, immunocytochemistry,
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p97/Valosin I¢ceren Protein (VCP)’nin Insan Sperminde Ekspresyonu
Ve Bu Ekspresyonun Semen Parametreleri Ile Olan Iliskisi

Ozet:

p97 olarak da adlandirilan Valosin igeren protein (VCP) hiicre i¢i bir ¢ok olayda gérevli bir ATPazdir.
Fakat p97/VCP’nin infertil insan sperminde lokalizasyonu ve ekspresyonu ve bu ekspresyonun semen
parametreleri ile iliskisi hakkinda bir bilgi literatiirde mevcut degildir. Bu ¢alismada, p97/VCP’nin fertil
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ve infertil bireylerdeki ekspresyonundaki farkliliklar ve bu ekspresyonun semen parametreleri ile olan
iligkisinin arastirilmasi amaglandi.

Fertil (n:20 kontrol ejakiilatr) ve infertil bireylerin (n:20 erkek hasta ejakiilatr) sperm &rnekleri iizerinde
immunositokimyasal teknikler ve Western blot uygulandi. Kontrol ve hasta spermlerine ait drneklerde
semen parametreleri (konsantrasyon, motilite ve morfoloji) degerlendirildi.

Sonuglarimiz UPS proteinlerinden, p97/VCP’nin sperm bas, boyun ve kuyruk bolgesinde lokalize
oldugunu gostermistir. Fakat bu lokalizasyonun en fazla bas bolgesinde yerlesim gdsterdigi ve 6zellikle
de infertil bireylerde p97/VCP’nin fertil bireylere gore ekspresyonun daha fazla oldugu saptanmustir.
p97/VCP ekspersyonu ile semen parametreleri arasinda negatif bir korelasyon bulunmustur. Bu
sonuglar p97/VCP’nin erkek infertilitesi degerlendirilmesinde kullanilabilecek bir kriter olabilecegini
gostermektedir.

Sonug olarak, fertil ve infertil bireyler arasinda p97/VCP’nin ekspresyonu arasinda anlamli derecede
farkliliklarin bulunmasi ve semen parametreleri ile p97/VCP arasindaki negatif iligkinin saptanmas,
p97/VCP’nin sperm maturasyonu ve sperm fonksiyonu ile iliskili bir protein oldugunu ve erkek
infertilitesinin degerlendirilmesinde kullanilabilecek bir faktor olabilecegini gostermektedir.

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

1. Giris:

Infertilite, kontraseptif bir ydntem uygulamadan, diizenli bir cinsel yasama ragmen bir yil siireyle gebelik
olusmamasi olarak tanimlanir. Kliniklere infertilite problemi ile bagvuran ¢iftlerin %48’inde erkege bagl
faktoriin olmasi erkek fertilizasyon potansiyelinin arastirilmasini bir 6n kosul olarak beraberinde
getirmektedir. Erkeklerde anatomik, endokrin, immiinolojik bir bozukluk veya infeksiyon infertilite
nedeni olabilir. Infertilitede erkek faktdriiniin kesinlik kazanabilmesi igin; dykii, genel fizik muayene,
semen analizi ve hormonal tetkikler sirasiyla yapilmali ve gereginde testis biyopsisi; biyokimyasal ve
fonksiyonel testlerle desteklenmelidir (Delilbasi, 1997; Giinalp, 2004; Lens, 1996).

Son yillarda yapilan molekiiler caligmalarda erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde belli molekiil ve
proteinlerin 6nemi ve bunlarm infertilite ile iligkilendirilmesine dair ¢ok sayida calisma giindeme
gelmistir (Aarabi vd, 2014; Murgia vd., 2020). Bunlardan Ubikiitin proteazom sisteminde (UPS) ¢aligan
ve ¢ok fonksiyonlu bir protein olan p97/Valosin igeren protein (VCP) nin erkek infertilitesiyle iliskisine
dair kisitli sayida literatiirde bilgi vardir (Ficarro vd., 2003; Song vd., 2016; Sutovsky vd., 2017).
p97/VCP’nin, ilk olarak bizim ¢aligmalarimizla (Cayli vd., 2011; Cayli vd., 2012) gelismekte olan sican
testis ve epididimis dokularindaki ekspresyonlar1 belirlenmistir. Testikiiler dokularda p97/VCP’nin
gelisime paralel olarak ekspresyonlarinin arttigi ve farkli UPS proteinleri ile iliskide oldugu
belirlenmistir.

p97/VCP’nin, hiicrei¢i bircok temel fonksiyonu (Endoplazmik reticulum iligkili protein yikimi, hiicre
siklusu kontrolii, apoptoz, otofaji gibi) yerine getirdigi bilinmektedir (Dargemont vd., 2012; Meusser vd.,
2005; Ogura vd., 2001). p97/VCP’nin bir ¢ok hastalik patogenezindeki rolleri de biiyiikk 6lgiide
bilinmektedir (Pickard vd., 2001). Fakat p97/VCP’nin erkek iireme hiicresi olan spermlerde bugiine
kadar varligi ve fonksiyonu hakkinda ¢aligma yok denecek kadar azdir. Bu nedenle bu ¢alismada
oncelikle biz p97/VCP’nin fertil ve infertil bireylerin spermlerinde immunohistokimyasal ve Western
blot yontemleriyle lokalizasyonunu ve ekspresyonunu belirlemeyi amagladik, ikincil olarak da
p97/VCP’nin bu bireylerdeki semen parametreleri ile olan iliskisini incelemeyi amagladik.

2. Yontem:

2.1.0rneklerin Temini ve Gruplandirilmasi

Gaziosmanpasa Universitesi Etik Kurulu karar1 dogrultusunda planlanan bu calismada, GOP Universitesi
Tip Fakultesi Uroloji poliklinigine infertilite problemi ile miiracaat ederek spermiyogram tetkiki
yaptirmasi tavsiye edilen hastalarin semen Ornekleri, olgularin olurlar1 alindiktan sonra bu ¢alismada
kullanilmistir. Semen O6rnekleri spermiyogram 6zellikleri yoniinden degerlendirilip sonuglart rapor
edildikten sonra ¢alisma i¢in ayrilmistur.

Hastalar ile yapilan ilk goriismede 6rnek vermege gelecekleri giin 3-5 giinliik bir cinsel perhiz siiresine
uyarak gelmeleri tavsiye edilmistir. Onerilen cinsel perhiz siiresine uyuldugunda, dikkatli bir sekilde
yapilan semen analizi testislerin spermatogenetik ve steroidogenetik aktivitesiyle aksesuvar bezlerin
caligmasi hakkinda saglikli bilgi sahibi olunmasini saglayacaktir. Hastalarin steril sartlarda, steril kutular
kullanarak bu amagla diizenlenmis sperm verme odasmi kullanmalari saglanmigtir. Hastalar,
mastiirbasyonla 6rnek vermeleri gerektigi konusunda bilgilendirilmis, kullandiklar1 kutularin tizerine
isimleri etiketle yapistirilmistir. Ornek verme esnasinda nelere dikkat etmeleri gerektigi onceden
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hazirlanmis bir bildiri ile kendilerine agiklanmistir. Ornek toplanmasi esnasinda krem ya da
kayganlastirict bir madde kullanmamasi, 6rnek toplanan kutuya su ya da bagka bir madde kagirmamasi
sOylenmistir. Semen toplanan kutuyla ilgili olarak daha dnceden yapilan kimyasal ve biyolojik testlerle
toksik olmadig1 ispatlanmig kutular satin almmmigstir. Hastanin 6rnegini aldiktan sonra kendi eli ile
laboratuvardaki ilgili gorevliye teslim etmeleri gerektigi izah edilmistir. Semen 6rnekleri spermiyogram
zellikleri yoniinden degerlendirilip sonuglari rapor edildikten sonra ¢alisma igin ayrilmistir. Orneklerin
ayirimi yapilirken 16kosit iceren, viskoz olan ve anormal bir goriintiiye sahip (6rnegin kanli) 6rnekler
caligmaya alinmamus, perhiz siiresine uygun olarak (ortalama 3-5 giin) toplanmis 6rnekler segilmeye
dikkat edilmistir. Ornekler spermiyogram 6zelliklerine gore; hacim, konsantrasyon, motilite ve morfoloji
yoniinden degerlendirilmis ve hastalarin ayrintili anemnezleri alinmistir. Kriptorsidizm, gegirilmis
genital infeksiyon hikayesi, genital travma, gegirilmis operasyonlar, aligkanliklar (sigara, alkol,
uyusturucu kullanimi), radyasyon tedavisi, kemoterapi gibi maruz kalinan gonodotoksinler sorgulanmis
ve bu hastalar fertil gruba dahil edilmemistir. Hastalarin testis sayilari, lokalizasyonu ve voliimii
kaydedildi. Varikosel varhig: fizik muayene ile belirlendi. Ayrica epididim ve vas deferensin skrotal
kisimlarmin palpasyonu yapildi. Vaz deferens obstriiksiyonu ya da agenezisi siiphesi olan hastalar ile
daha 6nce fertilizasyon amaci ile vazektomi yapilan hastalar caligmaya alinmadi. Infertil grubun yaninda,
fertil kontrol grubu daha 6nce ¢ocugu olan ve yukarida belirtilen kriterlere sahip olmayan bireylerden
secildi. Diinya Saghk Orgiitii’niin 2010 verilerine gore konsantrasyon, motilite ve morfoloji i¢in normal
olarak kabul edilen degerler: Hacim > 1,5 ml, Konsantrasyon > 15x106/ml, Motilite > %40, Morfoloji >
%4 (Kruger). Fertil (n = 20) ve infertil (n = 20) bireylerden alman semen Ornekleri {izerinde
immunohistokimya i¢in hazirliklar agagida belirtildigi sekilde hazirland.

2.2.Sperm Yikama

Ejakiilat 37°C’de likefiye olduktan sonra mikroskopik olarak incelenir ve 2500 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilir. Santriftij sonras1 seminal s1v1 igerigi iistten ayr1 bir tiipe alinir. Altta kalan sperm pellleti
tizerine 500pul-2ml aras: (tiipte kalan sperm pelletinin konsantrasyonuna yani pelletin bilyiikliigiine gore)
yikama medyumu (Yikama medyumu olarak hiicre kiiltiir islemlerinde kullanilan bikarbonat, Hepes
icermeyen tampon ve Insan Serum Albiimin igeren medyumlar tercih edilmektedir) eklenerek resuspanse
edilir. Yikama medyumu 37°C’de %5°lik CO2’¢ ayarlanmis inkiibatorde bir saat bekletilmis olmasi
gerekir. Resiispansiyon sonrasi sperm morfoloji degerlendirmesi i¢in lam iizerine 5-10 pl lik 6rnek
cekilerek yayma yapilir. Polilizinle kapli lamlara ise yine 5-10 pl ayni 6rnekten yayma yapilarak,
preparatlar kuruduktan sonra 4% litk formaldehit ile fikse edilir. Fikse edilen slaytlar immusitokimyasal
islemlere baglayana kadar 4°C’de saklandi.

2.3.Immunositokimya

Fertil ve infertil bireylerden hazirlanan fikse edilmis slaytlar pappen yardimiyla ¢izildikten sonra, oda
isisinda kesitler spesifik olmayan reaksiyonu engellemek icin 1 saat 5% lik bovin serum albiimin ile
inkiibe edildi. 1 saatlik inkiibasyon sonrasi, PBS ile oda sicakliginda yikamadan sonra sirayla
biotinlenmis sekonder antikorlar (ScyTek Laboratories, USA) ve peroksidaz-isaretli streptavidin
(ScyTek Laboratories, Utah, USA) ile toplam 60 dakika inkiibe edildi. Sekonder antikordaki peroksidaz
aktivitesi, DAB (Sigma, USA) kromojeni ile inkiibasyon sonucu goriiniir hale getirilip, Mayer’in
hematoksileni (ScyTek Laboratories, Utah, USA) ile zit boyama yapildi. Sonrasinda, slaytlar kapatma
solusyonu (Fisher Chemicals, Springfield, NJ, USA) 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.

2.4.Western blot analizi

Sperm 6rnekleri PBS ile yikandiktan sonra, elde edilen pellet RIPA solusyonu (lizis soliisyonu) i¢erisinde
3 kez 5 saniye sonikasyona tabii tutuldu ve sonrasinda 14000 RPMI’da , +4 °C’de santrifiij edildi.
Santrifiij sonrasi elde edilen siipernatan yiikleme soliisyonu (10X laemli buffer) ile karistirildi ve 96°C’de
10 dakika kaynatilarak proteinlerin denatiire olmasi saglandi. %4 -12’lik Bis- Tris Jel (1.0 mmX10
well)’e kaynatilan drnekler yiiklendi ve 120 Volt, 300 miliamper ve 250 Watt ayarinda 1 saat 40 dakika
yiiriitiildi. Yiriitme bittikten sonra, semidry blotlama metodu ile jeldeki proteinlerin, nitroselliilloz
membranlara aktarimi 150 mAmperde 1 saat siire ile gerc¢eklestirildi. Membrana aktarilan proteinler
Ponceu-S boyasi ile boyandi ve PBS-Tween ile sonrasinda 3 kez 5’er dakika yikandi. Sonrasinda
membrane %5’lik siittozu ile bloklandi. Sirastyla primer antikor (anti mouse p97/VCP antikoru, Abcam,
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ab11433) ile gece boyu 4°C°de ve ertesi giin anti mouse HRP isaretli sekonder antikor ile inkiibe edildi.
Sekonder antikor ile inkiibasyonun ardindan ii¢ kez PBS Tween ile yikanan membran ECL Detection
Ajani ile 2-5 dakika inkiibe edildi ve UVP Goriintiileme cihazi kullanilarak membran {izerindeki
proteinler goriintillendi. Membran {izerindeki bantlarmn densitesi Image J programi kullanilarak
degerlendirildi.

2.5.Semiquantitative HSCORE analizi

Herbir kesit i¢in 151k mikroskobu altinda 40X biiyiitmede birbirinden habersiz iki arastirmaci tarafindan
rastgele bes alan se¢ildi ve bu alanlar i¢inde hiicrelerin boyanma yogunluguna gére [0 (boyanma yok),
+1 (zayif, fakat tespit edilebilir boyanma), +2 ( orta siddetli boyanma) ve +3 (yogun boyanma)] hiicre
sayimi yapildi (Cayli S, 2011). Hesaplama icin HSCORE formulii kullanild1 [XPi(i+ 1): i boyanma
yogunlugu skorunu, Pi boyanan hiicrelerin yiizdesini gosterir]. Tki gdzlemcinin hesapladigi skorlarin
ortalamasi alindi 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. Fertil ve infertil hasta gruplarinda ortaya g¢ikabilecek
muhtemel farkliliklar karsilastrmali testler (ANOVA, t-test) ve korelasyon regresyon analizleri
(Pearson, Spearman) ile degerlendirildi.

3. Sonuclar:

3.1. Semen parametreleri

Caligmamizda kullandigimiz fertile ve infertil bireyler i¢in 20’ser hastaya ait semen parametreleri
(konsantrasyon, motilite, morfoloji) ve hasta yasi1 degerleri tablo 1’de gosterilmistir.

Tablo 1: Fertil ve infertil hastalarda semen parametreleri

FERTIL (n:20) INFERTIL (n:20)
Sperm konsantrasyonu (x10°) 132,6+£ 5,6 32,6+5,8
Motilite (%) 68,7+ 6,8 33,783
fleri motil sperm (%) 62,2+35 25,5+ 5,4
Normal morfoloji (%) 91+ 5.4 58+2.6
Yas 29,2 +6,5 28,8+ 6,4
Ejakiilat voliimii 3,27+ 3,6 2,842

3.2. Fertil ve infertil bireylerde p97/VCP ekspresyonun belirlenmesi

Immunositokimyasal islemler sonrasi fertil ve infertil bireylerden elde edilen sperm yaymalarinda
p97/VCP proteininin sperm hiicrelerinde lokalizasyonu belirlendi (Sekil 1a). Yapilan immusitokimyasal
isaretlemeler sonrasi, p97/VCP’nin 6zellikle bas, boyun ve kuyruk bolgelerinde degisik yiizdelerde
lokalize oldugu belirlendi (Sekil la, oklar). Fertil ve infertil bireylerdeki p97/VCP pozitif hiicrelerin
yiizdeleri karsilastirildiginda infertil bireylerde anlamli derecede p97/VCP pozitif hiicrelerin
yiizdelerinin artmis oldugu saptand1 (Sekil 2).
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Sekil 1: infertil bireye ait semen yaymasinda p97/VCP immunopozitif isaretli spermler.
p97/VCP’nin basg, boyun ve kuyruk bdlgelerindeki immunolokalizasyonu izlenmektedir.
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Sekil 2. Fertil ve infertil bireylerde p97/VCP immunpozitivitesinin karsilastirilmasi.
Fertil bireylerde p97/VCP immuno ekspresyonunun infertil bireylere gore anlamli
derecede az oldugu goriildii. (yildiz:p<0,001).

3.3. p97/VCP ekspresyonunun semen parametreleri ile olan iliskisi

p97/VCP immunopozitif sperm yiizdelerinin, o ejakiilattaki sperm konsantrasyonu ile iligkisi olup
olmadigmi anlamak amaciyla Pearson korelasyonu ile pozitif ve ya negatif yonde bir iliski olup
olmadigma bakildi (Sekil 3). 20 hasta ile yapilan korelasyon egrisinde de goriildiigii tizere, p97/VCP

immunoreaktivitesinin sperm konsantrasyonu ile ters orantili fakat anlamli derecede iliskili oldugu
bulunmustur.
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Sekil 3. p97/VCP immunoreaktivitesi ile sperm konsantrasyonu arasindaki negatif

iliskiyi gosteren 20 hastadaki korelasyon.

Yani, sperm konsantrasyonu yiiksek olan hastalarda, p97/VCP immunoreaktivitesinin diisiik
oldugu saptanmustir.

3.4. p97/VCP ekspresyonunun sperm motilitesi ile olan iliskisi

p97/VCP immunopozitif sperm yiizdelerinin, o ejakiilattaki sperm motilitesi ile iliskisi olup olmadigini
anlamak amaciyla Pearson korelasyonu ile pozitif ve ya negatif yonde bir iliski olup olmadigma bakild1
(Sekil 4). 20 hasta ile yapilan korelasyon egrisinde de goriildiigii tizere, p97/VCP immunoreaktivitesinin
sperm motilitesi ile ters orantili fakat anlamli derecede iligkili oldugu bulunmustur. Yani, sperm
motilitesi yliksek olan hastalarda, p97/VCP immunoreaktivitesinin diigiik oldugu saptanmustir (Sekil 4).

Spem motilitesi
ile p97/V CP immunoreaktivitesi arasindaki korelasyon
r.-0,61,p<0,05 n: 20

€0

Spem motiltesi %

0 20 40 0 80 100
pI7NCP immunoreaktivitesi %

Sekil 4. p97/VCP immunoreaktivitesi ile sperm motilitesi arasindaki negative iliskiyi
gosteren 20 hastadaki korelasyon.
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3.5. p97/VCP ekspresyonunun sperm morfolojisi ile olan iliskisi

p97/VCP immunopositif sperm yiizdelerinin, o ejakiilattaki sperm morfolojisi ile iliskisi olup olmadigini
anlamak amaciyla Pearson korelasyonu ile pozitif ve ya negatif yonde bir iliski olup olmadigma bakild1
(Sekil 5). 20 hasta ile yapilan korelasyon egrisinde de goriildiigii iizere, p97/VCP immunoreaktivitesinin
sperm morfolojisi ile ters orantili fakat anlamli derecede iligkili oldugu bulunmustur. Yani, sperm
morfolojisi iyi olan hastalarda, p97/VCP immunoreaktivitesinin diisiik oldugu saptanmustir (Sekil 5).

Sperm morfolojisi
ile p97/VCP immunoreaktivitesi arasindaki korelasyon
r--081, p<0,05,n: 20
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Sekil 5. p97/VCP immunoreaktivitesi ile sperm morfolojisi arasindaki negatif iliskiyi
gosteren 20 hastadaki korelasyon.

3.6. p97/VCP ekspresyonunun fertile ve infertil bireylerde Western blot ile degerlendirilmesi
Immunositokimyasal olarak fertil ve infertil insan sperminde belirlenen p97/VCP’nin ekspresyonu
Western blot yontemiyle ayni hastalarda degerlendirildi. Western blot ¢alismalari sonucunda elde edilen
band yogunluklar1 Image J program ile degerlendirldikten sonra, p97/VCP ekspresyonunda fertil ve
infertil hastalar arasinda anlamh 6lgtide farkli oldugu saptand (Sekil 6).

Fertil Infertil
PITIVCP- wih i w= wn DD

B-actin -M"-

Sekil 6. P97/VCP ekspresyonunun fertil ve infertil bireylerde rnek ii¢c hastadaki Western blot ile
gosterimi. Infertil bireylerde p97/VCP ekspresyonun Beta actin ile orantilandiginda arttig1 izlenmektedir

4. Tartisma

Bu caligmada, fertil ve infertil bireylerde UPS proteinlerinden p97/VCP’nin sperm hiicrelerinde
lokalizasyonu ve p97/VCP ekspresyonunun semen parametreleri ile iliskisi incelemektedir. p97/VCP’nin
insan sperminde ilk defa ekspresyonunun gosterilmesi ve bu ekspresyonun semen parametreleri ile
iliskisinin olup olmadiginin incelenmesi nedeniyle orijinal bulgular icermektedir. Bu projede kullanilan
temel metodlar immunositokimya ve Western blottur.

Sonuglarimiz UPS proteinlerinden, p97/VCP’nin sperm bas, boyun ve kuyruk bolgesinde lokalize
oldugunu gostermistir. Fakat bu lokalizasyonun en fazla bas bolgesinde yerlesim gosterdigi ve 6zellikle
de infertil bireylerde p97/VCP’nin fertil bireylere gore ekspresyonun daha fazla oldugu saptanmistir. Bu

317 | Page
www.iiste.org


http://www.iiste.org/

International Journal of Scientific and Technological Research www.iiste.org
ISSN 2422-8702 (Online), DOI: 10.7176/JSTR/6-03-39 l's.i-'
Special Issue of Health Sciences, Vol.6, No.3, 2020 ISE

sonuglar p97/VCP’nin erkek infertilitesi degerlendirilmesinde kullanilabilecek bir kriter olabilecegini
gostermektedir.

Bugiine kadar p97/VCP’nin sperm hiicresindeki fonksiyonlar: ile ilgili yapilan ¢alismalar ¢ok azdir
(Ficarro vd., 2003; Kondoh vd., 2008; Hozumi vd., 2008;). Bu ¢alismalarda da direk insan spermindeki
fonksiyonu tam olarak belirlenememistir. Yalniz, Ficarro vd., 2003 kapasite olmus insan sperminde
yaptiklar1 kiitle spektrometrisi ¢alismalarinda p97/VCP’nin sperm kapasitasyonu sirasinda fosforile
oldugunu gostermislerdir. Yine bu caligmada, kapasite olmug ve olmamis sperm hiicrelerinde
p97/VCP’nin lokalizasyonu belirlenmistir. Ornegin kapasite olmamis spermlerde, p97/VCP spermin
boyun bdlgesinde lokalize iken, kapasitasyon sonrasi bu lokalizasyonun degistigi ve sperm basinda
goriilmeye baslandigr saptanmistir (Ficarro vd., 2003). Kapasitasyon memeli sperminin fertilizasyonu
gergeklestirebilmesi i¢in gereklidir. Bu olay sirasinda bir¢ok proteinin tirozin kuyruklar1 fosforile olur
ve spermin hareketinin arttig1 gdzlenmistir. Kapasitasyon akrozomal reaksiyon i¢inde gereklidir. Bu
derece fertilizasyon igin onemli bir olayda p97/VCP’nin de fosforile oldugunu bilmek, bu proteinin
kapasitasyon i¢in ne kadar dnemli bir protein oldugunu gostermektedir. Biz de galismamizda sperm
hiicrelerinde p97/VCP’nin 6zellikle de bas ve kuyruk bolgelerinde var oldugunun gésterilmesiyle Ficarro
ve arkadaglarmi destelemis olduk.

Kondoh ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢aligmada, p97/VCP’nin bir deniz hayvani spermlerinde degil de,
spermi ovosite ¢eken kemoatraktan bir madde olan sperm aktive edici faktor (SAAF)’e baglandigi
belirlenmistir (Kondoh vd.,2008). p97/VCP’nin baglangigta germinal vesikiil asamasindaki ovositte
lokalize oldugu ve oosit olgunlasmasi i¢in gerekli oldugu bulunmustur. Yine ayni g¢alismada,
p97/VCP’nin yumurtadan salinan SAAF denilen faktoriin caligmasmi diizenledigi ortaya ¢gikarilmistir.
p97/VCP’nin siliar ve flagellar hareket i¢in gerekli oldugu baska bir ¢alismada gosterilmistir (Hoziimi
vd., 2008). Yalniz bu ¢aligma yine insan sperminde degil, deniz hayvani sperminde siliar hareket i¢in
gerekli olan proteinlerin arastirilmasi sirasinda p97/VCP’nin gerekliligini ortaya koymustur. Bizim
calismalarimizla uyumlu olarak bu calismada da sperm kuyrugunda p97/VCP’nin gdriilmesi,
p97/VCP’nin sperm hareketliligi ile iliskisi olabilecegini gdstermektedir.

Ozetle, p97/VCP’nin insan sperm hiicrelerindeki varhigi ve infertil bireylerde p97/VCP’nin anlaml
derecede fazla olmasi, p97/VCP’nin sperm maturasyonu ve infertiliteyi etkileyen 6nemli bir protein
oldugunu gostermektedir. p97/VCP’nin fertil ve infertil bireylerde farkli ekspresyon gostermesi
nedeniyle bu ¢aligmanm daha detayli molekiiler caligmalarla desteklenerek klinikte prognozda ve ya
tedavide bir belirteg olarak kullanilmasi 6nerilmektedir.
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