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OZET
IDIYOPATIK ERKEK INFERTILITESI iLE SEMINAL PLAZMA GRP78
PROTEIN DUZEYI ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI
Amag: Bu c¢alismada idiyopatik oligoastenoteratozoospermi (OAT) tanisi alan infertil
erkeklerde seminal plazma GRP78 protein miktart degisiminin ve farkli semen
parametreleri ile arasindaki iliskinin belirlenmesi amaglanmaktadir.
Materyal ve Metot: Calismaya Ondokuz Mayis Universitesi Hastanesi Uroloji
Poliklinigine bagvuran idiyopatik infertilite tanist alan OAT sendromlu erkek hastalar
katild1. Gii¢ analizi hesaplamasina gore (%95 giiven ve %99,5 test giicii), calismaya yaslari
20-50 arasinda degisen idiyopatik OAT tanimina uygun 20 hasta ve 20 saglikli (kontrol
grubu) erkek dahil edildi. Semen 6rneklerinde spektrofotometrik sandvi¢ ELISA yontemi
kullanilarak iki grup icin seminal plazma GRP78 protein konsantrasyonlari saptandi.
GRP78 diizeyi ile semen parametreleri arasindaki korelasyonlar analiz edildi. Sonuglar
istatistiksel olarak SPSS programinda degerlendirildi.
Bulgular: Seminal plazmada o&lgiilen GRP78 konsantrasyonunun ortalamasi, hasta
grubunda 20,52+13,63 ng/ml, kontrol grubunda ise 12,16+9,21 ng/ml olarak olgiildii.
Gruplarin ortalamalar1 arasinda anlamli bir fark oldugu tespit edildi (T testi, p=0,029).
OAT grubu GRP78 protein miktar1 ile semen parametreleri arasindaki iliskiler
incelendiginde, GRP78 diizeyi ile semen hacmi (r=-0,541) ve total sperm sayis1 (r=-0,508)
arasinda anlamli korelasyonlar oldugu saptandi (p<0,05).
Sonug¢: Bu ¢alisma ile literatiirde ilk kez, OAT tanisi konulan infertil erkeklerin seminal
plazmasinda bulunan 1s1 soku proteini GRP78 konsantrasyonu ve bunun cesitli semen
parametreleriyle olan iliskisi incelenmistir. Seminal plazma GRP78 protein
konsantrasyonunun OAT hastalarinda fertil kontrollere gore anlamli derecede yliksek
oldugu ve bunun o6zellikle total sperm sayist ile iliskili oldugu saptanmigtir. Bulgularimiz
ekstraselliiler GRP78’nin idiyopatik erkek infertilitesi patogenezinde rolii olabilecegini
gostermektedir. Ancak GRP78’in bu baglamda iistlendigi fonksiyon ve ozellikle seminal
plazmaya tasinma mekanizmalar1 hakkinda daha kapsamli aragtirmalara ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Erkek infertilitesi; OAT; GRP78; 1s1 soku proteini; HSP70; ELISA

Selin KAYA, Yiiksek Lisans Tezi

Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Temmuz-2019
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ABSTRACT
INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN IDIOPATHIC MALE
INFERTILITY AND SEMINAL PLASMA GRP78 PROTEIN LEVEL

Aim: This study is aimed to determine the seminal plasma GRP78 level in infertile men
diagnosed with idiopathic oligoasthenoteratozoospermia (OAT) and its relationship with
different semen parameters.

Materials and Methods: Infertile male patients who were admitted to the Department of
Urology at Ondokuz Mayis University Hospital and diagnosed with idiopathic OAT
syndrome were enrolled in this study. Based on the power analysis (at 95% confidence
interval and 99.5% test power), the study included 20 patients and 20 healthy men (control
group) of ages between 20 and 50. Seminal plasma GRP78 protein concentrations in semen
samples were determined for both groups by using spectrophotometric sandwich ELISA
method. The correlations between GRP78 level and different semen parameters were
analyzed. The results were evaluated statistically by SPSS program.

Results: The mean concentration of GRP78 protein in the seminal plasma was found to be
20.52+13.63 ng/ml in the patient group and 12.16+9.21 ng/ml in the control group. A
significant difference was found between the means of the groups (T test, p=0.029). When
the relationship between the semen parameters of the OAT group and GRP78 protein level
was analyzed, significant correlations were found between GRP78 level and semen volume
(r =-0,541) and total sperm count (r = -0,508) (p <0,05).

Conclusion: This study, for the first time in literature, investigates the concentration of the
heat shock protein GRP78 in the seminal plasma of infertile men diagnosed with OAT
syndrome and its relationship with various semen parameters. The concentration of
seminal plasma GRP78 protein was significantly higher in OAT patients compared to
fertile controls and this was in correlation particularly with total sperm count. Our findings
suggest that extracellular GRP78 may have a role in the pathogenesis of idiopathic male
infertility. However, more comprehensive studies are required to identify the function of
GRP78 in this context and particularly the mechanisms of transport to seminal plasma.
Keywords: Male infertility; OAT; GRP78; heat shock protein; HSP70; ELISA

Selin KAYA, Master’s Thesis

Ondokuz Mayis University - Samsun, July-2019
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1.GIRIS

Birgok ¢ift i¢in dogurganlik, 6zel bir planlama ya da miidahale gerektirmeyen
yagamin dogal bir pargasidir. Ancak ciftlerin  %15-25'lik bir kismi ddllenmenin
gerceklesmesi ve basarili hamilelik sanslarimi gelistirme konusunda tibbi miidahaleye
ihtiya¢c duymaktadir. Ciftlerde herhangi bir dogum kontrol yontemi kullanmaksizin, en az
bir yil diizenli cinsel iliskiye ragmen gebeligin olusmamasi infertilite olarak tanimlanir.
(Evers, 2002).

Giintimiizde infertilite, ¢iftlerin yaklasik %10-15’1ik grubunu etkileyen 6nemli saglik
sorunlarindan birini teskil etmektedir. Erkek faktoérleri bu sorunlarin %350’sinden
sorumludur. Bu sorunlarin temeli konjenital olabilecegi gibi ilerleyen donemlerde sperm
fonksiyonlarindaki degisime bagl olarak da ortaya cikabilmektedir (Krausz, 2011).
Spermatogenik bozukluklar, toksinler, ilaglar, testikiiler sorunlar, kromozom anomalileri
ve genetik defektler sperm fonksiyonunu etkileyen en temel sebeplerdendir (Gaur ve ark.,
2010). Tim bunlar iireme bozukluklarmin nedenini belirtse de ¢ogu zaman esas
mekanizma agiklanamadan kalir ve idiyopatik nedenli infertilite adin1 alir (Majzoub ve
Agarwal, 2017).

Sperm fonksiyonlarmin degerlendirilmesi igin kullanilan yontemlerden biri rutin
semen analizidir. Semen analizi, spermatozoa ve seminal sivi parametrelerinin betimsel
Olclimlerini igerir ve semen kalitesini hesaplamaya yardimci olur. Yapilan semen
analiziyle, semenin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerinin yani sira total sperm sayisi, sperm
konsantrasyonu, morfoloji, canlilik, motilite gibi parametreler birlikte degerlendirilir.
Oligozoospermi (diislik sperm konsantrasyonu), astenozoospermi (diisiik sperm motilitesi)
ve teratozoospermi (anormal sperm morfolojisi) gibi bozukluklar semen analizi ile
belirlenir (Sekil 1). Semen analizi sonucunda sperm konsantrasyonu 15 milyon/mL’nin,
progresif motil sperm yiizdesi %32’nin ve normal morfolojiye sahip sperm yiizdesi %4 lin
altinda olan hastalar oligoasthenoteratozoospermi (OAT) olarak adlandirilmaktadir

(Cooper ve ark., 2010).
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Sekil 1. Erkek infertilitesine bagli seminal defektler a) azospermi: seminal plazmada hi¢ sperm bulunmamasi
b) oligozoospermi: sperm sayisinin 15x108 mL’den az olmasi ¢) astenozoospermi: progresif sperm
hareketliliginin %32°nin altinda olmasi d) teratozoospermi: sperm morfolojisinin %4’ten az olmasi

e) globozoospermi: sperm bag kisminin yuvarlak olmasi (Esteves ve ark., 2018)

Hem kadin hem de erkek gonadlar1 oogenez ve spermatogenez gibi son derece
dinamik hiicresel ve genetik degisiklikleri igermektedir. Bu durum ¢ogu zaman cinsiyet
steroidleri, sitokinler ve biiylime faktorleri tarafindan kontrol edilir. Ancak spermatogenez
herhangi bir sekilde herhangi bir yolla bozulursa lireme hiicreleri apoptoza gitme egilimi
gosterir (Guzel ve ark., 2017).

Memelilerde disi ve erkek lireme hiicrelerinin asir1 kaybinin embriyonik ve fetal
donemde meydana geldigi tespit edilmistir. Apoptoz en sik erken testis gelisiminde
gozlenir ve spermatogenez sirasinda sperm verimi tiirlere gore yaklasik %25-75 arasinda

bir azalma gostermektedir (Sakkas ve ark., 2003).



Viicuttaki birgok dokuda oldugu gibi testisin seminifer tiibiillerinde bulunan hiicre
sayisi, hiicre proliferasyonu ile apoptotik hiicre 6liimii arasindaki dinamik dengeye gore
belirlenir. Sertoli hiicreleri testis igerisinde simirli sayida iireme hiicresini destekleme
kapasitesine sahiptir. Bu nedenle testislerde meydana gelen apoptoz sayesinde iireme
hiicrelerinin fazla miktarda tretilmesi Onlenir. Ayrica apoptoz; hasarli spermlerin ve
anomalili hiicrelerin testikiiler dokudan elimine edilmesini saglamaktadir. Hiicre 6liimii
agirlikli olarak pakiten spermatositlerde goriiliir ve FAS/FASL sisteminin bu siirecin en
onemli medyatérii oldugu diisiiniilmektedir (Lee ve ark., 1997). infertil bireylerde testiste
gerceklesen hiicre Oliimiiniin arastirilmasi, gamet iiretiminin kalitesi ve testikiiler
sorunlarin tedavisi agisindan biiyiilk 6nem tasimaktadir.

Stres dahil cesitli faktorlerin yol actigi zararli etkilere karsi, hiicreler belirli
savunma mekanizmalar1 gelistirir. Bu mekanizmalardan birinde goérev alan 1s1 soku
proteinleri (HSP) hem patolojik hem de fizyolojik kosullar altinda hiicrelerin yasamlarini
sirdiirmelerine yardimei olan molekiiler saperonlardir (Helmbrecht ve ark., 2000). Bu
ailenin en 6nemli iiyesi olan HSP70, yeni sentezlenen veya yanlis katlanmig proteinlerin
katlanmasinda, protein agregasyonunun Onlenmesinde, proteinlerin membran boyunca
taginmasinda ve diizenleyici proteinlerin aktivitesinin kontroliinde biiyiik gorev istlenir
(Daugaard ve ark., 2007). HSP70 ailesinin yapisal iiyelerinden olan HSP70-2 ve HSC70-
t"nin Ozellikle spermatogenik hiicrelerde eksprese edildigi gosterilmis ve bozulan
spermatogenez sonucu infertiliteyle ilgili olabilecekleri ileri siiriilmistiir (Eddy, 1998).

Hiicrede bir¢ok 6nemli gorevi bulunan endoplazmik retikulum (ER) ayni1 zamanda
protein metabolizmasindan sorumludur (Schroder ve Kaufman, 2005). Hiicredeki
reprodiiktif degisiklikler, ER'de kapsamli protein sentezini, iiretilen proteinlerin
katlanmasini ve daha sonra uygun hiicresel konuma getirilmesini gerektirmektedir (Guzel
ve ark., 2017). ER’de proteinlerin katlanmasina yardimci olan saperonlar bulunur (Buck ve
ark., 2007). ER liimeninde katlanmamis veya yanlis katlanmis protein birikimi sonucu
ER’de bir stres (ER stresi) olusur ve bu strese cevap olarak UPR (Katlanmamis Protein
Cevabi) sinyal yolag: aktiflestirilir (Kaufman, 2002). Protein kinaz RNA benzeri ER kinaz
(PERK), aktive edici transkripsiyon faktorii (ATF6) ve inozitol gerektiren kinaz 1 (IRE1)
UPR sinyal mekanizmasinin baslica iiyeleridir (Zhang ve Kaufman, 2008). Yapilan birgok

calisma endometriyal dongii, oosit olgunlagsmasi, spermatogenez, dollenme ve embriyo



gelisimi gibi olaylarda UPR sinyal kaskadinin rolii oldugunu gostermistir (Guzel ve ark.,
2017).

Hiicrelerin ER stresine uyum saglamalar1 i¢in kullandiklar1 koruyucu mekanizma
glikozla diizenlenen protein (GRP) ailesi iiyelerinin aktivasyonuyla saglanir (Lee, 2001).
Glikozla diizenlenen protein 78 kDa, (GRP78, ayn1 zamanda BiP veya HSPAS), HSP70
stiper ailesinin bir liyesidir ve mayadan insanlara kadar evrimsel olarak korunmustur (Ni ve
Lee, 2007). Bu protein, glikoz stresi oldugu durumlarda indiiklenen kalsiyuma duyarl bir
saperondur ve ayni zamanda anti-apoptotik protein olarak islev goriir. ER zar1 iizerinde
kaspaz-7 ve kaspaz-12 gibi prokaspazlarla kompleks olusturarak stres kosullari altinda
hiicre sagkaliminda koruyucu rol oynar (Pfaffenbach ve Lee, 2011).

Erkek iireme sisteminde GRP78’in testis, epididim ve spermatazoada lokalize
oldugu bilinmektedir (Lachanceve ark., 2010). Literatiirde GRP78 ve erkek infertilitesi ile
ilgili cok az sayida ¢alisma mevcuttur ve bu calismalar genelde spermatozoadaki GRP78
ekspresyonu tizerine yogunlasmistir (Lobo ve ark., 2015).

Saperonlarin islevleri hakkindaki mevcut bilgilerin ¢ogu hiicre i¢i fonksiyonlar
tizerinedir. Ancak son yillarda yapilan calismalar bu proteinlerin hiicre disinda da
bulunabildigini ve burada spesifik gorevler istlendigini gostermistir. Hiicre disindaki
saperonlarin immiinolojik reaksiyonlar, anjiyogenez ve belirli kanser tiirlerinin sagkalim
icin kullandig1 yolaklarda gorev aldigi diisiiniilmektedir. Ayrica hiicre disinda protein
birikiminden kaynaklanan hastaliklarin 6nlenmesi igin ekstraselliiller saperonlar yeni
terapotik hedefler olarak 6nerilmektedir.

Seminal plazmada tanimlanmus, 1s1 soku protein ailesinde yer alan proteinler iginde
GRP78 seminal plazmada en ¢ok bulunan saperonlardan biri olarak tespit edilmistir (Pilch
ve Mann, 2006). Bu tez galismasinin amaci, OAT teshisi konulan infertil erkeklerde
seminal plazmada bulunan GRP78 protein seviyesini ve bunun ¢esitli Sperm parametreleri
ile arasindaki iligskiyi belirlemektir. GRP78’in seminal plazmada hangi islevi gordiigii,
seminal plazmaya aktif olarak m1 tasindig1 veya spermatogenez esnasinda dogal apoptotik
stire¢ sonunda seminal plazmada pasif olarak m1 biriktigi literatiirde heniiz arastirilmamis
konular olarak yer almaktadir. Yine OAT sendromu kapsaminda spermatojenik hiicrelerde
ER stres aktivasyonu olup olmadigi heniiz bilinmemektedir. Bu ¢alismada bu sorularin

kismen cevaplanmasina yardim etmesi agisindan literatiirde ilk kez OAT sendromlu infertil



erkeklerde GRP78 seviyesinin seminal plazmada nasil degistiginin arastirilmasi

hedeflenmistir.



2.GENEL BILGILER

2.1. Erkek Infertilitesi

2.1.1.insidans

Ciftlerde bir y1l ya da daha uzun siire i¢inde diizenli ve korunmasiz iliskiye ragmen
spontan gebelik olmamasi durumu infertilite olarak tanimlanir. Herhangi bir kontraseptif
kullanmayan, cinsel yonden aktif ¢iftlerin %15-20’sinde gebelik goriilmez (Sabanegh ve
Agarwal, 2012) ve bunlarin yarisindan ¢ogunda erkek faktorii sorumlu tutulmaktadir
(Povey ve Stocks, 2010).

Glinimiizde erkek infertilitesi, gelismis toplumlar basta olmak tiizere, giderek
artmakta olan kompleks bir tireme sagligi sorunudur (Sekil 2) (Poongothai ve ark., 2009).
2010 yilinda yapilan ¢aligmalarda kiiresel olarak tahmin edilen 48,5 milyon ¢iftin bes yil
denemesine ragmen ¢ocuk sahibi olamadigi tespit edilmistir (Mascarenhas ve ark. 2012;
Borges, 2016). Sasirtic1 ve endise verici olan durum, demografik ve iireme sagligi ile ilgili

yapilan yaklagik 300 arastirmanin sonucunda, gelismekte olan iilkelerde her dort ¢iftten

birinin infertil oldugu bildirilmistir (Mascarenhas ve ark. 2012).

Sekil 2.Yapilan arastirmalar sonucu erkek faktoriiniin neden oldugu infertilite vakalarinin iilkelere gore

dagilimi (Agarwal ve ark., 2015)



2.1.2.Etiyoloji
Infertilite olusumunun etiyolojisi kromozomal anomaliler, mitokondrial DNA

mutasyonlar1 ve monojenik bozukluklar gibi genetik nedenlere baglidir (Aston ve Conrad,
2013). Bununla birlikte diyabet, obezite, hormonal hastaliklar (hipogonadotropik
hipogonadizm), testikiiler travma, varikosel, kriptorsidizm, genital sistem enfeksiyonlart,
ejakiilatar bozukluklar, kullanilan ilaglar, immiinolojik nedenler ve cerrahi miidahaleler

gibi faktorler de bu siireci 6nemli dlgiide etkilemektedir (Tablo 1) (Gaur ve ark., 2010).

Tablo 1. infertiliteye neden olan fizyolojik ve patolojik faktdrlerin genel yiizdesi (Anwar S, 2016°dan

uyarlanmistir)
Infertilite Nedeni Yiizdesi (%)
Idiyopatik 30-45
Inmemis testis 7-7,8
Urogenital enfeksiyonlar 7-8
Cinsel ve/ veya ejekiilatuar disfonksiyon 5-5,9
Sistemik hastaliklar 3-3,1
Varikosel 14-15,6
Hipogonadizm 8-8,9
Immiinolojik faktorler 3-4,5
Obstriiksiyonlar 1-1,7
Diger 5-5,5

Ancak infertil erkeklerde bazi durumlarda bu faktorlerden higbirine rastlanmaz. Bu
durum “’idiyopatik nedenli erkek infertilitesi’” olarak tanimlanir ve tiim vakalarin yaklagik
%30-45’ini olusturmaktadir (Majzoub ve Agarwal, 2017).

2.1.3. Erkek Infertilitesinin Genetik Nedenleri
Erkek infertilitesinde kromozomal anomaliler ve Y kromozomu mikrodelesyonlari

spermatogenik yetmezligin baslica genetik nedenleri arasindadir (Gekas ve ark., 2001).
Kromozomal anomaliler infertil erkeklerin %5’ini olusturur ve azospermik olgularda bu

oran %15’e yiikselir (Tablo 2) (Ferlin ve ark., 2007). Anoploidiler infertil erkeklerde



kromozom anomalisinin en sik goriilen ¢esididir (Emery ve Carrell, 2006). Nonobstruktif
azospermik (NOA) erkeklerde cinsiyet kromozomlarinda andploidi insidansi yliksektir
(Palermo ve ark., 2002). Anoploidik vakalarda ise en sik goriilen Klinefelter sendromudur
(47, XXY) ve siddetli oligospermik erkeklerde %S5 oraninda goriiliirken, azospermik
erkeklerde bu oran %10’a kadar ¢ikmaktadir (Tablo 2) (Foresta ve ark., 2005). Bu sendrom
genellikle spermatogenezin primer spermatosit asamasinda olgunlagsma duraklamasina
(maturation arrest, MA) neden olmaktadir (Georgiou ve ark., 2006). Bununla birlikte
infertiliteye sebep olan 47, XYY ve 46, XX kromozom sayisina sahip erkekler de infertil
populasyonda oldukc¢a yaygindir (Gekas ve ark., 2001).

Kromozomal translokasyonlar ise genlerin kirilma noktalarinda genetik materyal
degisimine neden olan genetik defekti ifade eder (Dada, 2017). Otozomal translokasyonlar
fertil erkeklere kiyasla infertil erkeklerde on kat fazla bulunmustur (Esteves, 2013). iki
akrosentrik kromozomun birlesmesiyle ortaya ¢ikan Robertsonian translokasyonlari
infertilitede en fazla goriilen translokasyon tipidir ve %0,1-0,8 arasinda infertiliteyi
etkilemektedir (Ferlin ve ark., 2007). Oligospermik ve azospermik erkeklerde ise sirasiyla
%0,6 (Johnson, 1998) ve %0.09 prevelansa sahiptir (Tablo 2) (Meschede ve ark., 1998).

Tablo 2. Erkek infertilitesine neden olan genetik anomalilerin normozospermi, azospermi ve oligospermi

vakalarinda goriilme sikliklari (O’Flynn O’Brien, 2010°dan uyarlanmustir)

Genetik Neden Normozospermi Azospermi Oligospermi
Kromozomal Anormallikler %5 %15 -
Klinefelter Sendromu - %10 %5
Robertsonian Translokasyonu %0,8 %0,09 %0,6
Y Kromozom Mikrodelesyonu - %10-15 %5-10
AZFa DELESYONU - %0,5-1 -
Sertoli-Cell Only Sendromu)

AZFb DELESYONU - %0,5-1 -
(Spermatogenik Arrest)

AZFc DELESYONU - %6-12 -
(Hipospermatogenez)

KISMI AZFc DELESYONU - %3-5 -




Y kromozomu mikrodelesyonlar infertil erkeklerde sik goriilen diger bir genetik
faktordiir (Schlegel, 2004). Azospermik erkeklerde %10-15 oraninda goriiliirken (Foresta
ve ark., 2001) siddetli oligospermik vakalarin %5-10’luk kismini olusturur (Tablo 2)
(Dohle ve ark., 2002). Mikrodelesyonlar en fazla Y kromozomunun uzun kolunda (YQ)
goriiliir (Skaletsky ve ark., 2003) ve buradaki delesyonlar bozulan spermatogenezle
yakindan iligkilidir (Krausz ve ark., 2003). Bu bolgede sperm gelisiminde rol alan genlerin
yer aldig1 azospermi faktor bolgesi (AZF) bulunur ve AZFa, AZFb ve AZFc olmak {iizere
ti¢ alt bolge olusturur (Vogt, 2005) (Sekil 3).

AZFa bolgesinde bulunan DBY ve USP9Y genleri spermatogenezle ilgili ana
genlerdir (Sekil 3). DBY proteini testiste esas olarak premayotik iireme hiicresi
gelisiminde rol oynamaktadir. Bu genlerin her ikisinde meydana gelen delesyonlar Sadece
Sertoli Hiicresi Sendromuna (SCOS) neden olur. Bu durum testislerde seminifer epitelde
sadece Sertoli hiicrelerinin olugsmasina buna ragmen tlireme hiicrelerinin tiretilmemesine
neden olur (Ferlin ve ark., 2007).

AZFDb bolgesinde meydana gelen delesyonlar spermatogenezin primer spermatosit
asamasinda tutuklanmaya (MA) neden olur (Ferlin ve ark., 2007). Bu bolgedeki ana gen
RBM’dir (Sekil 3) ve alt1 kopyast bulunur (Skaletsky ve ark., 2003). Bununla beraber PRY
genleri de AZFb boélgesinde bulunur ve apoptozun diizenlenmesinde énemli bir rol oynar
(Vogt, 2005). Bu bolgedeki genlerin delesyonu hipospermatogezle iliskilendirilir (Ferlin ve
ark., 2003).

AZFc bolgesindeki delesyonlar ise birgok fenotip olusturur (Vogt, 2005). Bu
bolgedeki delesyonlar NOA erkeklerde yaklasik %12 oraninda goriiliirken siddetli
oligospermik erkeklerde ise %6 oraninda goriilmektedir (Kuroda-Kawaguchi ve ark.,
2001). Bu bolgede bulunan ana gen DAZ genidir (Sekil 3) ve dort kopyasi bulunmaktadir.
Spermatogenezin bir¢cok asamasina hizmet eden bu genler biitiin lireme hiicrelerinde

eksprese edilmektedir (Reynolds ve Cooke, 2005).
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Sekil 3. AZF bolgesinin sematik gosterimi. Ust (yesil-sar1 renkli) kisim AZF bélgelerini ve AZF ile iliskili
genleri gosteren Y kromozomunun goriintiisiidiir. Altta ise AZFc bdlgesinin mikrodelesyonlart
goriilmektedir. (A) Normal AZFc bolgesi (B) gr/gr delesyonu (C) bl/b3 delesyonu (D) gl/g3
delesyonu (E) gr/gr duplikasyonu (O'Flynn O'Brien ve ark., 2010)

Erkek faktorii infertilitesinde bir¢ok otozomal gen de rol oynar (Tablo 3). 7.
kromozom {izerinde bulunan CFTR geni (Moghbelinejad ve ark., 2018), vas deferens
konjenital bilateral yoklugu (CBAVD) olan hastalarin %60-%90'inda mutasyona ugrar
(Ferlin ve ark., 2007). Bununla beraber bir¢ok X’e bagli gen testiste eksprese edilmektedir
(Wang ve ark., 2001). Androjen reseptorii geni (AR), X kromozomunun uzun kolunda yer
alir (Nuti ve Krausz, 2008) ve spermatositlerden spermatid olusum asamasinda rol oynar
(De Gendt ve ark., 2004). Infertilite ile ilgili yapilan ¢aligmalarda AR geninde meydana
gelen mutasyonlarin Androjen Duyarsizligi Sendromuna yol agtigi (Ferlin ve ark., 2007)

ve vakalarda %2 oraninda olustugu gosterilmistir (Ferlin ve ark., 2006).

10



Tablo 3. Erkek infertilitesinde en sik goriilen tek gen kusurlarinin olusturdugu fenotipler ve prevalanslari

(Brugo-Olmedo S, 2001°den uyarlanmustir)

Patoloji Prevalans Fenotip Genotip

Kallman Sendromu 1/30000 Azospermi ve Oligospermi  X’e Bagli Resesif
Kistik Fibroz 1/2500 Obstruktif Azospermi Otozomal Resesif
Hareketsiz Silia Sendromu  1/30000 Hareketsiz Sperm Otozomal Resesif
Miyotonik Distrofi 1/8000 Testikiiler Atrofi Otozomal Dominant
Androjenik Duyarsizlik 1/60000 Testis Anomalileri X’e Bagli Resesif
Renal Polikistik Hastaik 1/800 Coklu Epididimis Kistleri ~ Otozomal Dominant
Usher Sendromu 1/30000 Spermatik Aksonemal Otozomal Resesif

Defektler

2.1.4. Semenin Genel Ozellikleri
Seminal s1v1; spermatozoa i¢in giivenli bir ortam saglamakta ve disi lireme yolunda

spermatozoanin ilerleyebilmesi i¢in gerekli bilesenleri icermektedir. Seminal sivi; sperm
hiicreleri disinda prostat, epididimis, seminal vezikiil, vas deferens, cowper ve fliretral
bezlerden gelen cesitli oranlardaki salgilardan olusur. Semen visk6z yapida, notral veya
hafif alkali olup; seminal plazmanin pH’s1 7,2- 7,8 arasindadir (WHO, 2010). Bu pH
dengesi vajinanin asidik ortamindan spermatozoayi koruyan tamponlama ozelliklerine
sahiptir. Semen hacmi normal bireylerde 1,5-5 ml arasinda degisiklik gosterir. Toplam
hacmin %]1’den az1 spermatazoaya aittir ve kalan kisim seminal plazmadan olusur (Juyena
ve Stelletta, 2012). Insan seminal plazmasinin ortalama protein konsantrasyonu 35 ila 55
0/l arasinda degisir. Yapilan bir calismada tek bir kisiden elde edilen seminal plazmada

yaklagik 923 farkli protein tanimlanmustir (Pilch ve Mann, 2006).
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2.1.5. Semen Analizi
Son yirmi yildir arastirmacilar ve klinisyenler temel semen analizi i¢in Diinya

Saghk Orgiitii (WHO) kriterlerine giivenmektedir (Tablo 4). Bununla beraber normal
semen analizi Ol¢iim kriterleri hala tartisma konusudur. Rutin semen analizi aslinda
spermin birkag 6zelligi hakkinda fikir verse de erkek fertilite basaris1 sadece bu sonuglara
gore belirlenememektedir. Laboratuvar prosediirlerine belirli bir standart saglamak igin
WHO, 1980°de insan spermi ve semen-mukus etkilesimi i¢in bir kilavuz yaymlamis ve bu
kilavuz diizenli olarak giincellenerek en son 2010 yilinda 14 iilkede, 4500 erkekle yapilan
degerlendirme sonucu igerigi biiyiik 6lglide degistirilmistir (Cooper ve ark., 2010).

Tablo 4. WHO’nun 2010 yilinda yaymladigi semen parametrelerinde kabul edilen alt referans degerler
(WHO, 2010’dan uyarlanmstir)

Referans Degerler WHO (2010)
Semen hacmi (ml) 15(1,4-1,7)
Total sperm sayis1 (105¢jakiilat) 39 (33-46)
Sperm konsantrasyonu (108/ml) 15 (12-16)
Total motilite (%) 40 (38-42)
Progresif motilite (%) 32 (31-34)
Vitalite (canli spermatozoa, %) 58 (55-63)
Sperm morfolojisi (normal formlar /%) 4

PH 7.2
Peroksidaz-pozitif 16kosit (108/ml) <1.0

Infertilite degerlendirmesi; temel nedeni belirlemede, geri doniislii kosullarda
tedavinin dogal seyrinin yonlendirilmesinde ve geri doniisii olmayan kosullarda c¢iftlere
gecikmeden yardimci iireme seceneklerini kullanma firsatt sunmada olduk¢a onemlidir
(Nallella ve ark., 2006). Semen analizi infertilite degerlendirmesinin ilk ve en &nemli
basamagi olmakla birlikte fiziksel muayene, hormonal degerlendirme, sperm fonksiyon
testleri ve genetik analizler birlikte diisiiniildiiglinde sorunun asil kaynagini bulmaya
yardimet olmaktadir (Mayorga-Torres ve ark., 2017).

Infertilite teshisi icin tam degerlendirme sonrasi en az iki semen analizinin

yapilmasi gerekmektedir. Bir semen 6rneginin makroskopik 6zellikleri hacim, goriiniim,
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renk, koagiilasyon/sivilasma ve viskozitesi olmakla beraber mikroskopik ozellikleriyse
sperm konsantrasyonu, motilite, vitalite (canlilik) ve morfolojidir (De los Rios ve ark.,
2004).

En temel degerlendirmeler makroskopik ve mikroskobik incelemeler olsa da tek
basina semen analizi fertil ya da infertil erkekleri ayirt etmek i¢in yeterli degildir (Bonde
ve ark., 1998). Bu nedenle sperm fonksiyonu disinda o6zellikle kusurlu kromatin
paketlenmesi, apoptoz, oksidatif stres, DNA fragmentasyonu ve andploidi gibi sperm DNA
degisikliklerinin de incelenmesi gerekmektedir (Brown ve ark., 2013; Omran ve ark.,
2013).

Sperm sayisi; ejakiilatta bulunan spermin miktarin1 ve konsantrasyonunu
belirlemektedir ve bu degerler iireme kapasitesi ile yakindan iliskilidir. Sperm
konsantrasyonunun 15 milyon/ml’den az olmast durumu oligozospermi, seminal sivida hig
sperm bulunmamasi azospermi, hi¢ ejakiilat bulunmamasi durumu ise aspermi olarak
adlandirilir (Tablo 5). Ureme kliniklerine basvuran erkeklerin yaklasik %30 unu etiyolojisi
bilinmeyen idiyopatik oligospermi ve azospermi vakalarinin olusturdugu tespit edilmistir
(Smith ve ark., 1977; Bostofte ve ark.,1990; Boivin ve ark., 2007).

Sperm motilitesi spermatazoanin oosite ulagabilmesi i¢in gereklidir ¢ilinkii spermin
servikal mukustan hizl bir sekilde ilerlemesi motilitesine baghdir. (Bjorndahl, 2010).

Spermin morfolojisi ise akrozom reaksiyonu ve oositin zona pellusidine baglanma
kabiliyeti de dahil olmak tizere bircok fonksiyonunu ciddi olarak etkilemektedir (Menkveld
ve ark., 2003).

2.1.6.0ligoasthenoteratozoospermi (OAT)
Oligoastenoteratozoospermi  terimi;  oligozoospermi,  astenozospermi  ve

teratozospermi olmak {izere 3 faktoriin hepsinin bulundugu durumlarda kullanilmaktadir
(Cavallini, 2006). Dolayisiyla semen analizi sonucunda sperm konsantrasyonu 15
milyon/mL’nin, progresif motil sperm yiizdesi %32’nin ve normal morfolojiye sahip sperm
yiizdesi %4’iin altinda olan hastalar OAT olarak tanimlamir (Tablo 5). Idiyopatik OAT,
tim olgularin %30-40"m1 etkilemekte ve oksidatif stres veya hormonal faktorler dahil
olmak {izere ¢esitli nedenlerden dolay1 olusabilmektedir. Genel olarak; yas, post-testikiiler

organlardaki fonksiyonel degisiklikler, enfektif ajanlar, gamet genomundaki degisiklikler,
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mitokondrial degisiklikler ve cevre kirleticileri idiyopatik OAT"'in olas1 nedenleri olarak
kabul edilmektedir. (Cavallini, 2006).

Tablo 5. WHO kriterlerine gore olusan semen analizi sonuglarinin terminolojisi (WHO, 2010’dan

uyarlanmuistir)

Normozoospermi: Normal sperm

Oligozoospermi: Sperm konsantrasyonunu 15 milyon/ml ‘nin altinda
olmasi

Astenozoospermi: fleri dogru hareketli sperm oraninin %32’nin altinda
olmasi

Teratozoospermi: Normal morfolojiye sahip spermin %4’in altinda
olmasi

Azospermi: Ejakiilatta hi¢ sperm bulunmamasi

Aspermi: Ejakiilat olmamasi

Lokospermi: Ejakiilatta referans degerden fazla 16kosit bulunmasi

2.2. Erkek Ureme Sistemi ve Apoptozla iliskisi

2.2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek tireme sistemi testisler, kanal sistemi (epididim, duktus deferens, bosalma
kanallar1 ve iretra dahil), yardimci aksesuar bezler (seminal vezikiiller, prostat ve
burbourethral bezleri), skrotum ve penis gibi destekleyici yapilar dahil olmak {izere bir¢ok
organ icermektedir (Goldstein ve Schlegel, 2013). Insan testisleri, gii¢lii bag dokuyla &rtiilii
skrotumlarda yer alan, 5 cm uzunlugunda ve 2.5 cm ¢apinda olan bir ¢ift organdir (Sekil 4)
(Akhmerova, 2006). Insan testikiiler sicaklig1 fizyolojik olarak 32-35°C araliginda tutulur.
Skrotumdaki testislerin yeri, viicudun geri kalanindan nispeten daha serin bir ortamda
bulunmaktadir (Mieusset ve Bujan, 1995). Fetal yasamin erken doneminde testisler karin
boslugunda bulunurken dogumdan 6nce skrotuma iner (Akhmerova, 2006).

Ug ayr1 katmandan olusan bir kapsiil yapisi, testisin parankimini ¢evreler ve bunlar
tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica vaskulosa olarak adlandirilir. Testis, tunika

albuginea'nin ¢ikintilar1 olan septa ile bolmelere ayrilir (Agger,1971).
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Sekil 4. Erkek iireme sistemi. (A) i¢ ve dis genital organlarin anatomik yapisi (B) testis i¢cindeki kanal

sisteminin bir kesiti (Drabovich ve ark., 2014)

Her septum, seminifer tiibiillerin yan1 sira Leydig hiicreleri, kan damarlari,
lenfatikler, mast hiicreleri, sinirler ve makrofajlardan olusan interstisyel dokuyu ayirir
(Fawcett, 1973). Testisler; her biri yaklasik 180 um ¢apinda 350-380 arasinda seminifer
lobu icermektedir. Testislerin %70-80’i seminifer tiibiillerden kalan %20-30’luk kismui
interstisyel alandan olusur. Testislerde bulunan seminifer tiibiiller, ireme hiicrelerinin
uretildigl alandir ve ig¢inde Sertoli hiicrelerini, lireme hiicrelerini ve peritiibiiler miyoid
hiicreleri barindirmaktadir (De Kretser ve ark., 1998; Elzanaty ve ark., 2002).

Leydig hiicreleri; testisin interstisyel boliimiinde konumlanan, yuvarlak sekilli ve
belirgin niikleusa sahip hiicrelerdir (Sekil 5). Cok sayidaki gegit baglantilar1 (gap
junctions) Leydig hiicreleri arasindaki iletisime izin verir. Leydig hiicreleri androjen
steroid iretiminden dogrudan sorumludur. Ayni zamanda bu hiicrelerin fonksiyonu,
hipofiz hormonlar1 ile seminifer tiibiilden salgilanan parakrin faktorler tarafindan
diizenlenmektedir (Kaler ve Neaves, 1978).

Sertoli hiicreleri; bazal membran ile baglantt kuran, seminifer tiibiill duvarini
olusturan epitelyal kokenli somatik hiicrelerdir ve temel islevi spermatogenezin cesitli
asamalarinda iireme hiicrelerini desteklemektir. Diizensiz sekilli niikleusa sahip bu hiicreler
tireme hiicreleriyle baglanti kurmak igin gerekli siki baglantilar1 (tight junction) igerir

(Sekil 5). Ureme hiicrelerinin tiibiil liimenine dogru go¢ etmesinde fiziksel bir tabaka
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gorevi goriir ve lreme hiicrelerinin olgunlagmasi i¢in gereken mikrogevreyi yaratir
(Murphy ve Richburg, 2014). Bununla beraber Sertoli hiicreleri, iginde bulunan siki
baglantilar sayesinde kan-testis bariyerini olusturarak spermi bagisiklik sistemi
reaksiyonlarindan korur. Bu bariyer bitisik Sertoli hiicreleri arasinda bazal ve adluminal
olarak adlandirilan iki bolme olusturur. Siki baglantilarin altinda bulunan bazal lamina
dolagim sistemiyle temas halindedir. Bu baglantilar belirli zamanlarda agilarak
spermatositlerin mayoz sonrasinda adluminal bolgeye ilerlemesine izin verir (Johnson ve

ark., 1998).
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Sekil 5. Seminifer tiibiillerin ve interstisyel hiicrelerin sematik gosterimi (Redgrove ve McLaughlin, 2014)
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Seminifer tiibiiller testis igerisinde kanallar halinde bir ag olusturur ve bu kisma rete
testis adi verilir. Spermler rete testis yoluyla epididim bagina iletilir. Ayrica testis ile
epididim bas1 arasinda 6-8 adet efferent kanal bulunmaktadir (Bedford, 1994).

Epididim; her iKi testisin arka kenar1 boyunca uzanan yaklasik 4 cm uzunlugunda
bir organdir. Epididim kaput, korpus ve kauda olmak {iizere {i¢ ana bolgeye ayrilir. Bu
bolgelerde spermler testisten vas deferansa gegmeden once dollenme yetenegi kazanir (De
Kretser ve ark., 1998). Epididimis sperm olgunlagsmasi, sperm tasinmasi ve sperm
depolanmasinda gérev almaktadir (Bedford ve ark., 1973). insanlarda spermin ana depo
bolgesi kauda epididimdir. Ayrica spermlerin epididimde olgunlasma siiresi yaklasik 2-12
giin arasinda degismektedir (Souza ve ark, 2017).

Epididim s1visi; olgunlagma icin sperm tarafindan kullanilir ve epididimis i¢indeki
stvi ortam plazmadan biiyiik 6lgiide farklidir (Elzanaty ve ark., 2002). Epididimis ayni
zamanda katalaz, siiperoksit dismutaz (SOD), glutatyon peroksidaz (GPX) ve glutatyon
rediiktaz (GRD) gibi antioksidan enzimlerle spermatazoayr oksidatif saldiridan
korumaktadir (Potts ve ark., 1999). Epididimis duvarindaki diiz kaslar spermi peristaltik
hareketlerle vas deferense iter. Burada spermler prostat, seminal vezikiil ve bulboretral gibi
aksesuar bezlerden gelen salgilarla karigir (Elzanaty ve ark., 2002).

Seminal vezikiil; sperm enerjisi i¢in gerekli fruktozu ve peristaltik hareketler icin
gerekli prostoglandinleri igerir ve seminal vezikiil salgilar1 semenin yaklasik %60°lik
kismini olusturmaktadir (Curry ve Atherton, 1990). Prostat sivisi alkali ¢ozelti olup
%20’lik kismu igerirken, bulboretral bezler ise iireme yollarinin asidik ortamini nétralize

etmek icin gerekli fosfat ve bikarbonat tamponlari igermektedir (Lilja ve ark., 1987).

2.2.2 Spermatogenez
Memeli testislerinin normal fonksiyonu endokrin, parakrin ve otokrin yolaklara etki

eden bir dizi hormonal haberciye baglidir. Bu haberciler sadece testis gelisimi i¢in degil
ayni zamanda erkek iireme hiicrelerinin fonksiyonu i¢in de gereklidir (Holdcraft ve Braun,
2004). Spermatogenez, hipotalamusta hormonal kontrollerle baslatilir. Hipotalamus,
gonadotropin salgilatict hormonu (GnRH) salgilayarak liiteinlestirici hormonun (LH) ve
folikiil uyaricit hormonun (FSH) hipofiz bezinin 6n lobundan salinmasini tetikler (Sekil 6)

(Wu ve ark., 2007).
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LH, interstisyumun Leydig hiicrelerini uyararak testosteron {iretilmesini uyarir
(Wahlstrom ve ark., 1983). FSH ise, Sertoli hiicrelerinde spermatosit olgunlasmasini saglar
(Sekil 6) (Heckert ve Griswold, 2002).

Bunlara ek olarak testesteron, dihidrotestosteron ve Ostrojen de testiste
spermatogenezi diizenleyen Onciil hormonlardir. Gelisimin erken evrelerinde Ostrojen,
androjen baskilanmasindan sorumludur. Ergenlik donemine gelindiginde Sertoli hiicre
farklilagsmas1 sirasinda, dstrojen seviyeleri minimum seviyelere diiserek androjen liretimine

olanak tanir (Lubahn ve ark., 1993).

Hipotalamus

secici Ostrojen reseptoru
modulatorleri

T GnRH
4 (1::“« L &stradiol
On Hipofiz Bezi
Aromataz
inhibitorleri
|
* Aromataz
- ~ Testosteron
T FSH
3 inhibin B TLH
T Aktivin

Testis
AN / O Hucresi
Sertoli e :) oy

Huicresi R Testosteron

Sekil 6. Hipotalamik-hipofiz-gonadal eksen. On hipofiz hormonlarinin (LH ve FSH) dengesi gonandotropin
uyarict hormonun (GnRH) salinimi ile uyarilir ve gonadotropin inhibe edici hormonun (GnlHH)
salgilanmast ile inhibe edilir. Inhibin B, FSH'ye cevap olarak testikiiler epitel (6ncelikle Sertoli
hiicreleri) tarafindan salgilanir ve ardindan negatif geri besleme dongiisiinde 6n hipofizde etki
ederek FSH iretimini inhibe eder. Activin, FSH'nin hipofiz sekresyonunda agonistik bir etkiye
sahiptir ve serbest birakilmasi inhibe B ile inhibe edilir. Aromataz inhibitorleri, testosteron: dstrojen

oranini diizeltmek i¢in kullamlir (Kathrins ve Niederberger, 2016)
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Spermatogenez; ¢ok karmasik bir siire¢ olmakla birlikte esasen spermatogonyum
ad1 verilen diploid hiicrenin, spermatazoa adi verilen farklilagmis bir haploid hiicreye
dontisiimiinti icermektedir. Bu siire¢ mayoz ve mitoz boliinmelerle gerceklesmekte ve
giinliik 200x10° spermatazoa olusumuyla sonuglanmaktadir (Sakkas ve ark., 2003).

Seminifer tiibiilde iireme hiicreleri bazal membrandan liimene dogru sirali halde
bulunur. Spermatogonyum ve geng spermatositler seminifer tiibiillerin bazal tabakasinda
siralanirken, olgun spermatositler ve spermatidler adluminal kompartmanda yer almaktadir
(Sekil 7) (Griswold, 2016)

interstisyel Alan
Leydig Hikresi

Myoid Hicresi
GranGia y
= ‘ 0 Spermatagonyum
w i Sekonder
s
"‘ 0000 Spermatid
2

Spermatazos \ /0 :'
Lizozom Se_rloi_
Hicresi

Sekil 7. Spermatogenez. Diploid spermatogonial kok hiicrelerden haploid germ hiicreleri iireten hiicresel
boliinme ve doniisiim siireglerini icerir. Destekleyici Sertoli hiicreleri, spermatogonia'nin da
yapistirildigi bazal membrana yapigir. Tip A spermatagonyumlar boliiniip geliserek tip B
spermatogonyumlara doniislir. Spermatagonyalardan baslayan siire¢ sperm olusuyla sonuglanir ve

spermler liimene salimir. BTB: kan-testis bariyeri (Rato ve ark., 2012)

Spermatogenezin baslangic asamasinda diploit spermatagonyal hiicreler mitoz
boliinmeyle birincil spermatositleri olusturur. Sertoli hiicrelerinin bazal bdlmesinde
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bulunan birincil spermatositler mayoz I gegirerek ’spermatositogenez’” adi verilen bir
stiregle ikincil spermatositleri tiretir ve bu asamada hiicreler benzersiz bir genetik kimlik
kazanir. Ikincil spermatositler ise mayoz II yoluyla spermatidleri olusturur. Olusan
spermatidler ise kromatinin yeniden diizenlenmesi gibi niiklear doniisiimler gegirerek
“’spermiyogenez’’ ile spermatazoalart meydana getirir (Sekil 8) (Inoue ve ark., 2014).

Olusan spermatazoalar Sertoli hiicrelerinin seminifer tiibiil limeninden g¢ikarak
olgunlagmas: i¢in epididimise gonderilirler. Burada spermatazoalar motilite ve akrozomal
fonksiyon kazanir ve bu olay yaklasik 64 giin siirer. Insanlarda spermatogenez puberte
(ergenlik) doneminde baslar ve bireyin yasami boyunca devam eder (Roosen-Runge ve
Holstein, 1978).
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Sekil 8. Memeli spermatogenezi sirasinda hiicresel, genetik ve epigenetik degisiklikler (Rahman ve ark.,
2017)

20



Tiim spermatogonyalar bu siirecte spermatazoaya doniismez ve ¢ogu apoptoz
denilen bir siirecle yok edilir. Insanlarda normal spermatogenez sirasinda meydana gelen
hiicre 6liimiiniin, potansiyel sperm sayisinin %25-30'a kadar kaybiyla sonuglandigi tahmin
edilmektedir (Aitken ve ark., 2011). Testislerde iireme hiicrelerinin klonal gelisimi ¢ok
yikksek seviyede gerceklesmektedir, boylelikle apoptoz; iireme hiicre populasyonunu
Sertoli hiicrelerinin destekleyebilecegi sayiya smirlamaktadir (Sinha Hikim ve Swerdloff,
1999).

2.2.3. Apoptoz
Apoptoz veya programli hiicre 6liimii, ¢ok hiicreli organizmalarin normal gelisimi

sirasinda meydana gelmekte ve yetiskin hayati boyunca kontrollii bir sekilde devam
etmektedir (Lue ve ark., 1999). Apoptozun embriyonik ve patolojik siireclerde
gerceklesmesi birgok hastaligin etiyolojisinde énemli rol oynamaktadir (Elmore, 2007). iki
temel yolak ile kontrol edilen apoptoz, hiicreden gelen i¢ ve dis sinyaller vasitasiyla gerekli
olan yolagi aktiflestirerek organellerde ve hiicre i¢i organizasyonda degisiklikler meydana
getirmektedir (Igney ve Krammer, 2002). Ekstrinsik ve intrinsik yolaklarla kontrol edilen
apoptozun en O6nemli medyatorleri kaspazlardir ve temelde baglatici ve dldiiriici olmak
tizere ikiye ayrilir. Kaspaz -2,-8,-9 ve -10 {liyeleri baslatic1 kaspazlar, kaspaz -3,-6 ve -9
oldiiriicii kaspazlar olarak adlandirilmaktadir (Cohen, 1997).

Ekstrinsik yolakta hiicre ylizeyinde bulunan ve Oliim reseptorii olarak bilinen
reseptorler gorev almaktadir. Bu reseptorler genellikle hiicre yaslanmasi, radyasyon,
hipoksi gibi yollarla uyarilir. Oliim reseptérlerinin en iyi bilinen iki iiyesi TNF-alfa ve FAS
reseptorleridir (Wong, 2011). Bu reseptorlerin bir ucu hiicre membranina tutunmus halde
iken diger ucu ise hiicre diginda lokalize olur. Hiicre iginde bulunan kisminda prokaspaz -8
ile aktiflesmesini saglayan bir domain bulunmaktadir (Schneider ve Tschopp, 2000).
Bunlarin yant sira TRAIL ve TRAIL reseptorleride benzer yolaklarla apoptozu
uyarabilmektedir (Sekil 9) (Lavrik ve ark., 2005).

Intrinsik apoptoz yolaginda ise mitokondri gorev alir. Mitokondri dis zarmin
gecirgenliginin artmasi sonucu sitokrom c, apoptoz indiikleyici faktor (AIF) ve SMAC gibi
proteinler sitoplazmaya geger. Sitokrom c inaktif halde bulunan apoptotik proteaz aktive
eden faktore (Apaf-1) baglanarak apoptozomu olusturur. Apoptozom kaspaz-9’un
aktiflesmesini saglayarak apoptozu baslatir (Sekil 9) (Fesik, 2000; Rowinsky, 2005).
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Mitokondride dis zar gegirgenliginin degigmesi Bcl-2 ailesi ad1 verilen proteinlerle
diizenlenmektedir ve hiicrede anti-apoptotik Bcl-2, Bcl-x ve pro-apoptotik Bad, Bim, Bmf,
Bid ve BH-3 arasinda bir denge bulunmaktadir (Reed, 1997). Bunun disinda bir timor
baskilayict protein olan p53 sitoplazmada bulunmakta ve agir DNA hasarinda belirli
genleri aktiflestirerek apoptozu tetiklemektedir (Sekil 9) (Oren ve Rotter, 1999).

Cok hiicreli organizmalarda doku homeostazinin saglanmasi i¢in her giin ¢ok
sayida hiicre Oltimii gergeklesir. Bunun i¢in bagisiklik yaniti olusturmadan dolayisiyla
komsu hiicreyi etkilemeyecek bir 6liim siireci yasanmasi gerekmektedir. Hiicrede bu
dengeyi saglayan nekroz, apoptoz ve otofaji gibi bir¢ok 6liim mekanizmasi bulunur (Shaha
ve ark., 2010).

Apoptoz; hiicrede normal gelisimin tamamlanmasi, homeostaz, yaslanma siireci ve
immiin cevap gibi olaylarin yani sira testikiiler dokuda da sik goriilen, evrimsel olarak
korunmus bir siirectir. Ureme hiicrelerinin biiyiimesini ve farklilasmasmi siki sekilde
kontrol eden Sertoli hiicreleri ayn1 sekilde apoptozda da rol oynar (Rodriguez ve ark.,
1997).

Memelilerde embriyonik ve fetal donemde kadin ve erkek iireme hiicrelerinin
biiyiik kisminin kaybedildigi tespit edilmistir (Oakberg, 1956). Normal spermatogenezi
olan hastalarla karsilastirlldiginda azospermi ve oligospermisi olan erkeklerin testikiiler
dokusunda apoptotik lireme hiicrelerine daha ¢ok rastlanmasi ve testikiiler yetmezligi olan
infertil hastalarin testikiiler biyopsisinde daha yiiksek apoptoz oranlarmin goriilmesi bu

goriisii desteklemektedir (Diemer ve Desjardins, 1999).
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Sekil 9. Apoptozun temel mekanizmasi. Intrinsik yolda; hiicresel stres, p53 tiimér baskilayici proteini aktive
eder. P53, Bax ve Bak'i aktive eden Puma ve Noxa'y1 diizenleyerek intrinsik yolu baglatir. Akt
kinazi, Bad'i fosforile ederek intrinsik yolu inhibe eder. Bax ve Bak, dig mitokondriyal membrani
permeabilize ederek sitokrom c'nin disar1 salinmasina neden olur. Sitokrom c ise Apaf-1 ve kaspaz-
9’a baglanarak apoptozom kompleksini olusturur. Aktif kaspaz-9, efektor kaspazlarlar olan Kaspaz-
3,-6 ve-7 ‘yi aktiflestirir. Mitokondriyal protein Smac/DIABLO ise apoptoz protein inhibitorlerine
(IAP) baglanarak apoptozu baslatir. Ekstrinsik yolak; sitotoksik bagisiklik hiicreleri, Apo2L/TRAIL
gibi pro-apoptotik ligandlar tretir. Homotrimerik ligand, hedef hiicrenin ylizeyi tizerindeki pro-
apoptotik reseptorler DR4 ve/veya DRS'e baglanir. Ligand baglanmasi reseptorlerin kiimelenmesini
uyarir, adaptor protein FADD ve baslatic1 kaspaz-8 ile-10’un aktiflesmesiyle ise 6liim indiikleyen
bir sinyallesme kompleksi (DISC) olusur. DISC olusumu ise c-FLIP gibi inhibitorlerle modiile edilir
(Ashkenazi, 2008)
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Apoptozun  normal spermatogenez siirecinde iki Onemli roli oldugu
distiniilmektedir. Gelisimin erken evrelerinde apoptoz; germ hiicresi/Sertoli hiicresi
oranini diizenleyen bir mekanizma olarak kullanilirken, yetiskinlerde ise mayoz ve mitoz
sirasinda meydana gelen hatalar sonucu genetik agidan kusurlu hiicrelerin seminifer
epitelden uzaklastirilmasinda gorevlidir (Alam ve ark., 2010). Buna ek olarak yaslanmis
olgun spermler erkek ve disi iireme bolgelerinde apoptoza ugrayabilmektedir (Li ve ark.,
2009). Testiste tireme hiicresi apoptozu hayat boyunca normal ve siirekli olarak devam
etmektedir. Testikiiler iireme hiicrelerinde apoptoza yol agan etiyolojik faktorler ve
molekiiler mekanizmalar heniiz tam olarak anlagilamamistir (Sakkas ve ark., 2003).

Apoptozun biyokimyasal oOzellikleri arasinda fosfatidilserinlerin hiicre disina
yonlenmesi, kaspazlarin aktivasyonu, DNA fragmentasyonu, mitokondriyal membran
potansiyeli degisimi ve DNA merdivenlenmesi (DNA laddering) bulunmaktadir. Bu
biyobelirteglerin bulunmasi hiicrede apoptoz varligin1 kanitlamaktadir (Fadok ve ark.,
1992).

Bir¢ok ¢alisma sonucunda memelilerin testikiiler dokusunda apoptoz siirecinin Bcl-
2 proteinleri, FAS ve kaspazlart igeren farkli apoptotik sinyal mekanizmalariyla baglantili
oldugu saptanmistir (Chen ve ark., 2006). Bu calismalara ek olarak, anormal sperm
parametrelerine sahip erkeklerde ejakiilattaki spermlerde apoptotik protein olan FAS’in
yiiksek diizeyde eksprese edildigi gosterilmistir (Rodriguez ve ark., 1997).

FAS (APO-1 veya CD95), 43 kDa molekiil agirliga sahip, TNF reseptor ailesinin en
iyi tanimlanmig tyesidir ve insan FAS geni 10. kromozom iizerinde (10g23.31)
bulunmaktadir. FAS; 6zellikle timus, karaciger, kalp, bobrek ve aktive olgun lenfositlerde
eksprese olan bir hiicre yiizeyi proteinidir (Curtin ve Cotter, 2003).

Apoptotik yolun gereksiz sekilde harekete gegirilmesini Onlemek i¢in, FAS
ekspresyonu ve lokalizasyonu c¢esitli mekanizmalar yoluyla siki bir sekilde diizenlenir
(Bennett ve ark., 1998). Her seyden Once uyarilmamis hiicrelerde plazma zarinda sadece
minimal bir FAS miktar1 eksprese edilirken, reseptoriin cogu 6zellikle Golgi kompleksi ve
trans-Golgi agindaki sitoplazmada lokalize olmaktadir (Sodeman ve ark., 2000). Bir pro-
apoptotik uyaran sonrasinda FAS igeren vezikiiller, plazma membraninda FAS ifadesini

arttirarak hiicre yiizeyine translokasyon gerceklestirir. Bu mekanizma 6liim reseptoriiniin
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plazma membran yogunlugunu diizenlemek ve spontan aktivasyonunu 6nlemek igin etkili
bir yol saglamaktadir (Feng ve Kaplowitz, 2000).

FASL (CD95L) ise, esas olarak aktif T hiicrelerinin ylizeyinde eksprese edilen
homotrimerik yapiya sahip bir tip II transmembran proteinidir (Suda ve ark., 1993). FASL
proteini hiicre yilizeyinde kendi reseptoriine baglanarak reseptor trimerizasyonunu saglar.
Aktive olmus reseptorler FADD adaptér molekiilii ile etkilesir ve adaptoriin karboksil
ucuna (C) yakin 80 aminoasitlik bolgenin uyarilmasiyla pro-kaspazlar aktive olarak
apoptozu baslatirlar (Sekil 10) (Gajate ve Mollinedo, 2011).

FaslL ,

2
' | Fas
n ) % Pro- Kaspaz-8

g-aeg | i
o g ! g
—— [8] =

Kaspaz bagymsiz hiicre Slumi

—
&P

Kaspaz-8
DISC
[} 6L0m pomeYNi
Déu‘im EFEKTOR DOMEYNI

Sekil 10. FAS/FASL bagli apoptoz mekanizmasi. FASL tarafindan bir hiicrenin yilizeyindeki FAS
reseptorlerinin ¢apraz baglanmasi, adaptér protein FADD'yi olusturur. FADD'min 6liim-efektor
domeyni, aktif kaspaz-8'i olugturmak iizere boliinen prokaspaz-8 ile etkilesir. Bu kompleks DISC
(6lim indiikleyen sinyal kompleksi) olarak adlandirilir. Bir 6liim-efektor domaini ihtiva eden bir
baska protein, FADD'ye baglanabilen ve kaspazdan bagimsiz hiicre 6liimii ile sonuglanan bir diger

sinyal tiirinii tiretebilen RIP'dir (Green ve Ferguson, 2001)
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Tiim ayrintilar1 bilinmese de apoptozun erkek iireme hiicrelerindeki diizenleyici
roliiniin esas olarak FAS/FASL vyolagi iizerinden gergeklestigi diistiniilmektedir
(Pentikainen ve ark., 1999; Riccioli ve ark., 2003). FAS sistemi hem testislerde tireme
hiicre sayisinin kontrolii hem de testikiiler dokunun bagisiklik reaksiyonlarmin statiisiiniin
korunmasi agisindan 6nemli kabul edilmektedir. FASL, aktive edilmis T hiicrelerin
olusumunu engelleyerek, gametlerin bagisiklik sistemi tarafindan taninan reaksiyonlardan
korunmasini saglamaktadir. FAS-FASL sistemi lireme hiicrelerinin 6liimiinli diizenleyen
en Oonemli faktdrden biri olmasina ragmen infertil hastalarda bu sistem yeterince detayli
arastirilmamustir (Fujisawa ve Ishikawa, 2003).

Yapilan bir ¢alismada FAS-aracili apoptotik siireg, hipospermatogenezli hastalarda
incelenmis ve apoptotik yolaktaki FAS-FASL ve kaspaz 3 aktivitesine bakilmistir. Sonug
olarak iireme hiicrelerinde ve Sertoli hiicrelerinde apoptotik siirecin arttig1 ve testislerde
artan FASL ekspresyonu bildirilmistir (Kim ve ark., 2007).

Sakkas ve ark. FAS ifade eden spermatozoa sayisinin normal sperm
parametrelerine sahip erkekler arasinda diisiik oldugunu, ancak anormal sperm
parametrelerine sahip erkeklerde daha yiiksek oldugunu bildirmistir (Sakkas ve ark., 2003).
Yapilan bir baska calismada ise oligoteratozoospermili ve oligoastenozoospermili
erkeklerde genel olarak daha yiiksek FAS ekspresyonu oldugu gozlemlenmistir (Wang ve
ark., 2009)

Apoptozun sinyal yolaklar1 ve tipik belirtecleri somatik hiicrelerde ve iireme
hiicrelerinde farklilik gosterebilmektedir. Testiste normal siire¢ gortiliirken spermatazoada
aktif bir apoptoz varlig tartisma konusu olmustur. Apoptotik belirteglere sahip spermlerin
uretilmesi, anormal sperm parametrelerine sahip bazi erkeklerde "abortif bir apoptoz"
meydana geldigini gostermektedir. Bu durum baslangigta apoptoz sinyal kaskadinin
olustugunu ancak bilinmeyen bir nedenle spermlerin apoptozdan kagtigini diigiindlirmiistiir
(Sakkas ve ark., 1999).

Kaspazlar (sisteinil aspartata Ozgii proteinazlar) insan seminifer epitelyumunda
apoptozun diizenlenmesine katilan diger bir protein grubudur (Said ve ark., 2004). Aktif
olmayan pro-enzimler olarak ifade edilirler ve pro-apoptotik sinyallere yanit olarak
tetiklenen bir yolla aktiflesirler (Sekil 11) (Thornberry ve Lazebnik, 1998). Bugiine kadar
insan apoptotik yol kaskadinda 14 kaspazin rol oynadigi tespit edilmistir (Reed, 2000).
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Temel olarak kaspaz aktivasyonu, proteoliz reaksiyonu veya diger kaspazlarin
birbiriyle etkilesimiyle baslamaktadir. Hiicre zarindaki FAS ligandinin FAS'a
baglanmasiyla kaspaz-8'in aktivasyonu tetiklenmekte ve aktive olan kaspaz-8 diger efektor

kaspazlara sinyal gondermektedir (Muzio ve ark., 1996).

A B Prokaspaz(zimojen)
GRUP1

o oo
o R <> G b
.
ol I R <o Cospesed
o I <o Cospese-s
o — (TR - Cospese-1

GRUP 2 olgun kaspaz

i~ I - <o Cospese-2
v, - R  <oo Caspese-s
v~ R oo Crspese-s
T pe——

() Oliim efektér domeyni
GRUP3 ) Kaspaz toplanma domeyni

. 2 i B inker

. — I - <> oo QD ik kataitic ot i
o — (TR - <o Cospose o e
v - <o cwoer

Kticiik katalitik alt tnite

Sekil 11. insan kaspaz ailesinin gruplandirilmasi. (A) Grup I, inflamatuar kaspazlari, grup II baslatict
kaspaslar1 ve grup III' apoptozun efektdr kaspazlarimi icerir. Tiim kaspazlar, biiyiik ve kiiciik bir
katalitik alt iiniteye sahiptir. Pro-kaspaz-14 hari¢ olmak iizere grup I ve II'deki pro-bolgeler, bir
kaspaz aktivasyon alim alan1 (CARD) veya iki 6lim efektdr alani (DED) igerir; grup III
kaspazlari, baglayict motifler olmaksizin kisa 6n alanlara sahiptir. (B) Pro-kaspaz aktivasyonu
semasint  gosterir. Olgun kaspazlar, spesifik aspartik asit (D) tortularinda pro-kaspazlarin

parcalanmasiyla olusur (Hellwig ve ark., 2011)

Kaspazlarin infertilitede hangi rolii listlendigi iizerine birtakim ¢aligmalar yapilmisg
ve kaspazlarin isleyisinde meydana gelen hatalar sonucunda bozulmus spermatogenez,
azalan sperm motilitesi, artmis Sperm DNA fragmentasyonu gibi ¢oklu patolojiler meydana

geldigi bildirilmistir (E1-Melegy ve Ali, 2011).
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Yapilan bir ¢alismada ELISA metoduyla seminal plazmada ve spermde kaspaz-3,-8
ve- 9 seviyelerine bakilmis ve saglikli kontrollerle karsilastirildiginda astenospermide
kaspaz-8 ve -9’un daha yiiksek oranda oldugu aymi zamanda OAT grubunda spermde
kaspaz 8 seviyesinde anlamli bir artis oldugu gorilmiistiir (Wei ve ark., 2015).

Yapilan diger bir calismada ise apoptotik mekanizmanin spermatogenezdeki
isleyisini belirlemek ig¢in testis biyopsisi alinarak SCOS ve MA hastalarinda kaspaz
diizeylerine bakilmis ve SCOS hastalarinda kaspaz-3’iin miktarinda artis gézlemlenmistir

(Kim ve ark., 2004).

2.3. Is1 Soku Proteinleri (HSPs)

2.3.1. HSP 70

Stres proteinleri olarak da adlandirilan 1s1 soku proteinleri (HSP) 6karyotlardan
prokaryotlara kadar yiiksek derecede korunmus proteinlerdir (De Maio, 1999). Cogu HSP
birbiriyle yapisal olarak benzerlik gostermekle birlikte (Kampinga ve ark., 2009),
molekiiler agirliklarina gore gruplandirilan HSP40, HSP60, HSP70, HSP90 ve HSP100
(Sekil 12) hiicrede farkli biyolojik siire¢lerde spesifik gorevler iistlenmektedir (Li ve
Srivastava, 2004).

HSP’lerin ilk olarak hipertermi, oksidatif stres, inflamasyon, hiicresel hasar,
hipoksi, iskemi ve toksik bilesikler gibi stresler tarafindan indiiklendigi bulunmus
(Purandhar ve ark., 2014), ancak daha sonra ortaya ¢ikan kanitlar baz1 HSP’lerin insanda
cesitli hiicre ve dokularda stresin olmadigi kosullarda da aktive edildigini gostermistir
(Stetler ve ark., 2010).

HSP’ler normal hiicrelerde sinaptik iletim, ER stresine cevap, otofaji ve apoptozda
gorev alirken (Bukau ve ark., 2006) esas olarak proteinlerin dogru olarak katlanmasi, ilgili
yerlere tasinmasi ve diger molekiillerle kompleks olusturmasinda koruyucu olarak
adlandirilan “’saperon’” gorevi gérmektedir. Bununla birlikte HSP’ler hiicrelerde gecici bir
termotolerans olusturur ve genel olarak total protein sentezi bu asamada baskilanir.
Hiicrede hafif bir 1s1 artist HSP ekspresyonunu hemen artirarak hiicre sagkaliminin

stirdiiriilmesini tegvik etmektedir (Beckham ve ark., 2008).
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HSP AILESI ORGANIZMA SAPERON LOKASYON FORM
E.coh (‘IPA. B.C Sitop'azma Y
HSP100 . o .
S.cervisiac Hspl104 Sitoplazma @
6- to 7-mer
E.coli HipG SKopiazina
S.cervisiae Hsp83 Sitoplazma
HSP90 5
insan Hsp90 Sitoplazma
GRPY4 Cekirdek
TRAPI ER Dimer
Mitokondri
E.coli DnaK Sitoplazma
HSC/HSP70 S.cervisiae Ssal-4, Sitoplazma
insan Ssbl1,2 ER
Kar2, Sscl Mitokondri
: Monomer
Hsc70, Hsp70 Sitoplazma
BIP, mHsp70  Gekirdek
GRP78 ER
e E.coli GroEL/ES Sitoplazma
HSP&0 S.cervisiae Hsp60 Mitokondri
Bitki Cpn60 Kloroplast L dismer
Insan Hsp60 Mitokondri
E.coli dnal Sitoplazma
s S.cervisiae  Ydjl Sitoplazma D
insan Hdjl, Hdj2 Cekirdek Monomer
KUCUK HsP E.coli IbpA, IpbB Sitoplazma f
kristallin Sitoplazma \,:4
8- to 24-
mer

Sekil 12. Baglica 1s1 soku protein ailelerinin isimlendirilmesi, yer aldiklari hiicresel kompartmanlar ve

bulunduklari yapisal formlar (Zorzi ve Bonvini, 2011)

Insan HSP70 ailesi; aminoasit sekansi, ekspresyon seviyesi ve hiicrede bulundugu
yere gore gruplandirilan (Sekil 13) birbirinden farkli 13 iiyeden olusmaktadir (Kampinga
ve ark., 2009; Stetler ve ark., 2010). Genellikle bu iiyelerin ¢ogu sitozol ve niikleusta
lokalize olurken GRP75 ve GRP78 gibi spesifik proteinler sirasiyla mitokondri ve ER’de

bulunmaktadir (Lee, 2005).
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EEVD

Tutma sinyali

Sekil 13. insan HSP70 ailesi iiyesi proteinlerin yapisi. Insan HSP70’i 30 kD molekiil agirlikta substrat

baglayan bir peptid baglanma alan1 (PBD) ve 45 kD molekiiler agirlikli, ATP- baglama yarigi

iceren niikleotid baglanma domeyni (NBD) icerir. Bununla birlikte ¢cogu aile iiyeleri tarafindan

paylasilan bir EEVD motifi ve degisken bolge igerir. Daha spesifik olan lokalizasyon ve tutma

sinyalleri

ise  HSP70-5 ve HSP70-9 proteinlerinde bulunur, bu da sirasiyla saperonun

lokalizasyonunu endoplazmik retikulum (ER) veya mitokondriyal liimen i¢ine yonlendirir (Zorzi

ve Bonvini, 2011)

HSP70 proteinleri temelde iki farkli fonksiyonel birim igermektedir (Sekil 14).

Bunlar N- terminal ucunda bulunan ATPaz domeyni ve C-terminal ugta bulundan substrat

baglanma domeynidir (Mayer ve Bukau, 2005). Katlanmamis proteinlerde agiga cikan

hidrofobik aminoasitlerden olusan bdlge HSP70’in C-terminal ucu tarafindan taninir

(Bukau ve ark., 2006).
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ADP-Hsp70

Sekil 14. HSP70 domeyn organizasyonu ve atomik gosterimi. (A) HSP70 domeyn organizasyonunu ve

ATP-Hsp70

aminoasit sayilarini gosterir. NBD: niikleotid baglanma domaini, L: linker, SBD Baz: substrat
baglayici alan SBD Lid: substrat baglayici alan Lid, CTD: C-terminal alani. (B) Kapali (PDB
2KHO) ve agik (PDB 4JNE) konformasyonlarda HSP70 atomik yapilaridir ve renk kodlart (A)
ile aynidir (Fernandez-Fernandez ve Valpuesta, 2018)

Proteinlerin normal konformasyonunun degismesini onleyen bu saperonlar ayni
zamanda onlar1 agregasyona karsi korumaktadir. Ancak konformasyonu bozulan ve
yeniden katlanamayan proteinler proteozoma yonlendirilir (Rosser ve ark., 2007). Bununla
birlikte saperonun yanlis katlanan proteine baglanmasi ve katlanmadan sonra proteinden
ayrilmasi i¢cin ATP enerjisine ihtiyag vardir. Bu aktivitesi ise HSP40 gibi ¢esitli ko-
saperonlar tarafindan diizenlenmektedir (Sekil 15) (Langer ve ark., 1992; Liberek ve ark.,
1992; Qiu ve ark., 2006).
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Sekil 15. HSP70 aktivitesi. HSP70 polipeptit baglanmasi ve serbest birakilmasi, ATP-ADP degisim
dongiileri ile diizenlenir. Baslangigta, dogal olmayan polipeptit bir HSP40 ko-saperon (agik
mavi) tarafindan baglanir (b) HSP40 J-alan1 daha sonra ATP bagli haldeyken HSP70'i (mavi)
baglar. (c¢) Niikleotid baglayici alanda (NBD) HSP40'dan salinan dogal olmayan polipeptit
afiniteyi arttirarak, HSP70 substrat-baglama domeninde (SBD) bir konformasyona neden olur.
Ubikitin-konjuge edici E2 (koyu mavi) ile E3 ubiquitin ligaz CHIP (kahverengi) gibi ilave
kofaktorler, Ubiquitin-proteazom sistemi (Poly-Ub) tarafindan taninan polipeptide ve HSP70'e
baglanabilir. (d) HSP110 (yesil) gibi niikleotid degisim faktorleri (NEFler), ADP'yi ATP ile
degistirir ve polipeptidi HSP70'den serbest birakir (e) Polipeptidnative sekilde kalirsa bu dongii

katlanana kadar tekrarlanabilir (Summers ve ark., 2009)

Is1 soku proteinlerinin ve 1s1 soku faktorlerinin (HSF) hiicrede fizyolojik diizenleme
stirecine ve farkli sinyal iletim kaskadlarma katildigi bilinmekte olup (Terada ve ark.,
2005) bu ailenin birgok iiyesi spermatogenezde tireme hiicrelerinin gelisimi asamasinda da

hayati rol oynamaktadir (Sekil 16) (Zakeri ve ark., 1988).
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Testis Epididimis Disi ireme kanali

Spermatogenez | Epididimal Olgunlasma Kapasitasyon
o 1 1 o
Sertoli Hiicresi Uzayan Spermatid Kaput
CLU™ "o CALR,  CCTs", CALR™"", CALR3",
DNAJA1™, CLU, CLGN", DNAJB3™,
HSPD1™M, DNAJB13™", HSPAS™ | ’ \
HSPOOAAT™, (’\ N N J
HSPAS", PDIA3" a ‘. Ovidukt 7 -" S
Epididizom HSPAS"®, HSPAB®#2,
CCTs®, Clusterin™, HSPD1"®
4 HSPAS"#e
& Yuvarlak spermatid R
, CCTs™ CLGN™, CCTs®, CLUMhrasbe HSPAS!P©
CALR™" DNAJB1™, Kapasitasyon
DNAJBI™, HSPA2",
HSPA4L™", HSPAS™", CCTs™" CALR™M®,
\ HSPAS™. POIAY™S HSPD1™, HSPE1"
' Korpus HSPI0AAT™,
HSP90B1™,
mh, h
Pakiten spermatosit HSPAS™, PO
CLGN™, DNAJB1™,
HSPA2™", HSPD1™, @
HSPSOAATMD, Koyu cisimler
Spermatagonium HSPOOB1™ HSPA4L™, HSPD1™, HSPE1™,
HSPA2" HSPD1™™,  HSPAS™", PDIA3" HSP90B1"
HSPBOAAT™",
HSPY0B1", HSPA4"

Sekil 16. Spermatogenez ve post-testikiiler sperm olgunlasmast sirasinda saperon ekspresyonu. Bu molekiiler
saperonlarin birgogu, erkek gametin farklilagsmasinda ve fonksiyonel olgunlasmasinda, hiicre
dongiisiiniin ilerlemesinde, sinaptonemal kompleks olusumu dahil sinyal yollarinin kontroliinde,
post testikiiler sperm olgunlagmasi sonrasi meydana gelen kompleks biyokimyasal ve biyofiziksel
modifikasyonlarda ve kapasitasyonda rol alir. Kisaltmalar: m, fare; h, insan; r, sican; b, sigir; p,

domuz; o, koyun; e, at (Dun ve ark., 2012)
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2.3.2. HSPAZ2
HSP70 ailesin bir iiyesi olan insan HSPA2 geni (faredeki HSP70-2) baslangicta

testis spesifik olarak tanimlanmistir (Allen ve ark., 1988; Maekawa ve ark., 1989). Ancak
yapilan g¢alismalarda testisin yani sira adrenal bez, brons ve kolon gibi dokularda da
HSPA2 proteini tespit edilmistir (Bonnycastle ve ark., 1994).

Bu proteinin tiretimi 1s1 soku ile indiiklenmediginden erkek tiremesinde énemli rolii
oldugu diisiiniilmiis, zamanla HSPA2’nin ¢esitli somatik dokularda ve bazi kanser
hiicrelerinde de ifade edildigi bildirilmistir (Zhang ve ark., 2013). HSPA2 nakavt erkek
farelerde spermatogenezin G2/M hiicre dongiisii safhasinda tutuklu kalarak M safhasina
ilerleyemedigi gozlemlenmis ve Cdk1/Siklin B kompleksinin olugmasi icin HSPA2’nin
mutlak gerekli oldugu dogrulanmustir (Sekil 17) (Zhu ve ark., 1997).

) ) SEKONDER
SPERMATAGOMIA PRIMER SPERMATOSIT SPERMATOSIT
. o=
PROFAZ | METAFAZ |
HUCRE
ponGUsU [ 68 | G, | M,

Cdc2

=
HSP70-2
Siklin B1

Sekil 17. Pakiten spermatositlerde Cdc2 (yesil)-siklin B1(mor) kompleks olusumunda HSP70-2 nin (kirmiz1)

rolii. In vitro calismalar, HSP70-2'nin Cdc2'ye yonelik bir saperon oldugunu ve etkilesimlerinin
Cdc2'nin siklin B1 ile bir kompleks olusturmak i¢in uygun bir konformasyon almasi i¢in gerekli
oldugunu gostermektedir. Bu kompleks, spermatogenezde mayoz I fazin sonunda G2-M gegisi igin
gereklidir (Eddy, 1999)

Spermatogenez sirasinda HSP70-2’nin mayotik fazlarda gerceklesen kromozom
yogunlagmasi, homolog kromozom eslesmesi ve sinoptonemal kompleks (SC) olusumunda

islevler istlendigi bilinmektedir (Mori ve ark., 1997).
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HSP70-2’nin roliinii belirlemek amaciyla yapilan bir ¢alismada bu gen nakavt
edilmis ve farelerin postmayotik hiicrelerden yoksun oldugu goriilmiis ancak endokrin
fonksiyonlar etkilenmedigi icin seminal vezikiilde ve cinsiyet Ozelliklerinde bir degisim
gbzlenmemistir (Dix ve ark., 1996).

HSPA2 ayni zamanda sperm DNA paketleme proteinleri (TP-1, TP-2) ile
iliskilendirilmis ve mayoz sonrasi genomun yeniden yapilanmasinda gorevli oldugu
saptanmistir (Govin ve ark., 2006). Yapilan analizler HSPA2 nakavt farelerdeki mayoz
basarisizliginin sperm apoptozunda dramatik bir sekilde artigla sonug¢landigini
gostermektedir (Allen ve ark., 1988; Mori ve ark., 1997).

Oligospermik ve normozospermik hastalarda HSPA2 gen ekspresyonunun
karsilastirildigit  bir calismada HSPA2'min RT-PCR analizi, kontrollere kiyasla
oligoteratozoospermik erkeklerin testikiiler dokusunda daha diisiik ekspresyon seviyeleri
gostermistir (Cedenho ve ark., 2006).

Testikiiler doku disinda infertil erkeklerin farkli alt gruplarinda da HSPA2
ekspresyonu incelenmis, idiyopatik oligozoospermik erkeklerin (I0) ve varikoselli
oligozoospermik (VO) erkeklerin ejakiilat spermatozoasinda kontrollere gore ¢ok daha
diisiik diizeyde (10: %50, VO: %33) HSPA2 gen ekspresyonu oldugu gdsterilmistir (Lima
ve ark., 2006).

Yapilan tiim bu ¢alismalar, HSPA2 ekspresyonu ile erkek infertilitesi patogenezinin

birbiriyle yakin iliskili oldugunu gostermektedir.

2.4. Endoplazmik Retikulum Stresi

Endoplazmik retikulum (ER); salgi islevinden ve hiicre yiizey proteinlerinin
sentezinden sorumlu olan ayni zamanda sentezlenen bu proteinlerin katlanmasinda,
modifikasyonunda ve belirli yerlere tasinmasinda gdrev alan spesifik bir organeldir. Buna
ek olarak, ER Onemli bir hiicre i¢i kalsiyum deposudur ve steroidler ile kolesteroliin
biyosentezinden sorumludur (Guzel ve ark., 2017). ER’ye gelen yeni sentezlenen
proteinler N-bagl glikolizasyon, disiilfid bag olusumu ve hidroksilasyon gibi post-
translasyonel modifikasyona ugramaktadir (Braakman ve Bulleid, 2011).

Fonksiyonel acidan aktif proteinlerin tiretimi i¢in ER’ye 6zgii spesifik saperonlar
proteinlerin dogru yapida katlanmasimi kolaylastirmaktadir. Hiicrede dogru katlanmay:
desteklemek i¢in, ER’de GRP78, GRP94, kalretikulin, kalneksin ve protein disiilfid
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izomeraz (PDI) gibi molekiiler saperonlar bulunur (Lee, 2005; Luo ve Lee, 2013). Bu
siire¢ boyunca katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinlerin asiri miktarda birikmesi
homeostazin bozulmasina yol acarak hiicrede bir stres olusturmaktadir (Guzel ve ark.,
2017). Bu stresin nedenleri arasinda viral enfeksiyonlar, enerji veya besin yoklugu,
hipoksi, oksidatif stres, ortam sicakligi, kalsiyum homeostazinin bozulmasi, salgi
proteinlerinin mutasyonlari, anormal kolesterol seviyesi, redoks veya glikozilasyon
durumundaki degisiklikler gosterilmektedir (Boyce ve Yuan, 2006). Bu stres ortaminin
ortadan kaldirilmasi ve homeostazin yeniden saglanmasi i¢in kusurlu olan proteinler
yikima ugratilarak bir yanit olusturulur ve bu duruma katlanmamis protein yaniti1 (UPR)
ad1 verilir (Cornejo ve ark., 2013).

UPR’nin aktivasyonu PERK, ATF6 ve IRE1 olarak adlandirilan ti¢ farkli ER stres
sensoril tarafindan diizenlenmektedir. Aktivasyon sonucunda translasyonun durdurulmast,
protein sentez yiikiiniin azaltilmasi, ER’de katlanmamig proteinlerin birikiminin 6nlenmesi
ve ER saperonlarin1 kodlayan genlerin translasyonunun artirilmasi gibi gesitli hiicresel
cevaplar olusturulur. Dogru sekilde katlanamayan proteinler, proteazom-aracili ER'ye bagh
protein yikimi (ERAD) yoluyla ortadan kaldirilir (Doroudgar ve Glembotski, 2013).

Hiicrelerin ER stresine uyum saglamalar: i¢in kullandiklar1 koruyucu mekanizma
glikozla diizenlenen protein (GRP) ailesi iiyelerinin aktivasyonuyla saglanir. GRP
fonksiyonunun arastirilmas1 ve ER stresiyle diger hastaliklarin iligkisinin aydinlatilmasi
yeni terapotik yaklasimlarin olugmasinda kilit rol oynamaktadir. GRP genleri kalsiyum
depolarin1 etkileyen veya glikolizasyonu inhibe eden faktoérlerle indiiklenebilmektedir
(Lee, 2001).

GRP78, sentezlenmekte olan polipeptitlerle kompleks olusturarak ER ig¢inde
katlanmalarin1 ve modifikasyonu yonetmektedir. GRP78 seviyeleri hiicre i¢inde nispeten
diisiik seviyelerde tutulur ve ER’de kalsiyum homeostazini etkileyen stresler altinda
onemli dlgiide artis gostermektedir. Stres kosullar altinda, yanlis katlanan proteinler ER'de
birikmeye basladigi anda GRP78 uyarilir ve proteinlerin bir araya toplanmasi 6nlenerek
yanlis katlanan proteinlerin yikimi kolaylastirilmaktadir (Lee, 2005).

GRP78, ER stres sensorleri olan PERK, IRE1 ve ATF6’1n aktif olmayan formlarina
bagli sekilde bulunmakta ve ER stresi durumunda GRP78 serbest birakilarak bu

sensorlerin aktivasyonuna neden olmaktadir (Oakes ve Papa, 2015). Boylelikle gerekli
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sinyal kaskadi hem hiicre sagkalimint hem de apoptozu yonetmektedir (Szegezdi ve ark.,
2006). Reseptorlerin aktivasyonu sirayla gergeklesir. Ilk olarak PERK daha sonra ATF6
aktive olur, IRE1 ise en son aktive olur.

Aktive olmus PERK, okaryotik baslangi¢c faktorii 2a'y1 (elF2a) fosforile ederek
genel protein sentezini bloke eder. Bu fosforilasyon ATF4'in translasyonunu saglar. Bir
transkripsiyon faktorii olan ATF4, niikleusa hareket eder ve ER homeostazini diizenlemek
i¢cin gereken genlerin transkripsiyonunu indiikler.

ATF6 ise, ER’den Golgi aparatina tasindiktan sonra proteoliz ile aktive edilir. Aktif
ATF6 ayn1 zamanda bir transkripsiyon faktoriidiir ve bir baska transkripsiyon faktorii olan
X kutusuna baglanan protein 1 (XBP1) ekspresyonunu diizenler. Aktif formunu elde etmek
icin, XBP1 mRNA’s1, IREI tarafindan gerceklestirilen mRNA splicing mekanizmasina
tabi tutulur. Splice edilmis XBP1 proteini (sXBP1), niikleusa giderek protein yikiminda
yer alan genlerin yam sira, saperonlarin ve PERK-inhibitorii P58'™¥'nin transkripsiyonunu
kontrol eder (Sekil 18) (Lin ve ark ., 2008).

olF2
& PERK
[
ER ® —_—> Nucleus
'c‘_so PERK
) Translational
s ?—:ng:fn:—’ > Qene » +Genes for amino acid
a oxprostion transport and synthesis
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y * Redox reactions
(g * CHOP
) S cleaved cleaved
a8 3 » (ATFR > Gene >
3' ‘4— 3@ \‘ > > @ presson > " XQB\:‘:«M
240 C +CHOP
$XBP1 & Gene >
mRNA —_— sXBP1 » [sXBP1 oxpression » Chapef'mos
'Genes for
,; " protein degradation
;,h IRE1 - P5gPK
af IREY)
0
XBP1 «
mRNA

Sekil 18. Katlanmamuig protein yanit1 (UPR) (Szegezdi ve ark., 2006)
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Gectigimiz son on yil i¢ginde, yanlis katlanmis proteinlerin birikiminin bir takim
norodejeneratif, immiin ve endokrin patolojilere neden oldugu ve dolayisiyla artan yasla
birlikte diger hastaliklarin olusumuna da Kkatkida bulundugu ortaya c¢ikmistir. Bu
hastaliklarin disinda giinlimiizde yapilan ¢alismalar, yanlis katlanmis proteinlerin fertilite

bozukluklarina da sebep olabilecegi ihtimaline odaklanmaya baslamistir.

2.5.Glukozla Diizenlenen Protein 78 kDa (GRP78)
Ilk olarak 1970'lerin ortalarinda, Rous sarkom viriisii ile fibroblastlarin

transformasyonunun bir dizi genin sentezlenmesine neden oldugu ve bu genlerin glukoz
yoksunlugu tizerine eksprese edildigi bulunmus (Pouyssegur ve ark., 1977), bu nedenle de
bu gen iriinleri glukozla diizenlenen proteinler (GRP'ler) olarak adlandirilmistir (Lee ve
ark., 1983).

GRP78, (BiP veya HSPADS), yiiksek oranda korunmus (Ni ve Lee, 2007) kalsiyuma
duyarli bir HSP70 ailesi iiyesidir (Sekil 19) (Quinones ve ark., 2008) ve tiim hiicre
tiplerinde belirli oranda bulunurken esasen tiroid ve pankreas adaciklari gibi salgi
hiicrelerinde tiretimi daha yiiksek seviyededir (Daugaard ve ark., 2007).

GRP78 geni; 9. Kromozomun (9q34) distal ucunda bulunmaktadir. Bu gen 4576 bp
ve sekiz ekzon igerir (Ting ve Lee, 1988). Bununla birlikte TATA kutusu i¢eren oldukca
aktif bir promotor ile (Yoshida ve ark., 1998) ER stres yanit elemaninin (ERSE)
tekrarlayan birimleri olan ¢oklu CCAAT dizileri ve transkripsiyon faktorii Spl icin iki
potansiyel baglanma bolgesi icerir (Lee, 2001). Insan GRP78 promotorii ayrica GRP78'in,
UPR ile iliskili dizilerden bagimsiz olarak etki gdsteren korunmus bir c-Myb baglanma

yerine sahiptir (Ramsay ve ark., 2005).
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Sekil 19. GRP78'in kristalografik 3 boyutlu monomerik yapis1 (Avila ve ark., 2013)

Protein, ATPaz aktivitesinden sorumlu olan 44 kDa agirligindaki N-terminal
ucunda 20-25 aminoasitlik sinyal peptid dizisi, 20 kDa olan C-terminalinde ise KDEL
sekansi (Lys-Asp-Glu-Leu) dahil olmak iizere toplam 654 aminoasit igerir. Ayni zamanda,
bilinmeyen bir fonksiyona sahip, olduk¢a sarmal ve degisken bir 10 kDa agirliginda
COOH-terminal kuyrugu igerir (Chevalier ve ark., 2000). N-terminal niikleotit baglama
alan1 (NBD), C-terminal peptid substrat baglama alanina esnek bir baglayici ile birlestirilir
(Sekil 20) (Wisniewska ve ark., 2010). GRP78, C-terminal tutma sinyali olan KDEL
nedeniyle esas olarak periniikleer ER'de bulunur (Zhang ve Zhang, 2010).
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NBD

SBD

alfa-heliks lid domain

Beta- sandvi¢ domain

ATP alam ADP alam

(PDB: 5€84) (PDB: 5EVZ, SE8S)
25 408 419
“ SRR
] [ >
Sinyal peptid Linker KDEL

Sekil 20. GRP78'in Yapisi. Diger HSP70 izoformlarinda oldugu gibi GRP78, niikleotid baglama bolgesinden
(NBD) ve substrat baglama bolgesinden (SBD) olusur. Ayrica NBD'nin dort alt alan1 (IA, 1B, IIA,
11B) ve SBD'nin beta-sandvig¢ ve alfa heliksel alt alan1 da belirtilmistir. Hem ATP’ye bagli durumu
(PDB: 5E84) hem de ADP’ye bagli durumu (PDB: 5EVZ, SE85) gosterilmektedir (Yang ve ark.,
2017)

Insan GRP78’i, proteinlerin katlanmasinda, ER’de Kkalsiyum metabolizmasinda,
hiicresel savunma mekanizmasinda ve hiicrelerin anti-apoptotik yanitinda gérev alan ¢ok
fonksiyonlu bir saperondur (Corsi ve Schekman, 1996; Quinones ve ark., 2008). Saperon
islevi disinda hiicre ylizeyinde bulunan GRP78; mitojenez ve hiicresel proliferasyonun yani
sira virlis reaksiyonlarinda da reseptor gorevi gormektedir. Ayrica alfa-2-makroglobulin
proteini i¢in bir zar reseptoriidiir (Delpino ve Castelli, 2002; Misra ve ark., 2002; Misra ve
ark., 2004).

1990’larin basinda elektron mikroskopisiyle yapilan calismalarda sican ekzokrin
pankreatik hiicrelerde ER proteini olan GRP78, GRP94 ve PDI’'nin, ER’den diger hiicre i¢i
bolgelere tagindigi gosterilmistir. Bu proteinlerin trans golgi agina, sekretuar graniillere,
mitokondriye, niikleusa, plazma membranina hatta ekstraseliiler bosluga salindig1 tespit
edilmistir (Sekil 21) (Takemoto ve ark., 1992).

Hiicre yiizeyini hedefleyen GRP78, ilk olarak hipoksi veya glukoz aglig1 gibi stres

kosullarinda kanser hiicrelerinde gozlenmistir (Ni ve ark., 2011).
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Ilerleyen zamanlarda ¢ogalan endotel hiicrelerinin ve monositik hiicrelerin hiicre
yiizeyinde eksprese edildigi bulunmustur (Bhattacharjee ve ark., 2005). GRP78, bu
hiicrelerin yiizeyindeki ana histouyumluluk kompleksi (MHC) smif I ile iliskilidir ve MHC
simif I ifadesi i¢in gereklidir (Triantafilou ve ark., 2001).

Ni ve ark. GRP78va olarak adlandirilan bir sitozolik GRP78 formu tanimlanmis ve
16semi hastalarinda kontrollere gore daha yiiksek oranda eksprese edildigini gostermistir.
GRP78va’nin, alternatif splicing modeliyle {iretildigi, bu nedenle bu gen tarafindan
kodlanan proteinin, ER sinyal peptidinden yoksun olup ER'yi hedefleyemedigi
disiiniilmistir. GRP78va, GRP78'in ER formuna kiyasla hiicrede diisiik oranda
bulunurken, sitoprotektif o6zellikler sergiler ve sitosolden UPR sinyalini diizenleme
potansiyeline sahiptir (Ni ve ark., 2009).

Tiim bunlarin disinda proteinin mitokondri (Sun ve ark., 2006) ve ¢ekirdekte
bulunan formlar1 da tespit edilmistir (Takano ve ark., 2001). Cin Hamster Over (CHO)
hiicrelerinde asir1 eksprese edilmis GRP78 hem ER hem de ¢ekirdekte lokalize
bulunmustur (Morris ve ark., 1997).

b ] SITOPLAZMIK
MITOKONDRIYAL GRP78 SALGILANAN
GRP78 GRP78

\ e ER \\_C

NUKLEAR
GRP78

ER GRP78

Sekil 21. GRP78’in hiicrede bulundugu bolgeler. Stresli olmayan hiicrelerde genellikle GRP78 ER
liimeninde bulunur (N, ¢ekirdek; C, sitoplazma; M, mitokondri) (Ni ve ark., 2011)
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ER homeostazinin bozulmasina karsi olusan UPR mekanizmasi gerekli durumlarda
apoptozun baglamasini igerir. Genel olarak GRP’ler apoptoz baskilayicidir ve GRP78,
kaspaz-7 ile kompleks olusturarak hiicreleri uyarilan apoptozdan korumaktadir (Rao ve
ark., 2002; Reddy ve ark., 2003). Son zamanlarda yapilan g¢alismalarda ER'nin dis
yiizeyinde bulunan GRP78 ile pro-apoptotik protein BIK ve anti-apoptotik protein BCL-2
arasinda fonksiyonel bir iligskinin oldugunu gostermistir (Fu ve ark., 2007; Zhou ve ark.,
2011).

Bununla birlikte mitokondri ile iligkili GRP78, RAF1'e baglanabilmekte ve bu
etkilesim mitokondriyal gecirgenligin korunmasinda gorev alarak ER-stres kaynakli
apoptoza karsi koruyuculuk saglamaktadir (Shu ve ark., 2008).

GRP78'in anti-apoptotik fonksiyonlarin1 desteklemek igin yapilan g¢alismalarda,
GRP78'in nakavt edilmesinin gesitli dokularda kaspaz aktivasyonuna ve doku atrofisine
yol actig1 gosterilmistir (Wang ve ark., 2010; Wey ve ark., 2012a).

Meme, prostat ve losemik kanser modellerinde GRP78'in heterozigoz veya
homozigot nakavtlar1 timor apoptozunu arttirmis ve timor ilerlemesini engellemistir
(Dong ve ark., 2008; Fu ve ark., 2008; Wey ve ark., 2012b).

Yapilan caligmalarda GRP78 proteininin artmis ekspresyonu, prostat, mide, kolon
(Li ve ark., 2016), akciger, yumurtalik ve meme kanserinde tedaviye koti yanit ile
iliskilendirilmistir (Ma ve ark., 2014). Multiple myeloma hastalardan elde edilen kemik
iligi 6rneklerinin plazmasinda sandvi¢ ELISA metoduyla GRP78 seviyelerine bakilmus,
ozellikle GRP78’in hiicre ylizeyine translokasyon yaparak hiicre sagkalimi, proliferasyon,
metastaz ve anjiyogenezi yonettigi gosterilmistir (Steiner ve ark., 2017).

Apoptozun modiile edilmesinin yani sira GRP78, ER yapisal biitlinliigiiniin
korunmasina katki saglayarak otofajide de rol oynar ve Ostrojene direngli gogiis kanseri
hiicrelerinde mTOR sinyalinin modiilasyonunu saglar (Cook ve ark., 2012).

Erkek iireme sisteminde GRP78’in testis, epididim ve spermde bulundugu
bilinmektedir. GRP78 nakavt si¢anlarin embriyonik doneminde 3,5 giin sonra oliim
gozlenmistir (Luo ve ark., 2006). Ayni zamanda insanlarda yapilan baska bir ¢alismada ise
GRP78 saperonunun yumurtalik epitel hiicre yilizeyinde eksprese edilip spermatazoa ile
etkileserek kapasitasyon reaksiyonu ve fertilizasyonda o©nemli bir rol {istlendigi

bildirilmistir (Marin-Briggiler ve ark., 2010).

42



Literatiirde GRP78 ve erkek infertilitesi ile ilgili ¢ok az sayida ¢aligma mevcuttur
ve bu caligmalar genelde spermatozoadaki GRP78 ekspresyonu iizerine yogunlasmistir.
Varikoselli oligozoospermik erkeklerin sperm protein profillerinin 2D-PAGE ve kiitle
spektrometresi yontemleriyle incelendigi bir c¢alismada, GRP78 protein miktarinin
hastalarda kontrollere gore yaklasik %25 daha diisiik oldugu saptanmistir (Hosseinifar ve
ark., 2013).

Ayni1 proteomik analiz yaklasim kullanilarak yapilan bir diger calismada, idiyopatik
astenozoospermik hastalarin sperm hiicrelerindeki GRP78 proteininin kontrollere gore ¢ok
daha diisiik seviyede oldugu gosterilmistir (Shen ve ark., 2013). GRP78 miktarinin diginda
fosforilasyon statiisiiniin de astenozoospermik erkeklerde diisiik oldugunun gosterilmesi,
bu protein aktivitesi ve ER stres yanit1 ile sperm motilitesi ve erkek infertilitesi arasinda
yakin bir iligki olabilecegine isaret etmektedir (Lobo ve ark., 2015). Insandaki tiim seminal
plazma proteinlerinin kiitle spektrometre yontemi kullanilarak arastirildig: biiyiikk olgekli
bir ¢alismada, GRP78 tiim 1s1 soku proteinleri ailesinde seminal plazmada en ¢ok bulunan
saperonlardan biri olarak tespit edilmistir (Pilch ve Mann, 2006). Ancak GRP78’in seminal
plazmada hangi islevi gordiigii, infertil erkeklerde seviyesinde bir degisim olup olmadig:
heniiz bilinmemektedir. Bu tez c¢alismasi ile literatiirde ilk kez OAT sendromlu infertil
erkeklerin seminal plazmasinda ekstraselliiller GRP78 diizeyinin ve bunun gesitli semen

parametreleriyle olan iligkisinin arastirilmasi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL-METOT

3.1. Materyal
Bu calisma, Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu izni

(B.30.2.0DM.0.20.08/1259-1308) ile gerceklestirilmistir (EK 3).

3.1.1. Hastalarin Se¢imi
Yapilan tez ¢aligmasna Ondokuz Mayis Universitesi Hastanesi Uroloji

Poliklinigine bagvuran idiyopatik infertilite tanis1 alan oligoastenoteratozoospermik (OAT)
erkekler dahil edildi. OAT tanisi, iiroloji kliniginde yer alan androloji laboratuvarinda
yapilan semen analiziyle konuldu. Literatir esas alinarak yapilan gii¢ analizi
hesaplamasina gore (%95 gliven ve %99,5 test giicli), calismaya yaslar1 20-50 arasinda
degisen 20 hasta ve 20 saglikli (kontrol grubu) erkek dahil edildi. Kontrol grubuna son 2
yilda dogal yolla ¢cocuk sahibi olmus fertil bireyler katildi. Calismaya katilan her goniilliiye
caliyma hakkinda bilgi verilerek etik kurul tarafindan da onaylanan “’Goniillii Olur
Formu’’ imzalatildi (EK 1 ve Ek 2). Muayene ve yapilan testler sonucunda genetik
bozukluklar, hormonal bozukluklar, varikosel, kriptorsidizm, lokositospermi ve diger
tirogenital enfeksiyonlar, obstriiktif bozukluklar, testikiiler kanser, kanser kemoterapisi

Oykiisii ve testikiiler travma teshisi konan hastalar ¢alisma dis1 birakildi.

3.1.2. Orneklerin Hazirlanmasi
Yapilan arastirma i¢in hastalardan ve kontrollerden 3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi

steril semen toplama kaplarina ejakiilatlar toplanarak semen analizi yapildi. Analizden
hemen sonra toplama kabindaki drnekler dnceden etiketlenen 15 mL tiiplere aktarildi ve
3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Seminal plazmay1 iceren siipernatant kismi
alikotlanarak 1,5 mL tiiplere aktarildi. Pellet ve siipernatant tiipleri deney asamasina kadar
-80°C’de saklandi.

3.1.3. ELISA Kitinin Ozellikleri
Bu ¢alisma i¢in temin edilen ELISA kiti [Elabscience, A.B.D. (E-EL-H5586)],

insanda caligilan 6rneklerde GRP78 konsantrasyonunun serum, plazma ve diger biyolojik
stvilardaki in vitro kantitatif tayininde kullanilmaktadir. Bu kit endojen ve bazi
rekombinant GRP78 tiirlerini tanimakla birlikte, hassasiyeti 0.38 ng / mL, algilama aralig
ise 0,63-40 ng / mL’dir. Kitte kullanilan yéntem sandvig-ELISA metodudur.
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Bu kitte saglanan mikro ELISA plakasi, insan GRP78'e 6zgii bir antikor ile 6nceden
kaplanmistir. Standartlar ve o6rnekler uygun mikro ELISA plakasi kuyularina eklenir ve
inkiibe edilerek iglerindeki GRP78 proteinin antikora baglanmasi1 saglanir. Daha sonra
GRP78’e spesifik biyotinlenmis tespit (ikincil) antikoru ve avidin-yabanturpu peroksidazi
(HRP) konjugati her bir mikroplakaya eklenerek inkiibe edilir. Inkiibasyondan sonra,
serbest bilesenler yikanir. Bunu takiben substrat reaktifi olan TMB (3,3 ', 5,5
tetrametilbenzidin) her bir kuyuya eklenir. TMB normalde indirgenmis formda bulunur ve
reaksiyona girmeden Once renksizdir. Ancak TMB, HRP ve hidrojen peroksit (H202)
varhiginda oksitlenerek rengi maviye doner. Baslangigta sadece insan GRP7S,
biyotinlenmis tespit antikoru ve avidin-HRP konjiigati iceren kuyular mavi renkte goriiniir.
Reaksiyon sonucu oksitlenmis TMB konsantrasyonu ¢ozelti i¢inde c¢okelmeye neden
olacak kadar yiiksek seviyelere gelir. Bu sebeple dogru oOlgiim yapilmasi ve renk
gelisiminin stabilize edilmesi i¢in reaksiyona durdurma soliisyonu eklenerek reaksiyon
sonlandirilir (Sekil 22). Giiglii (mineral) asitler, peroksidaz enzimatik aktivitesini inhibe
etmek i¢in durdurma reaktifi olarak kullanilir. Son asamada asidik durdurma soliisyonu
olan siilfirik asit (0.1 M, H2S04) eklenerek sar1 renk olusumu gozlenir (Sekil 22).

Optik yogunluk (OD), 450 nm dalga boyunda spektrofotometre ile Slgiiliir. OD
degeri, insan GRP78 konsantrasyonuyla orantiidir ve Orneklerdeki GRP78

konsantrasyonu, numunelerin OD'si standart egri ile karsilastirarak hesaplanir.

SANDVIC ELISA YONTEMI

w 2] © o 15

TMB

Substrat Eenk veren iirin

Biyotinlenmis Avidin-HRP
tespit antiltoru ® - 'ﬂ
Antijen
(GRF78)
GRFP78'e dzgil
antikor

Sekil 22. GRP78 ELISA kiti reaksiyon agsamalarinin sematik gosterimi (E-EL-H5586°den uyarlanmistir)
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3.1.4. Kullanilan Diger Materyaller
Mikropipet (Finnpipette, Thermo Fisher)

Santrifiij tiipleri (1,5 mL ve 2 mL)

Santrifiij tiipleri (15 mL ve 50 mL)

Tek kullanimlik pipet uglar

Deiyonize su

Emici kagit

37°C inkiibator (Dedeoglu)

Santrifiij cihaz1 (Sanyo, MSE)

Vorteks (Velp, ZX3)

Otoklav (Niive, OT-4060)

Mikroplaka spektrofotometre cihazi (Thermo Fisher, Multiskan Go)

V V V V V V V V V VYV V

3.2. Metot

3.2.1. Optimizasyon Calismalari

Proje ile temin edilen insan GRP78 ELISA Kkitinden bir tanesi her ELISA deneyi
oncesi yapilmasi gereken optimizasyon c¢alismasi igin kullanildi. Uygun diliisyon
katsayilarina ulasmak ve seminal plazmadaki protein konsantrasyonunu dogru hesaplamak
icin iki kez optimizasyon denemesi yapildi. Optimizasyon ¢alismasi igin analize
baslamadan 6nce -80°C’ye kaldirilan 6rnekler oda 1sisinda 15 dk. bekletilerek ¢ozdiiriildii.
Reaktifler deney oncesinde kitte belirtilen sekilde uygun konsantrasyonlara getirildi.

Yikama Soliisyonu Hazirlanmasi: Yikama islemleri ig¢in konsantre 25X yikama
tamponu 1X olacak sekilde seyreltildi.

Biyotin Tespit Antikoru Cahsma Soliisyonu Hazirlanmasi: Stok konsantrasyonu
100X olan Biyotinlenmis Tespit Antikoru son konsantrasyon 1X olacak sekilde seyreltildi.

Avidin-HRP Konjugat Calisma Soliisyonu Hazirlanmasi: Stok konsantrasyonu
100X olan Avidin-HRP konjugat son konsantrasyon 1X olacak sekilde seyreltildi.

Referans Standardin Hazirlanmasi: Standart egri olusturmak igin Kitte bulunan
referans standart (40 ng/mL) hesaplanan miktarda diliient kullanilarak sirasiyla 20, 10, 5,
2.5, 1.25, 0.63 ng/mL ve kor (blank) olacak sekilde seyreltildi.
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150 ! 150&‘ 150 150 150% 150%
REFERANS

STANDART

k S3BOEE
a
i &

150uL 150pL. 150l 150pL 150uL

40ngfmL 20ng/mL  10ng/mL Sng/mL  2,5ng/mL 1,25ng/mL 0,63ng/mL  Ong/mlL

Sekil 23. Referans standardin ticari Kitte belirtilen sekilde yapilan diliisyon basamaklari

Orneklerin  Hazirlanmasi:  Hem kontrol hem de hastalardan sperm
konsantrasyonu yiiksek ve diisiik iki 6rnek (OK7, OK17 ve OAT7, OATS) secilip
optimizasyon calismasi igin seri diliisyonlarla seyreltme yapildi. ilk optimizasyonda
standart ¢alisma soliisyonu hazirlamak igin seri diliisyonda 1X, 10X, 50X, 100X, 500X,
1000X, 5000X, 10000X katlar kullanilirken (Sekil 23), ikinci optimizasyon deneyinde
birinci optimizasyondan elde edilen bilgiler 1s1ginda ise 1X, 2X ve 4X Katlar kullanild:

(Sekil 24).

15uL 40 pl 80ulL SOuL 100uL SOoutL 100ul
. = Ve Ve W W WV W |
l?rnek 135ul 160uL 80uL 200uL 100uL 200uL IQEHL

S00X 1000X S5000X 10000X

Sekil 24. Birinci optimizasyon i¢in drneklerin 1X’den 10000X’e kadar olan diliisyon basamaklar1 (eklenen

ornek ve diliient miktarlar1 belirtilmistir)
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100pL 75uL

250uL ~
100uL 75nL
ORNEK 1X 4X

Sekil 25. ikinci optimizasyon igin érneklerin 1X,2X ve 4X diliisyon basamaklar1 (eklenen drnek ve diliient

miktarlar1 belirtilmistir)

3.2.2. ELISA Yontemi Ile GRP78 Konsantrasyon Tayini
Optimizasyon c¢alismalarina istinaden uygun diliisyon katsayisi belirlenerek 20

kontrol grubu ve sperm konsantrasyonu 5x10%mL’ nin iizerinde olan 20 OAT grubu olmak
tizere toplam 40 ornek i¢in iki kez 6l¢iim yapildi. Farkli 6rnekler igin 1X, 2X ve 4X katlar
kullanilarak seyreltme yapildi. Sonugta duplike calisilan Grneklerin ortalamasi alinarak
hesaplamalar yapildi.

Yikama Soliisyonu Hazirlanmasi: Toplam 48 kuyucuk i¢in her yikamada 300 pL
kullanilacagindan ve yikama islemi toplam 4 kez yapilacagindan 57,6 mL distile suya, 2,4
mL konsantre (25X) yikama tamponu eklenerek 1X olacak sekilde seyreltme yapildi.

Biyotin Tespit Antikoru ve Avidin-HRP Konjugat Cahsma Soliisyonu
Hazirlanmasi: Her iki reaktif i¢cin ayr1 ayr1 4950 pL diliient i¢ine stok konsantrasyonlari
100X olan reaktiflerden 50uL konularak son konsantrasyon 1X olacak sekilde seyreltme
yapildi.

Referans Standardin Hazirlanmasi: Kullanilacak diliient yapilan hesaplamalar
sonucunda 3mL (1 mL standart ig¢in, 2 mL kullanilacak 6rnekler igin) olarak belirlendi.
Optimizasyon ¢aligmasinda oldugu gibi standart egri olusturmak i¢in kitte bulunan referans
standart (40ng/mL) 1 mL diliient kullanilarak sirasiyla 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.63 ng/mL ve
kor (blank) olacak sekilde seyreltildi.
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Orneklerin Hazirlanmasi: Hem kontrol hem de hasta grubu igin gerekli miktarda
ornek igerisine diliient eklenerek ornekler optimizasyonlar sonucu elde edilen bilgilere

gore 1X,2X ve 4X seyreltilerek hazirlandi.

Deney Protokolii

1. Hazirlanan tim tiiplerden 100’er uL alinarak 96-kuyulu ELISA mikro plakanin
kuyularina konuldu. Ilk siituna farkli konsantrasyonlarda standart c¢alisma
soliisyonu, kalan siitunlara 6rnekler eklendi. Plaka kapatici ile 6rnekler kapatilarak
37°C’de 1,5 saat inkiibe edildi.

2. Kuyulardaki sivi uzaklastirildiktan sonra biyotinlenmis anti-GRP78 antikoru iceren
soliisyondan 100’er puL kuyulara eklendi ve plaka 1 saat daha 37°C’de inkiibe
edildi.

3. Bu asamadan sonra sivilar aspire edilerek 300 pL yikama tamponuyla iki kez
yikandi.

4. Yikamalarin ardindan Avidin-HRP konjugatt 100 pL olacak sekilde kuyulara
konuldu ve 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

5. Inkiibasyon sonrasi sivilar tekrar aspire edildi ve yikama islemi her seferinde
kuyulara 300 puL konularak iki kez tekrarlandi.

6. Yikama isleminin ardindan her kuyuya 90 pL substrat reaktifi eklendi ve mikro
plaka karanlik olmasi i¢in folyo ile kapatilarak 20 dakika boyunca 37°C’de inkiibe
edildi.

7. Ardindan her kuyuya 50uL durdurma soliisyonu eklenerek tiim kuyularda sar1 renk
degisimi gozlendi.

8. Son olarak mikroplaka, spektrofotometre cihazinda okunarak 450 nm’de OD

(optical density) degerleri elde edildi.

ELISA metoduyla referans standardin absorbans degerleri esas alinarak standart egri
grafikleri olusturuldu. Bu grafikler yardimiyla hasta ve kontrollerin seminal plazmasindaki
GRP78 protein konsantrasyonlar1 belirlendi. Cikan sonuglar istatistiksel anlamliliklart

acisindan degerlendirildi.
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3.3.3. Istatistiksel Degerlendirme
Sonuglar SPSS programinda (Version.22) analiz edildi. Gruplara ait verilerin

normal dagilima uyup uymadigi Shapiro-Wilk testi ile incelendi. Gruplarin varyanslarinin
homojen olup olmadigi ise Levene testi ile incelendi. Homojen oldugu kabul edilen gruplar
i¢cin bagimsiz iki 6rneklem t testi uygulandi. Farkli gruplarin parametrelerini karsilastirmak
icin Mann-Whitney U testi ve Spearman’s Korelasyon analizi kullanildi. 0,05’den kiigiik p
degerleri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Semen Analizi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Hastalarin yas ortalamasi, semen hacmi, sperm konsantrasyonu, total sperm sayis,

sperm motilitesi ve sperm morfolojisi degerleri idiyopatik infertil bireyler ile kontroller

arasinda Karsilastirildi. Spermiyogram testi protokoliine uygun olarak gergeklestirilen

analizler sonucunda fertil ve infertil bireylerden elde edilen demografik oOzellikler ve

laboratuvar sonuglar1 Tablo 6 ve Tablo 7°de gosterilmektedir.

Tablo 6. Kontrol gruplarinin demografik ve laboratuvar bulgular1 (OK: Kontrol grubu, Kons: Konsantrasyon,
TSS: Total Sperm Sayisi, PM: Progresif Motilite)

Kod Yas Hacim Kons. TSS Motilite PM Morfoloji
(mL) (x10%/mL)  (x106) % % %

OK1 26 2,5 32 80 55 50 4
OK2 26 2 40 80 55 50 6
OK3 25 2 21 42 45 40 8
OK4 28 4 45 180 58 53 6
OK5 31 2,5 30 75 55 50 6
OK®6 39 3 52 156 55 50 5
OK7 28 2 90 180 56 51 6
OK8 25 2 40 80 65 60 8
OK9 26 4 16 64 45 40 6
OK10 39 2 32 64 55 50 8
OK11 25 3 52 156 61 56 10
OK12 28 2,5 32 80 57 52 6
OK13 40 2 32 64 45 40 5
OK14 37 3 30 90 55 50 6
OK15 26 3 27 81 65 60 7
OK16 24 3 42 126 55 50 6
OK17 25 2 21 42 41 36 6
OK18 27 2 23 46 41 36 8
OK19 33 4 18 72 61 56 8
OK20 35 2 25 50 50 45 8

Tablo 7. Idiyopatik infertil erkeklerin demografik ve laboratuvar bulgular1 (O: OAT bireyler, Kons:

Konsantrasyon, TSS: Total Sperm Sayisi, PM: Progresif Motilite)

o1



Kod Yas Hacim Kons TSS Motilite PM Morfoloji

(mL) (x10%mL)  (x10%) % % %
05 37 2 6 80 30 25 1
06 32 2 10 20 15 10 1
08 32 4 8 32 25 20 1
09 29 4 5 20 25 20 3
011 30 2 12 24 4 2 3
013 22 4 7 28 20 15 3
015 31 3 8 24 30 25 2
016 35 2 10 20 30 20 1
018 42 3 11 33 10 5 2
020 31 4 5 20 15 10 2
021 18 2 6 12 30 25 3
022 33 2 9 18 15 10 2
023 27 2 5 10 20 15 3
024 48 3 12 36 17 12 2
025 24 3 12 36 15 10 1
026 27 3 8 24 10 5 1
027 37 3 8 24 10 5 3
028 26 4 6 24 13 8 1
029 32 2 8 16 10 5 2
030 38 2 10 20 10 5 2

Calismaya katilan hastalardan aliman semen hacmi 2-4 ml arasindaydi. Ayrica
sperm konsantrasyonu 5 milyon/mL’nin altinda olan hastalar siddetli OAT olarak
tanimlandigindan ¢aligmaya dahil edilmedi.

Kontrol ve hastalara ait semen analizi degerlerinin ortalamalari, standart sapmalari,
minimum ve maksimum degerleri ve istatistiksel anlamlilik (p degerleri) Tablo 8’de

verilmistir.
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Tablo 8. Calismaya dahil edilen kontrol (K) ve hastalara (OAT) ait semen analizi degerlerinin istatistiksel
analizi (*p<0,05)

Parametreler

Kontrol (OK) (n=20) (Ort+SD) OAT (n=20) (Ort+SD) p

Yas 29,65+5,45 31,55+6,92 0,265
(24-40) (18-48)

Hacim (mL) 2,6310,72 2,80+0,83 0,602
(2-4) (2-4)

Konsantrasyon 35416,60 8,30+2,39 0,000*

(ImL'deki Sperm Sayist) (16-90) (5-12)

Total Sperm Sayist 90,40+44,37 22,65+7,53 0,000*

(Voliim x Konsantrasyon) (42-180) (10-36)

Motilite (A+B) 53,75+7,15 17,7048,14 0,000*
(41-65) (4-30)

Morfoloji (%) 6,65+1,42 1,95+0,83 0,000*
(4-10) (1-3)

Ort: ortalama, SD: standart sapma

Gruplarin yas ortalamasi ve ortalama semen hacmi istatistiksel olarak birbirinden
farkli degildi (p=0,265 ve p=0,602). Buna karsilik konsantrasyon, total sperm sayisi,
motilite ve morfoloji seviyeleri i¢in kontrol grubu ve OAT grubu arasinda beklendigi iizere
anlaml farklar bulundu (p<0,05) (Tablo 8).

Kontrol ve OAT grubu analiz tablosuna ait verilerde anlamli farklilik olan
parametreler i¢in ¢izilen grafikler asagida verilmistir. Tim grafiklerde analiz edilen

degerlerin ortalamasi kutu igi ¢izgi ile belirtilmistir.
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Sekil 26. Kontrol grubunun sperm konsantrasyonlari ortalamast 35+16,60 ve OAT grubunun ortalamasi

(8,30+2,39)
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Sekil 27. Kontrol grubunun progresif motilite yiizdesi ortalamast 53,75+ 7,15ve OAT grubunun ortalamasi
(17,70+8,14)
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Sekil 28. Kontrol grubunun mofoloji ylizdesi ortalamasi (6,65+1,42) ve OAT grubunun ortalamasi

(1,95+0,83)
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Sekil 29. Kontrol grubunun total sperm sayisi ortalamasi (90,40+44,37) ve OAT grubunun ortalamasi
(22,65+7,53)
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4.2. Optimizasyon Sonugclari

Sekil 30. Optimizasyon deneyinde 96 kuyulu insan GRP78 ELISA mikroplakasinin kuyulara stop soliisyonu

konulduktan sonraki goriintiisii (STD siitunu: Standart egri i¢in 40-0,63 ng/mL arasi rekombinant

GRP78 diliisyonlari, diger siitunlar: kontrol ve hasta 6rneklerinin 1-10000X arasi seri diliisyonlari

Tablo 9. Blank ¢ikarilarak 450 nm’de standard egri, hasta ve kontrol seri diliisyonlar1 igin elde edilen OD

degerler
GRP78 Kat Diliisyon Kontrol-Hasta Optimizasyon (OD450)

ng/mL 0D450 OK7 OK17 OAT7 OAT8

40 3.012 1x 2.179 1.218 2.338 2.348

20 2.673 10x 0.3127 0.1693 0.5705 0.4118

10 1.888 50x 0.06620 0.07080 0.1982 0.1793

5 0.9402 100x 0.07400 0.09960 0.1195 0.1246

2,50 0.4772 500x 0.03470 0.05620 0.04010 0.1219
1,25 0.2753 1000x 0.02870 0.05960 0.03150 0.07170
0,63 0.1290 5000x 0.02480 0.02230 0.004300 0.02950
0 (blank) 0 10000x 0.02150 0.02670 -0,002700 0.009100
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Elde edilen OD450 degerlere gore standart rekombinant GRP78 proteini igin
standart egri ¢izildi (Sekil 31).

3.50
3.00

2.50

2.00

0D450

1,50 y = 0.1863x+0.02

R*=0.9996

1.00
0.50

0.00
0 10 20 30 40 50

GRP78 konsantrasyonu (ng/mL)

Sekil 31. GRP78 proteini i¢in seri diliisyonlarla elde edilen standart egri

Bu egride kitin GRP78 konsantrasyonu i¢in lineer yanit araliginin 0.63 ng/mL ile
10 ng/mL arasinda oldugu saptandi1 (R*= 0,9996) (kirmiz1 ¢izgi, Sekil 31). Son iki deger
olan 20 ve 40 ng/mL’de egrinin platoya ulastig1 goriildii. Yaptigimiz bu optimizasyon
deneyinde kontrol ve hasta seri diliisyonlar1 icin elde edilen OD450 degerleri
incelendiginde, 10 kat iistii diliisyonlarin kullandigimiz bu kit i¢in seminal plazma GRP78
konsantrasyonunu 6l¢mede anlamsiz olacaga karar verildi. Bir sonraki optimizasyon
deneyinde hasta ve kontrol 6rnekleri igin 1X-10X aras1 seri diliisyon yapilmasina karar

verildi.
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Sekil 32. Ikinci optimizasyonda GRP78 ELISA mikroplakasinin kuyulara stop soliisyonu konulduktan

sonraki goriintiisii (STD siitunu: Standart egri i¢in 40-0,63 ng/mL arasi rekombinant GRP78

diliisyonlari, diger siitunlar: kontrol ve hasta 6rneklerinin 1X,2X ve 4X diliisyonlar1

Tablo 10. Blank ¢ikarilarak 450 nm’de standard egri, hasta ve kontrol seri diliisyonlar1 i¢in elde edilen OD

degerler
GRP78 Kat Diliisyon Kontrol-Hastalar Optimizasyon (OD450)

ng/mL 0OD450 OK7 OK17 OAT7 OAT8
40 3,323 1x 2,141 0,8445 1,821 2,002
20 2,398 2X 1,453 0,616 1,343 1,104
10 1,57 4x 0,5927 0,229 1,2 1,073

5 0,8771

2,50 0,5336

1,25 0,2967

0.63 0,1452

0(blank) 0
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Elde edilen OD450 degerlere gore standart rekombinant GRP78 proteini icin
standart egri ¢izildi (Sekil 33). Bu egride kitin GRP78 konsantrasyonu igin lineer yanit
araligmin 0.63 ng/mL ile 20 ng/mL arasinda oldugu goriildii (R?>= 0,9943) (kirmiz1 ¢izgi,
Sekil 33). Son deger olan 40 ng/mL’de egrinin platoya ulastigi goriildi. Yapilan

optimizasyon sonucu 2X diliisyonun ¢alismada kullanilmasina karar verildi.

y = 0,1483x + 0,1097
R®= 10,9943

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

GRP78 KOMNSANTRASYOMNU

Sekil 33. Ikinci optimizasyon calismasinda GRP78 proteini icin seri diliisyonlarla elde edilen standart egri

4.3. ELiSA Sonugclarimin Degerlendirilmesi
Optimizasyon ¢aligsmalarma istinaden belirlenen diliisyon katsayisina karar

verildikten sonra tiim 6rneklere iki farkli giinde okuma yapildi. Sandvi¢ ELISA yontemi ile
incelenen fertil ve infertil bireylere ait toplam 40 6rnekteki GRP78 tayini sonuglarinin
goriintiileri Sekil 34 ve Sekil 36°da gosterildi.

[lk siitunda standart egri icin 40-0,63 ng/mL aras1 rekombinant GRP78 diliisyonlar,
diger siitunlarda ise kontrol ve hasta 6rnekleri yer almaktadir (Tablo 11). A2 ve D4 arasi
kuyucuklar kontrol grubuna, E4 ve H8 arasi kuyucuklar ise OAT grubuna aittir. Tiim
ornekler i¢in 2X dillisyon yapild1 ve elde edilen absorbans degerleri Tablo 12’de verildi.
Bazi orneklerde 2X diliisyonun dogru sonug¢ vermeyecegi disiiniilerek bir sonraki

okumada bu 6rnekler i¢in farkl diliisyon katsayilar kullanilda.
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Tablo 11. Orneklerin ELISA plakas: iizerindeki siralamasi (A1-H1: Referans Standardin bulundugu siitun

ng/ml cinsinden verilmistir. K: Kontrol grubuna, OAT: Hasta grubuna ait 6rneklerin siralamasrt)

1 2 3 4 5 6
A 40 K1 K9 K17 OAT11 OAT23
B 20 K2 K10 K18 OAT13 OAT24
C 10 K3 K11 K19 OAT15 OAT25
D 5 K4 K12 K20 OAT16 OAT26
E 2,5 K5 K13 OAT5 OAT18 OAT27
F 1,25 K6 K14 OAT6 OAT20 OAT28
G 0,63 K7 K15 OATS8 OAT21 OAT29
H 0 K8 K16 OAT9 OAT22 OAT30
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Sekil 34. Tiim 6rneklerin ilk dlgiim ELISA testi sonucu goriintiisii (STD: referans standart siitunu)

Tablo 12. Birinci 6l¢im sonrast 450nm’de 6l¢iilen absorbans degerler (Al-H1: Referans Standart)

1 2 3 4 5 6

A 3,27 1,62 1,61 0,6757 1,639 3,538
B 2,735 1,147 0,6695 0,3386 0,244 2,747
C 1,927 0,3304 1,24 0,6109 1,902 0,5074
D 0,9024 0,5057 0,1985 0,8913 1,558 1,36

E 0,7683 2,137 1,267 2,057 0,7394 3,292
F 0,4814 0,8401 0,9875 1,863 1,533 1,888
G 0,155 1,281 0,2813 1,2 2,122 3,156
H BLANK-0 2,274 0,1795 0,1668 0,8 2,645
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Sekil 35. Birinci 6l¢iim sonras1t GRP78 proteini igin seri diliisyonlarla elde edilen standart egri

Tablo 13. Birinci 6l¢lim i¢in standart egri formiilii kullanilarak hesaplanan ham GRP78 konsantrasyonlar

(ng/mL)
1 2 3 4 5 6
A 40,00 10,27 10,20 3,25 10,41 24,54
B 20,00 6,75 3,20 0,74 0,03 18,66
C 10,00 0,68 7,44 2,76 12,37 1,99
D 5,00 1,98 0,00 4,85 9,81 8,34
E 2,50 14,12 7,65 13,52 3,72 22,71
F 1,25 4,47 5,57 12,08 9,63 12,27
G 0,63 7,75 0,31 7,15 14,01 21,70
H 0,00 15,14 0,00 0,00 4,17 17,90
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Birinci okuma sonuglarina istinaden, ikinci 6l¢iim igin bazi1 dérneklerde 1X (Kontrol
grubunda: C7, D8, G8, H8, B9, OAT grubunda: H9 ve B10) baz1 6rneklerde ise 4X (OAT
grubu: A12, B12, E12, G12 ve H12) diliisyon katlar1 kullanildi. Kalan 6rnekler 2X olacak
sekilde seyreltildi. Elde edilen absorbans degerleri Tablo 14’te verildi.

Sekil 36. Tiim 6rneklerin ikinci 6l¢tim ELISA testi sonucu goriintiisii (STD: referans standart siitunu)
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Tablo 14. Ikinci 6l¢iim sonras1 450 nm’de 6lciilen absorbans degerler (A7-H7: Referans Standart)

7 8 9 10 11 12
A 2,66 1,20 1,11 0,57 0,95 1,34
B 2,21 0,88 0,86 0,41 0,24 0,71
C 1,30 0,53 1,87 0,40 1,21 0,27
D 1,01 0,54 0,38 0,73 1,01 0,48
E 0,37 1,69 1,07 1,76 0,35 1,05
F 0,25 0,53 0,97 1,29 1,47 0,48
G 0,14 0,94 0,53 0,99 1,82 1,47
H BLANK-0 2,22 1,58 0,41 0,74 0,63
2,500
y= 0,120:8;‘;)(9; 8,71443
2,000 B =
1,500 /
1,000 /
0,500 /
0,000 ; : . : .
0 5 10 15 20 25

Sekil 37. Ikinci 6l¢iim sonucu GRP78 proteini igin seri diliisyonlarla elde edilen standart egri

64



Tablo 15. ikinci 6lgiim icin standart egri formiilii kullamlarak hesaplanan ham GRP78 konsantrasyonlar

(ng/mL)
7 8 9 10 11 12
A 40,00 9,69 8,91 3,90 7,46 10,99
B 20,00 6,76 6,59 2,49 0,87 5,25
C 10,00 3,56 15,93 2,36 9,86 1,18
D 5,00 3,61 2,13 5,37 7,99 3,06
E 2,50 14,24 8,53 14,89 1,91 8,37
F 1,15 3,54 7,61 10,53 12,27 3,05
G 0,63 7,34 3,51 7,83 15,47 12,26
H 0,00 19,17 13,24 2,46 5,51 4,44

Iki 6l¢iim icin de hesaplanan ham konsantrasyonlar her bir érnek igin belirlenen

diliisyon katsayisiyla carpilarak ger¢ek GRP78 konsantrasyonlar: elde edildi. Gruplarin

konsantrasyon sonuglarinin ortalamalar1 ve standart sapmalar1 Tablo 16 ve Tablo 17°de

verildi.
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Tablo 16. Kontrol grubunda her iki 6l¢iim sonucu hesaplanan ger¢gek GRP78 konsantrasyonlari (ng/mL),
ortalamalari ve standart sapmalari (K: Kontrol)

Kod 1. Olgiim 2. Olgiim Ortalama S. Sapma
K1 20,54 19,39 19,97 0,82
K2 13,51 13,52 13,51 0,01
K3 1,35 3,56 2,46 1,56
K4 3,96 7,21 5,59 2,30
K5 28,24 28,48 28,36 0,17
K6 8,94 7,07 8,01 1,32
K7 15,50 14,68 15,09 0,58
K8 30,28 38,33 34,31 5,70
K9 20,40 17,82 19,11 1,82
K10 6,40 13,17 9,79 4,79
K11 14,89 31,86 23,37 12,00
K12 0,00 2,13 1,07 151
K13 15,29 17,06 16,18 1,25
K14 11,13 15,23 13,18 2,89
K15 0,62 3,51 2,07 2,04
K16 0,00 13,24 6,62 9,36
K17 6,49 7,81 7,15 0,93
K18 1,48 2,49 1,98 0,72
K19 5,53 4,71 5,12 0,58
K20 9,70 10,73 10,22 0,73
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Tablo 17. OAT grubunda her iki 6l¢iim sonucu hesaplanan gercek GRP78 konsantrasyonlari (ng/mL),
ortalamalar1 ve standart sapmalar1 (OAT: Hasta)

Kod 1. Olgiim 2. Olgiim Ortalama S. Sapma
OAT1 27,05 29,77 28,41 1,93
OAT2 24,16 21,06 22,61 2,19
OAT3 14,29 15,65 14,97 0,96
OAT4 0,00 2,46 1,23 1,74
OAT5 20,83 14,91 17,87 4,18
OAT6 0,07 0,87 0,47 0,57
OAT7 24,74 19,72 22,23 3,55
OATS8 19,62 15,97 17,80 2,58
OAT9 7,44 3,82 5,63 2,56
OAT10 19,25 24,53 21,89 3,74
OAT11 28,01 30,94 29,48 2,07
OAT12 8,34 11,01 9,68 1,89
OAT13 49,09 43,97 46,53 3,61
OAT14 37,32 20,99 29,15 11,54
OAT15 3,99 2,36 3,17 1,15
OAT16 16,68 6,12 11,40 7,46
OAT17 45,43 33,49 39,46 8,44
OAT18 24,53 6,10 15,32 13,03
OAT19 43,40 49,03 46,22 3,98
OAT20 35,80 17,77 26,79 12,74
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Tablo 18. Gruplara gére konsantrasyon miktarimin Shapiro-Wilk normallik testi anlamlilik seviyeleri

Gruplar p (Shapiro-Wilk)
Kontrol grubu protein konsantrasyonu 0,123*

Hasta grubu protein konsantrasyonu 0,434*

*p>0,05

Tablo 19. Gruplara gore konsantrasyon seviyeleri 6zet istatistikleri ve bagimsiz 6rneklem t testi anlamlilik

seviyeleri
Konsantrasyon (ng/mL) p p
Ort. Min. | Maks. | SS (Levene) | (varyanslar
homojen)
Gruplar Kontrol grubu 12,16 1,07 34,31 9,21 0,121** 0,029*
GRP78
konsantrasyonu
OAT GRP78 20,52 0,47 46,53 13,63
konsantrasyonu

*p<0,05, **p>0,05

Hasta (OAT) gruplarinin kontrol gruplarma gore daha yiiksek protein
konsantrasyon seviyesine sahip olup olmadiklarini incelemek igin Oncelikle gruplara ait
olgiilerin normal dagilima uyup uymadigi Shapiro-Wilk testi ile incelendi ve Tablo 18’de
verildi. Her iki grubun da anlamlilik seviyeleri 0,05’ten biiyiik oldugu i¢in dlgiilerin normal
dagilima uydugu kabul edildi. Ardindan, gruplarin varyanslarinin homojen olup olmadigi
Levene testi ile incelendi ve p=0,121>0,05 oldugu i¢in gruplarin homojen oldugu kabul
edildi. Bu durumda homojen gruplar i¢in bagimsiz iki orneklem t testi uygulandi ve
anlamlilik seviyesi Tablo 19°da verildi. P=0,029<0,05 oldugu i¢in gruplarin ortalamalar1
arasinda anlaml fark oldugu tespit edildi.

GRP78 protein konsantrasyonu ortalamasi hasta grubunda 20,52+13,63 ng/mL ve
kontrol grubunda 12,16+9,21 ng/mL olarak saptandi (Tablo 19 ve Sekil 38). Bu veriler
hasta grubunun ortalama GRP78 konsantrasyon seviyesinin kontrol grubuna kiyasla

anlamli derecede yiiksek oldugunu gostermektedir.
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Sekil 38: Kontrol ve OAT hastalarinda seminal plazma GRP78 konsantrasyonlar1 (ng/mL) ve ortalama

degerleri

Kontrol ve OAT gruplarinda &lgiilen seminal plazma GRP78 konsantrasyonu ile
sperm parametreleri arasindaki korelasyonu incelemek i¢in Spearman korelasyon testi

kullanild1 ve analiz sonuglar1 Tablo 20 ve Tablo 21 ‘de verildi.

Tablo 20. Kontrol grubuna ait GRP78 protein miktarinin semen parametreleri ile arasindaki Spearman

korelasyon katsayilar1

Hacim | Total Motilite | Morfoloji | Konsantrasyon
Sperm
Sayisi
Kontrol Grubu | Korelasyon -0,104 | 0,156 0,068 -0,165 0,287
GRP78 Protein
Konsantrasyonu [p 0,664 | 0,512 0,776 0,487 0,219
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Tablo 20’de goriildiigii iizere kontrol grubu GRP78 konsantrasyonu ile semen

parametreleri arasinda anlamli bir korelasyon bulunmadi. (p>0,05).

Tablo 21. OAT grubuna ait GRP78 protein miktarinin semen parametreleri ile arasindaki Spearman

korelasyon katsayilari

Hacim | Total | Motilite | Morfoloji | Konsantrasyon
Sperm
Sayisi
OAT Grubu GRP78 | Korelasyon -0,541 | -0,508 | 0,007 0,191 -0,134
Protein Konsantrasyonu | katsayist
p 0,014* | 0,022* | 0,977 0,419 0,573

*p<0,05

OAT grubu seminal plazma GRP78 protein konsantrasyonu ve farkli semen
parametreleri ile arasindaki korelasyonlar incelendiginde, semen hacmi ve total sperm
sayist ile GRP78 arasinda anlamli negatif korelasyon bulundu (Tablo 21) (p<0,05).

Anlamli bulunan korelasyonlara ait grafikler Sekil 39 ve Sekil 40°da verildi.
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Sekil 39. OAT grubu GRP78 degerleri ile OAT grubu total sperm sayilari arasindaki korelasyon
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Sekil 40. OAT grubu GRP78 degerleri ile OAT grubu semen hacmi degerleri arasindaki korelasyon
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5.TARTISMA

Literatiirde erkek infertilitesi iizerine yapilan arastirmalar daha ¢ok testikiiler doku
ve sperm odakliyken, son yillarda seminal sivinin 6neminin anlasilmasiyla birlikte bu konu
hakkindaki ¢alismalar hiz kazanmistir. Bilindigi lizere seminal sivinin %90’1 prostat ve
seminal vezikiillerden, kalan kismi ise bulbouretral bezler (Cowper) ve epididimden
salinan salgilardan olusur (Rodriguez-Martinez ve ark., 2011). Ureme sistemi dokular
tarafindan tretilen ve ¢iftlesme sirasinda disilere aktarilan seminal s1v1 bir¢ok protein icerir
(SFP'ler). Bu proteinler disilerde ¢ok sayida fizyolojik ve davranigsal degisiklik meydana
getirir (Avila ve ark., 2011). Bu proteinlerin ejakiilattaki miktarlari her iki cinsiyetin iireme
basarisini etkilemektedir. Bu nedenle seminal plazma seviyesinde fertil erkeklerle infertil
erkekler arasinda degisim gosteren proteinler infertilite patogenezinin anlasilmasinda 6nem
arz etmeye baslamastir.

Insan seminal plazmasinda 4.000 kadar protein tanimlanmistir, ancak bu saymnin
10.000 civarinda oldugu diisiiniilmektedir (Gilany ve ark., 2014). Seminal plazma
proteinleri ile metabolitleri sperm hareketliligi, kapasitasyon, sperm hiicrelerinin
korunmasi, akrozom reaksiyonu, déllenme ve embriyonik gelisim dahil olmak iizere ¢esitli
tireme olaylarini diizenler. Spermin molekiiler bilesenleri ve onlar1 gevreleyen ortamlar da
erkek fertilitesini ciddi sekilde etkilemektedir (Kraus ve ark., 2005).

Bu proteinlerden biri olan stres veya 1s1 soku proteinleri hem prokaryotlarda hem de
Okaryotlarda mevcut olan en korunmus proteinlerdir (Schlesinger, 1990). Hiicredeki
ifadeleri ¢ok ¢esitli fizyolojik ve cevresel faktorlere cevap olarak ortaya ¢ikar. HSP'ler,
hiicrelerde normal biiylime kosulu altinda (toplam proteinin %5-10'u kadar) yapisal olarak
ifade edilen molekiiler saperonlar olarak gorev yapar. Bununla birlikte proteinlerin
katlanmasinda, proteinlerin hiicre i¢i tasinmasinda, yanlis katlanmis proteinlerin yeniden
katlanmasinda ve protein yikiminda esas rolii tistlenmektedir (Hendrick ve Hartl, 1993).

HSP'ler, hiicre i¢i veya hiicre dis1 konumlarina bagli olarak ikili bir igleve sahiptir.
Hiicre i¢i HSP'lerin koruyucu 6zelligi hiicrelerin 6liimciil sartlarda hayatta kalmalari
saglar (Schmitt ve ark., 2007). Sitozoldeki koruyucu rollerinin yani sira, HSP'lerin, hiicre
dis1 alanda veya plazma zar iizerinde bulundugunda bagisiklik sisteminin uyarilmasinda

kilit rol oynadigi ifade edilmistir. Bununla birlikte genel bir goriis olarak insanlarda
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serumdaki varliklari, bakteriyel ve viral enfeksiyonlar dahil olmak {izere inflamasyon ve
stres kosullariyla iliskilidir (Barreto ve ark., 2003).

HSP70'in hiicresel strese cevap olarak cesitli hiicrelerden salgilandigi gosterilmistir
(Broquet ve ark., 2003). HSP70 sekresyonu, kiiltiire glial hiicrelerde (Guzhova ve ark.,
2001), insan periferal kan mononiikleer hiicrelerinde (PBMC'ler) (Lancaster ve Febbraio,
2005), insan makrofajlarinda (Svensson ve ark., 2006), insan epitel hiicrelerinde ve timor
hiicrelerinde gosterilmistir (Mambula ve Calderwood, 2006). Bununla birlikte HSP27,
HSP60, HSP 90 ve HSP 110 gibi stres proteinleri (Davies ve ark., 2006) ayn1 zamanda
GRP-78,- 94 calreticulin gibi glikozla diizenlenen proteinlerin, cesitli durumlarda
hiicrelerden salindig1 ve bitisik hiicrelerle etkilesime girerek kan dolagimina katildigt
gosterilmistir (Robinson ve ark., 2005).

Bu proteinlerin hiicrelerden neden salindig1 ve islevlerinin tam olarak ne olduguyla
ilgili bir¢ok arastirma yapilmistir. Salgilanan HSP varligina iliskin ilk yayimn Tytell ve ark.
tarafindan yapilmig, kalamarin dev aksonunda glia-akson transfer proteini olarak islev
goren "1s1 soku benzeri bir protein" tizerinedir. HSP70, HSC70 ve HSP100'i iceren glia-
akson transfer proteinlerinin ortam sicakligindaki artigla beraber bitisik glial hiicrelerden
kalamarin aksonuna transfer edildiklerini bildirmislerdir (Tytell ve ark., 1986).

Bagimsiz olarak, Hightower ve Guidon, HSP70'in, klasik salgi yollarimin
inhibitorleri tarafindan engellenemeyen bir mekanizma ile hiicrelerden salindigini
gostermistir (Hightower ve Guidon, 1989).

Basu ve arkadagslar ise, doku nekrozundan sonra salindigi varsayilan hiicre disi
HSP70’in, bagisiklik sistemi reaksiyonlarini etkiledigini bildirmistir (Basu ve ark., 2000).

Benzer sekilde Asea ve Calderwood, rekombinant HSP70'in, hiicrede kalsiyum ve
sitokin salimimi seviyesindeki artiga neden olarak makrofajlar1 aktive edebilecegini
gostermistir (Asea ve ark., 2000). Bunlara ek olarak Glial hiicrelerin, komsu noronlara
koruma saglayan HSP70' saldigi bildirilmistir (Henderson ve Pockley, 2010, Zheng ve
ark., 2010).

Tim bunlarla birlikte hiicre dist HSP’nin, g¢esitli biyolojik sivilarda tespit
edilmesinin ardindan bazi1 klinik durumlarla iliskilendirilmistir. Bunlara ornek olarak,
cesitli hastalarin serumlarinda HSP iyelerinin varhigi gosterilmistir (Henderson ve
Pockley, 2012).
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Ornegin, dolasimdaki HSP70 (Zhu ve ark., 2003) ve HSP60 (Zhang ve ark., 2008)
seviyeleri koroner kalp hastalig1 i¢in bir risk faktorii olarak gosterilmistir. Benzer sekilde,
kardiyovaskiiler hastaliklara sahip bireylerin dolasiminda HSP60 tespit edilmistir (Pockley
ve ark., 2000). HSP60 ayni1 zamanda tip 2 diabetes mellituslu hastalarin tiikiiriik ve
serumlarinda gozlenmistir (Yuan ve ark., 2011).

Bu calismalara ek olarak kanser hiicrelerinin dolasiminda hiicre stresi proteinlerinin
varligi ve tiimor hacmine etkisi lizerine birgok ¢alisma bildirilmistir. Bu ¢alismalardan
birinde, karaciger kanserli hastalarda serum HSP70 seviyelerinin, karaciger hastalig
olmayan kontrol grubunda 6l¢iilenden anlamli derecede daha yiiksek oldugu gosterilmistir
(Gehrmann ve ark., 2014).

Dutta ve arkadaglar1 ise hem saglikli kontrollere hem de kronik pankreatitli
bireylere kiyasla, pankreas kanseri olan hastalarda serum HSP70 seviyelerinin anlamli
sekilde arttigini bildirmistir (Dutta ve ark., 2012).

Son arastirmalar, hiicre dist HSP70’in ¢ogunlukla 6lmekte olan hiicrelerden koken
aldigint gostermistir (Basu ve ark., 2000). Bunun disinda HSP70'in ayn1 zamanda canli
hiicrelerden de lipit sallar1 igeren bir mekanizma vasitasiyla aktif olarak salindig:
bildirilmistir. Sonug¢ olarak konvansiyonel olmayan bir Salgilanma isleminden dolayi
“’aktif>’ ve hiicre 6llimiine bagl *’pasif’’ olmak iizere iki farkli hiicre dis1 HSP70 kaynagi
oldugu diisiiniilmektedir (De Maio, 2011).

Ekstraselliiler HSP70’ler, serbest bir protein olarak bulunabildigi gibi ekzomlar
(Campanella ve ark., 2018) veya lizozomal endozomlar gibi lipit vezikiilleri ile birlikte de
bulunur (Mambula ve Calderwood, 2006). Ayni zamanda bu proteinlerin hiicre dig1 ortama
ulasmak igin plazma zarin1 ge¢meleri gerekir. Onceki varsayimlar gdz oniine alindiginda,
HSP70’lerin kendiliginden lipit katmanlarina yerlestirilebildigine dair 6nemli kanitlar
bulunmustur (Armijo ve ark., 2014). Yapilan calismalarda HSC70'in yapay lipit ¢ift
katmanlarina yerlestirildigini gostermistir (Arispe ve De Maio, 2000). Ek ¢alismalar hem
HSP70 hem de HSC70'in konsantrasyon-bagimli olarak fosfatidilserin (PS) lipozomlarla
etkilesime girdigini gostermistir (Arispe ve ark., 2002).

HSP'nin aktif salgilanmasi icin Onerilen diger mekanizmalar arasinda, proteinin
ATP baglayic1 kaset (ABC) tagima benzeri bir sistem araciligiyla lizozom liimenine yer

degistirdigi ve ayrica hiicrelerin endositik islem yoluyla salindig1 lizozom-endozom yolu
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bulunmaktadir (Mambula ve Calderwood, 2006). Bu yol ayrica, ER-Golgi yolundan
geemeden sitozolden hiicre disina hareket eden IL-1 salgilanmasi i¢in de Onerilmistir
(Andrei ve ark., 1999).

Hiicre dis1 vezikiiller (ekstraselliiler vezikiiller, EV’ler) lipit, protein ya da niikleik
asit igceren, heterojen, nano boyutlu, zarla sinirh yapilardir (Abels ve Breakefield, 2016).
Apoptoz sonrasi ortaya ¢ikan apoptotik cisimler (50-5000 nm), plazma zarindan doékiilen
mikropargaciklar (50-1000 nm) ve plazma zar ile fiizyonun ardindan hiicre dis1 bosluga
salinan eksozomlar (40-100 nm) hiicre dis1 vezikiillere ait olusumlardir. Eksozomlar,
endozomlarda ige dogru tomurcuklanma yoluyla intraliiminal vezikiiller olarak olusturulur.
Plazma zan ile fiizyonun ardindan, eksozomlar hiicre dis1 bosluga salinir (Kalra ve ark.,
2012).

EV'lerin birgok hiicre tipi tarafindan iiretildigi bildirilmistir. idrar, tiikiiriik, anne
stitii, kan plazmasi, sinoviyal sivi, nazal mukus, amniyotik sivi, semen, beyin omurilik
stvist ve safra hiicrelerinden izole edilmislerdir (Iraci ve ark., 2016). Bunun yaninda genel
olarak ¢ogu EV tipi koken aldiklar1 hiicre tiirline 6zgii proteinler igerir (Colombo ve ark.,
2014). Bunlara 6rnek olarak, hiicre adezyonu (integrin), antijen sunumu (MHC-I, MHC-
1), stres regiilasyonu (HSP70 ve HSP90), hiicre migrasyonu (aktinler, miyosin, tubulin),
transkripsiyon ve protein sentezini yoneten (histonlar, ribozomal proteinler, ubiquitin) gibi
birgok protein verilebilir (Klingeborn ve ark., 2017).

Diger viicut sivilarindaki EV'lere benzer sekilde, seminal plazma EV'leri
karakteristik bir protein, lipit ve RNA molekiilii kiimeleri igerir, ancak erkek tireme
sisteminin farkli organlar1 tarafindan salinan EV'lerin bilesiminde de farkliliklar vardir
(Utleg ve ark., 2003). Ayrica, ayn1 organ tarafindan farkli tipte EV'ler salinabilir (Poliakov
ve ark.,, 2009). Seminal sivida bulunan EV'ler dollenme islemine etki eder, sperm
hareketliligini, olgunlagsmay1 diizenler ve disi genital kanalindaki spermleri korur (Yanez-
Mo ve ark., 2015).

Memelilerin seminal plazmasi, epididim kanali ve erkek aksesuar bezlerinden
koken alan ¢ok sayida EV tipi igerir (Frenette ve ark., 2006; Zijlstra ve Stoorvogel, 2016).
llging bir sekilde seminal plazma, EV'lerin tammlandig: ilk biyolojik sivilardan biri olarak

kabul edilmistir. Bu EV'lerin prostattan salgilandigi disiintildiigii icin ilk olarak
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prostazomlar adi verilmis (Stegmayr ve Ronquist, 1982) ve prostasomlarin kapasitasyon ve
akrozom ekzositozunun diizenlenmesinde rol oynadig1 6ne siiriilmiistiir (Bailey, 2010).

GRP78 bir ER saperonudur ve yaygimn olarak ER stresi i¢in bir marker olarak
kullanilmaktadir. Konvansiyonel olarak GRP78 bir ER liimen proteini olmasina ragmen
hiicre ylizeyi, sitozol, mitokondri ve gekirdek dahil olmak iizere diger ¢esitli hiicresel
bolgelerde tespit edilmistir. Bunun yaninda hiicre sinyal mekanizmasi, proliferasyon,
invazyon, inflamasyon, bagisiklik reaksiyonlar1 ve apoptozu kontrol eden yeni
fonksiyonlar tstlendigine dair pek c¢ok kanit ortaya g¢ikmaktadir (Ni ve ark., 2011).
GRP78'in ER stresi ile indiiksiyonu, ER bdlmesinde GRP78'de bir artisa ve ayrica,
GRP78'in ER'den hiicre yiizeyine transloke edilmesine yol agar (Zhang ve ark., 2010).
Orada GRP78 hiicre yiizeyi sinyallesmesi i¢in yeni bir yardimer reseptér fonksiyonunu
istlenir. Bu nedenle, GRP78, UPR ve makrootofajiyi kontrol edebilir veya
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI13K) / AKT proliferasyon yolaklarini aktive edebilir (Casas,
2017).

Bortezomib’in  tiimér  anjiyojenezi  lizerindeki inhibe edici  etkilerinin
arastirilmasinda, birka¢ tiimor hiicre hattinin, tiimor mikro ortamina yiiksek miktarda
GRP78 salgiladigi kesfedilmistir. Bu c¢alismada, tiimor hiicrelerinde ER stresi altinda
GRP78'in indiiklenmesinin, GRP78'in salgilanmasina yol agtigi ve endotel hiicrelerinin
hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanarak, hiicre dist GRP78'in ERK ve AKT yollarin1 aktive
ettigi one stirtiilmiisttir (Kern ve ark., 2009).

Yapilan bir bagka ¢alismada PARP ile birlikte hiicre yiizeyinde bulunan GRP78'in,
PC3, HeLa ve H460 hiicrelerinde ekstrinsik apoptotik yolag: tetikleyerek, TNF ile iligkili
apoptoza yol agan ligand aktivasyonuna aracilik ederek bir pro- apoptotik fonksiyona sahip
oldugu gosterilmistir (Burikhanov ve ark., 2009).

Yapilan diger bir ¢alismada ise insan rabdomiyosarkom hiicrelerinde (TE671 ve
RD), thapsigarjine (ER’nin Ca-ATPaz’in gii¢lii bir inhibitorii, Tg) kronik olarak maruz
kalinmasi sonucu stres proteini GRP78’in asir1 indiiklendigi bulunmustur. Bu bulgular
genisletilerek proteinin hiicre yiizeyinde eksprese edilmesine ek olarak, Tg'nin indiikledigi
GRP78'in hiicre kiiltiirli ortamina salinabilecegi ve hiicre dis1, serbest GRP78'in dolasimda

mevcut olabilecegi bildirilmistir (Delpino ve Castelli, 2002).

76



Salgilama fonksiyonuna sahip dokular ya da hiicreler yiiksek protein iiretimi ve
salg1 yiikii gerektirdiginden, ER stresine cevap vermek icin daha dzellesmis bir yapiya
sahiptirler. Erkek aksesuar bezleri erkek fertilitesinde salgi islevinden sorumludur ve
tireme icin gerekli olan bircok seminal sivi proteinini (SFP'ler) salgilar. Yapilan bir
calismada erkek Drosophila aksesuar bezlerinde bazal seviyenin iizerinde bir asirt ER
stresinin normal lireme fonksiyonuna zarar verecegi ve infertiliteye neden olabilecegi
hipotezi ileri siiriilmiis ve bunu arastirmak i¢in sadece aksesuar bezlerde yanlis katlanmis
protein ifadesi arttirilarak veya UPR diizenleyicisi GRP78 nakavt edilerek incelemeler
yapilmistir. Sonug olarak, aksesuar bezlerde ER stresinde asir1 artis olmus ve buna bagl
olarak SPF iiretiminde biiyiik bir azalma veya tamamen kayip ile infertilite olusumu
gbzlenmistir. Ilging olarak, bu manipiilasyonlar sperm iiretimini, motilitesini ve transferini
etkilememesine ragmen, iki model yine de infertilite ile sonuglanmistir (Chow ve ark.,
2015).

GRP78, periovulatuar donemde kadinlarin yumurta sivilarinda da tespit edilmistir.
Bu proteinin insan yumurtalik epitel hiicrelerinden salgilandigi ve dollenme sirasinda
sperm-zona pellucida baglanmasini diizenleyebildigi bildirilmistir (Marin-Briggiler ve
ark., 2010).

Tiim bu bilgilerden yola ¢ikilarak literatiirde ilk kez bizim c¢aligmamizda seminal
plazmada bulunan GRP78 seviyesinde OAT sendromlu bireyler ile fertil bireyler arasinda
bir fark olup olmadigi arastirilmistir. ELISA bulgularimiz OAT grubunun GRP78
konsantrasyonunun kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugunu
gostermektedir (Sekil 33 ve Tablo 19). Bu durum seminal plazmada GRP78 salinmasinin
infertil ve fertil bireyler arasinda bir biyobelirteg olabilecegi fikrini destekler niteliktedir.

Yaymlanan bir makalede astenozoospermik (AZS) erkeklerde GRP78 gen
polimorfizmine bakilmis ve bunun yaninda GRP78 promotorii mutasyonlart ile serum
GRP78 diizeyi arasindaki iligski incelenmistir. Serumda bulunan GRP78 seviyesi ELISA
metodu kullanilarak degerlendirilmis ve sonu¢ olarak AZS hastalarinin serumundaki
GRP78 konsantrasyonu, kontrol grubundan anlamli derecede diisikk bulunmustur. Ancak
hasta-kontrol gruplarimiz ve serum yerine seminal plazmada GRP78 konsantrasyonu

incelememiz ag¢isindan bu ¢alisma ile farklilik géstermekteyiz (Qin ve ark., 2018).
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Yapilan bir diger ¢calismada ise GRP78’in kolon kanseri hiicrelerinden hiicre digina
eksozomlar vasitasiyla tasindigi gosterilmistir. Elde ettikleri sonuglara gore yazarlar, kolon
kanseri hiicreleri tarafindan gergeklestirilen GRP78 salgilanmasini asetilasyon durumuyla
iliskilendirmislerdir (Li ve ark., 2016). Son yillarda bu c¢alismalara benzer seckilde
mikropartikiiller ve eksozomlar gibi hiicresel yapilarin periferik kandaki ve farkli viicut
stvilarindaki varligimi gosteren sayisiz makale yayimnlanmasina ragmen, bu yapilarin
infertilite patogenezi tizerine olasi etkileri hakkindaki ¢alismalar oldukga yetersizdir.

Calismamizda OAT  sendromlu  hastalarda  seminal plazma  GRP78
konsantrasyonunu yliksek bulmamiz ilk olarak, GRP78’in seminal plazmaya olas1 bir asir1
ER stresi sonucu hiicre oOliimiine bagli olarak pasif sekilde tasinmis olabilecegini
diisindiirse de yukarida bahsedilen ¢alismalar goz oniine alindiginda hiicre 6liimiinden
bagimsiz farkli biyolojik siireglerde aktif olarak tasinabilecegi ihtimalinin de bulundugunu
gérmekteyiz. Infertilite 6zelinde GRP78’in seminal plazmaya aktif veya pasif tagmnim
mekanizmasi1 hakkinda daha ileri diizeyde fonksiyonel ¢alismalarin yapilmasina ihtiyag
vardir.OAT sendromu kapsaminda testikiiler doku veya seminal plazmaya sekresyonu olan
diger yapilarda ER stresinde bir artig goriiliip goriilmedigi ve bunun artmis apoptozla bir
iliskisinin olup olmadigi heniiz bilinmemektedir. Calismamizda infertil bireylerde dlgiilen
GRP78 konsantrasyonu ile semen hacmi ve total sperm sayisi arasinda anlamli negatif
korelasyon oldugu saptanmistir (Sekil 34, Sekil 35 ve Tablo 21). Kontrol ve hastalarda
semen hacminin birbirine ¢ok yakin olmasi ve total sperm sayisinin hastalarda kontrollere
gore yaklasik 4 kat az olmasi (Tablo 8), total sperm sayis1 ve GRP78 diizeyi arasinda
buldugumuz negatif korelasyonu daha da anlamli hale getirmistir. Bu durum; OAT
sendromlu hastalarda GRP78’in olas1 bir agir1 ER stresi sonucu indiiklenmis olabilecegini,
bunu takiben heniiz bilinmeyen yollarla seminal plazmaya tasinmis olabilecegini ve sonug
olarak artan sperm apoptozu ile sperm sayisinda diisiise yol agabilecegini
diisiindiirmektedir. Idiyopatik infertilite ve OAT sendromunda o6zellikle GRP78
ekspresyonunda artisa neden olabilecek sekilde bir ER stresinin varligi ve seminal
plazmaya GRP78 sekresyonunun kaynagi gelecekte yapilacak daha kapsamli ¢aligmalarla
ortaya konabilecektir. Bu yondeki arastirmalar OAT sendromu patogenezinin daha iyi
anlasilmasina ve ona uygun tedavi segeneklerinin gelistirilmesine biiylik katki

saglayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Giintimiizde erkek infertilitesinin nedenine dair birgok ¢alisma yapilmasina ragmen
hala infertilitenin nedenleri tam olarak agiklanamamustir. Yapilan bircok ¢alisma
infertilitede 1s1 soku proteinlerinin biiyilk gorev {istlendigini gostermektedir. Bu
proteinlerin ve etki mekanizmalarimin tam olarak anlasilmasinin erkek infertilitesinde
terapotik hedeflerin olugsmasinda kilit rol oynayabilecegi diistiniilmektedir.

Giiniimiizde HSP'lerin konvansiyonel hiicre igi islevlerinin disinda hiicre fizyolojisi
ve patolojisinde hiicre dis1 sinyal ligandlari olarak da 6nemli roller oynadigi bilinmektedir.
HSP'ler serbest formda salgilanmaya ek olarak eksozomlar olarak bilinen vezikiiler yapilar
iginde hiicrelerden salinabilir ve bu formda, hedef hiicrelerin dogasina bagl olarak gesitli
etkiler gosterebilir. Ancak HSP'lerin hiicre dist islevleri oldukga karmasiktir ve bir¢ok
hastaligin patogenezinde esas fonksiyonel mekanizma heniiz bilinmemektedir.

OAT sendromlu hastalarda seminal plazmada bulunan proteinlerin islevleri
hakkindaki bilgiler oldukga yetersizdir. Bu tez ¢aligmast ile literatiirde ilk kez, OAT tanisi
konulan infertil erkeklerin seminal plazmasinda bulunan 1s1 soku proteini GRP78
konsantrasyonu ve bunun g¢esitli semen parametreleriyle olan iligkisi incelenmistir.
Calismamizda OAT grubunda kontrol grubuna kiyasla yaklasik 1,7 kat yiiksek
konsantrasyonda GRP78 bulunmasi, bu proteinin infertilite i¢in bir biyobelirte¢ olarak
kullanilabilme potansiyeli tasidigin1 gostermektedir. Ayrica GRP78 konsantrasyonu ile
ozellikle total sperm sayisi arasinda buldugumuz anlamli negatif korelasyon dikkat
cekicidir. Ancak OAT sendromu kapsaminda bu proteinin seminal plazmaya nasil
tasindigi, seminal plazmaya sekresyonu olan ireme ile ilgili yapilarda bir ER stresi
aktivasyonunun olup olmadigi, bunun artmis sperm apoptozuyla iliskisi ve apoptotik
stirecin GRP78 sekresyonunu nasil etkiledigi hakkinda daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag
vardir. Gelecekte bu konuda yapilacak ¢aligmalarda OAT sendromu kapsaminda seminal
plazmaya salinan eksozomlarin karakterize edilmesi, apoptotik ve ER stresi belirte¢lerinin
olup olmadiklarinin belirlenmesi, immiin sistemle olasi etkilesimlerinin incelenmesi ve
GRP78’in bu olaylara tam olarak hangi asamalarda etki ettiginin ortaya c¢ikarilmasi
gerekmektedir. Bunlara ek olarak hem ornek sayisi artirilarak hem de sadece OAT
sendromlu degil diger anormal sperm parametrelerine sahip bireylerde de benzer
sonuglarin elde edilip edilemeyecegi gelecekte arastirilmasi gereken konular arasindadir.
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EKLER

Ek.1. Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formu Ornegi

HASTA BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI *

ARASTIRMANIN ADI (CALISMANIN ACIK ADI):

Idiyopatik erkek infertilitesi ile seminal plazma GRP78 protein diizeyi arasindaki

iliskinin arastirilmasi

Goniilliiniin Bas Harfleri << >>
Bir aragtirma ¢aligmasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize

karar vermeden Once arastirmanin neden yapildigini bilgilerinizin nasil kullanilacaginin
¢alismanin neleri igerdigini ve olasi yararlarini risklerini ve rahatsizlik verebilecek konular
anlamaniz 6nemlidir Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman ayiriniz ve
eger istiyorsaniz Ozel veya aile doktorunuzla konuyu degerlendiriniz. Eger bir baska

calismada da yer aliyorsaniz bu ¢alismada yer alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Caligmaya katilip katilmama karar1 tamamen size aittir. Eger ¢alismaya katilmaya
karar verirseniz imzalamaniz igin size bu Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu verilecektir.
Katilmaya karar verirseniz, ¢alismadan herhangi bir zamanda ayrilmakta 6zgiirsiiniiz. Bu
durum sizin aldiginiz tedavinin standardini etkilemeyecektir. Eger isterseniz, bu klinik
caligsmaya katiliminizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz bilgilendirilecektir. Ayrica
destekleyici firma c¢aligmayr sonlandirmaya karar verirse bu durumda da g¢alismadan

cikartilacaksiniz.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR?

Infertilite (dogal yolla cocuk sahibi olamama), ciftlerin en az bir yil korunmasiz ve
diizenli cinsel iliskiye girmelerine ragmen ¢ocuk sahibi olamamalar1 durumudur. Infertilite
tim nifusun yaklastk %15’inde goriilmektedir ve bunun yarisiin erkeklerden
kaynaklandig: bilinmektedir. Erkeklerde goriilen dogal yolla g¢ocuk sahibi olamama

durumu giintimiizde gelismis toplumlar basta olmak tizere tiim diinyada giderek artan bir
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sekilde goriilmeye baslayan giincel bir saglik sorunudur. Bu sorunun bir boliimiiniin
genetik, hormonel veya sperm ¢ikisi ile ilgili problemlerden kaynaklandigi bilinmektedir.
Tiim bu faktorlerin normal oldugu ancak yine de ¢ocuk sahibi olamama durumunun s6z
konusu oldugu vakalar nedeni bilinmeyen infertilite vakalar1 olarak adlandirilir.
Aragtirmanin konusu bu tiir nedeni bilinmeyen infertilite vakalarinda semende bulunan bir
proteinin (GRP78) seviyesindeki degisim iizerinedir. Bu proteinin sperm hiicresinde stres
artis1 sonucu hiicre oliimii ve dolayisiyla sperm sayisinda azalma ile iliskili olabilecegi
arastirmanin temel dayanak noktasidir. Bu arastirma ile ayrica farkli semen degiskenleri
(sperm sekli, hareketliligi vb) ile bu proteinin miktar: arasindaki iliskinin ortaya konmasi

amaclanmaktadir.

CALISMA iSLEMLERI:

Bu aragtirma igin sizin teshis ve tedavi amaciyla vermis oldugunuz semen
orneginizden sadece kii¢iik bir miktar alinacaktir. Bu drnekten sperm hiicreleriniz ve hiicre
tistiinde kalan semen s1viniz ayrilacak ve her ikisi de uygun kosullarda saklanacaktir. Daha
sonra semen sivinizda bulunan bir proteinin miktart o proteini taniyan antikorlar
araciligiyla oOlgiilecektir. Biitiin arastirma bu semen Ornegi iizerinde yapilacaktir ve size
tedavi i¢in uygulanacak islemler haricinde ek bir ilag uygulamasi veya caninizi acitacak

girisimsel herhangi bir uygulama yapilmayacaktir.

BENIM NE YAPMAM GEREKIiYOR?

Caligma doktorunuzun talimatlarina uymaya, randevu ve vizitelere katilmaya ve
yukarida anlatilan ¢aligmayla ilgili tim islemlere uymaya istekli olmalisiniz. Caligma
doktorunuzu ziyarete belirlenen giinlerde gelmelisiniz ve bir sonraki ziyaretiniz de,
ziyaretten ayrilmadan Once planlanmalidir. Yine ¢alismadan once veya galisma sirasinda
aldiginiz bagka herhangi bir tibbi tedaviyi de ¢alisma doktoruna sdylemeniz 6nemlidir.

Bu arastirmaya katilmak i¢in semen Orneginizden kiigiik bir miktar1 vermeniz yeterli

olacaktir.
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CALISMAYA KATILMAMIN NE GiBi OLASI YAN ETKIiLERI, RiSKLERIi VE
RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Bu aragtirma ic¢in basvurmus oldugunuz merkezde teshis i¢in vermis oldugunuz
semen Ornegi haricinde size herhangi bir uygulama yapilmayacagi i¢in bu ¢alismanin sizin
icin herhangi bir yan etkisi, agr1 olusturma veya sagliginiza zarar verme riski séz konusu

degildir.

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR?

Bu ¢alisma ile nedeni bilinmeyen dogal yolla ¢ocuk sahibi olamama ile ilgili olarak sperm
hiicresi kaybinda rol alan bir proteinin semende belirteg olarak kullanilip
kullanilamayacag: arastirilacaktir. Bu ¢alismaya katilarak hastaligin olus mekanizmasinda
bilinmeyen bir bilesenin ortaya ¢ikarilmasinda ve gelecekte bu taniy1 alan hastalar icin

tedavi gelistirilebilmesinde 6nemli bir katk1 saglamis olacaksiniz.

GONULLU KATILIM

Bu arastirmaya katilma kararimi tamamen goniillii olarak veriyorum. Bu ¢alismaya
katilmay1 reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi
kurumunda gorecegim bakim ve tedaviler etkilenmeksizin ve higbir sorumluluk almadan
ayrilabilecegimin bilincindeyim. Calismadan herhangi bir zamanda ayrilirsam, ayrilma
nedenlerimi, ayriligimin sonuglarini ve izleyen déonemde alacagim tedavileri doktorumla

tartisacagim.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIiYETIi NEDIiR?

Calisma doktoru ziyaretleri ve ¢aligmayla ilgili olan tiim laboratuar testleri ¢calisma
destekleyici tarafindan karsilanacak ve size veya bagli bulundugunuz 6zel sigorta veya
resmi sosyal giivenlik kurumuna 6detilmeyecektir. Herhangi bir yan etki veya fiziksel zarar
gelisirse hemen c¢alisma doktorunuzu gereken tibbi tedavinin uygulanabilmesi igin

bilgilendiriniz.
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KIiSISEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Bu formu imzalayarak doktorunuzun ve onun kadrosunun c¢aligsma igin sizin kisisel
bilgilerinizi (“Calisma Verileri”) toplamalarina ve kullanmalarina onay vermis olacaksiniz.
Bu durum dogum tarihiniz, cinsiyetiniz, etnik kokeniniz ayrica Calisma verilerinizin
kullanimu ile ilgili verdiginiz onayin herhangi bir belirlenmis birim tarihi yoktur, ancak
doktorunuzu haberdar ederek bu onaymizdan herhangi bir zamanda vazgecebilirsiniz.
Calisma destekleyicisi firma ile paylasilan ¢alisma verileri size 6zel bir numara olan bir
kod (“Kod”) numarasi kullanimiyla korunacaktir. Sizin ¢alisma verilerinize ulasmak i¢in
gerekli olan kod anahtar1 ¢alisma doktorunuzun denetimindedir. Diizenleyici otorite veya
diger denetim kurumlari tarafindan atanmus kisiler, doktorunuz tarafindan tutulan ¢alisma
verilerinizi inceleyebilirler. Doktorunuz g¢alisma verilerinizi ¢alisma igin kullanacaktir.
Doktorunuzun g¢alistigi kurum yiiriirliikkte olan veri koruma kanunlari ile uyumlu olarak
caligma verilerinizin yonetiminden sorumludurlar.

Calismanin sonuglart tibbi yayinlarda yaynlanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu
yayinlarda agiklanmayacaktir. Doktorunuzdan, toplanan ¢alisma verileriniz hakkinda bilgi
isteme hakkinda sahipsiniz. Aym1 zamanda bu verilerdeki herhangi bir hatanin
diizeltilmesini isteme hakkinda da sahipsiniz. Eger onayinizda vazgegerseniz, doktorunuz
calisma verilerinizi artik kullanamayacak ya da diger kisilerle paylasamayacaktir.

Bu formu imzalayarak, calisma verilerinizin bu formda tanimlandig1 sekilde kullanimina

onay vermekteyim.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KiSIiLER:
Yrd. Dog. Dr. M. Alper ARSLAN
0554 6821070

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR:

Calismaya katilmayr kabul etmemeniz durumunda veya herhangi bir nedenle
calismadan ¢ikmak istemeniz halinde ayrilabilirsiniz. Bu durumda tedavi kurumunda

goreceginiz bakim ve tedaviler etkilenmeyecek, herhangi bir aksama olmayacaktir.
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YENI BILGILER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKIiLEYEBILiR?

Calisma siirerken ortaya ¢ikmig olan biitlin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.

Calismaya Katilma Onavi

Bilgilendirilmis Goniilli Olur Formundaki tiim agiklamalari okudum. Bana,
yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim
zaman gerekceli veya gerekgesiz olarak arastirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul
ediyorum. Doktorum saklamam i¢in bu belgenin bir kopyasini ¢aligma sirasinda dikkat

edecegim noktalar1 da icerecek sekilde bana teslim etmistir.

Goniilliiniin Ad1 / Soyad1 / Imzas1 / Tarih

Aciklamalar1 Yapan Kisinin Ad1 / Soyadi / imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Ad1/ Soyad1 / Imzas1 / Tarih

Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1/ Soyadi / Imzas1 / Tarih

*Aciklamalar katihmcinin anlayabilecegi agikhikta ve teknik terimlerden uzak bir
sekilde belirtilmelidir.
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Ek.2: Gonulli Anket Formu

Hasta ve Kontrol Gruplari icin

Hastanin Adi, Soyadi:

Dosya No:

Hastanin Yas:

Hastanin Meslegi:

Adres:

Tel:

Annenin Memleketi:

Babanin Memleketi:

Infertilite Stiresi:

Sperm Sayist:

Sigara kullanip kullanmadig1

Alkol kullanip kullanmadigi

In vitro fertilizasyon deneme
sayi1s1
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Ek.3: Etik Kurul Karar1
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OZGECMIS

Adi Soyadi: Selin KAYA

Dogum Yeri: Samsun

Dogum Tarihi: 05.07.1991

Medeni Hali: Bekar

Bildigi Yabanci Diller: Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil): Lisans (istanbul Kiiltiir Universitesi, 2014)

Calistigr Kurum/Kurumlar ve Yil: -

E-posta: selin.kaya.77@hotmail.com
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