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OZET

IDIYOPATIK ERKEK INFERTILITESI iLE SEMINAL PLAZMA ISI SOKU
PROTEINI 27 (HSP27) DUZEYI ARASINDAKI ILISKININ ARASTIRILMASI

Amac: Calismamizda idiyopatik oligoastenoteratozoospermi (OAT) tanisi alan infertil
erkeklerde seminal plazma 1s1 sok proteini 27 (HSP27) diizeyi degisiminin ve farkli
semen parametreleri ile arasindaki iliskinin belirlenmesi amaglanmaistir.
Materyal ve Metod: Calismaya Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Uroloji Poliklinigi’nde idiyopatik infertilite tanis1 konulan yaslar1 20-50 arasinda degisen
OAT sendromlu erkek hastalar katildi. Gii¢ analizi hesaplamasina gore (%95 giiven ve
%99,5 test giicii), 20 saglikli (kontrol grubu) ve 20 hasta ¢aligmaya dahil edildi. Seminal
plazma orneklerinde spektrofotometrik sandvig ELISA yontemiyle iki grup i¢in seminal
plazma HSP27 protein konsantrasyonlar1 6l¢iildii. HSP27 diizeyi ile semen parametreleri
arasindaki korelasyonlar analiz edildi. Sonugclar istatistiksel olarak SPSS programinda
degerlendirildi.
Bulgular: Seminal plazmada 6lgiilen HSP27 konsantrasyonu ortalamasi, hasta grubunda
23,01£5,93 ng/ml, kontrol grubunda ise 28,47+8,47 ng/ml olarak 6l¢iildii. OAT grubunun
kontrol grubuna gore anlamli dl¢iide diisiik oldugu tespit edildi. (Mann Whitney U Testi,
p=0,013). HSP27 protein miktar1 ile semen parametreleri arasindaki iliskiler
incelendiginde, OAT grubunda HSP27 ile vitalite arasinda anlamli pozitif yonde orta
derecede bir korelasyon (r=0,537 p=0,015), kontrol grubunda ise HSP27 ile sperm
konsantrasyonu arasinda anlamli negatif yonde orta derecede bir korelasyon saptandi (r=-
0,525, p=0,018).
Sonug¢: Bu ¢alismayla literatiirde ilk kez, OAT tanis1 konulan infertil erkeklerin seminal
plazmasinda HSP27 konsantrasyonu ve bunun ¢esitli semen parametreleriyle olan iliskisi
incelenmistir. HSP27 protein konsantrasyonunun OAT grubunun kontrollere géreanlamli
derecede diisiik oldugu, OAT grubunda HSP27 ile vitalitenin anlamli pozitif korelasyonu
ve de kontrol grubunda HSP27 ile sperm konsantrasyonunun anlamli negatif korelasyonu
saptanmistir. Bulgularimiz ekstraselliiler HSP27°nin idiyopatik erkek infertilitesi
patogenezinde rolii olabilecegini gostermektedir.
Anahtar Kelimeler: Erkek infertilitesi; OAT; HSP27; 1s1 soku proteini; ELISA
Zelife KOCOGLU, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi- Samsun, Ocak-2020



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP BETWEEN IDIOPATHIC MALE
INFERTILITY AND SEMINAL PLASMA HEAT SHOCK PROTEIN 27 (HSP27)
LEVEL
Aim: This study is aimed to determine the seminal plasma heat shock protein 27(HSP27)

level of in infertile men diagnosed with idiopathic oligoasthenotratozoospermia (OAT)

and its relationship with different semen parameters.

Material 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 HSP27 protein concentrations in
semen samples were determined for both groups by using spectrophotometric sandwich
ELISA method. The correlations between HSP level and different semen parameters were
analyzed. The results were evaluated statistically by SPSS program.

Results: The mean concentration of HSP27 protein in the seminal plasma was found to
be 23.01+5.93 ng/ml in the patient group and 28.47+8.47ng/ml in the control group. OAT
syndrome was found significant lower than control groups (Mann Whitney U test,
p=0.013). When the relationship between the semen parameters of the OAT group and
HSP27 protein level was analyzed, there was significant in medium degree correlations
were found between HSP27 level and vitality (r=0.537 p=0.015) at OAT group in positive
direction. In the control group, there was a significant negative correlation between
HSP27 and sperm concentration (r=-0.525, p=0.018).

Conclusion: This study, for the first time in literature, investigates the concentration of
the HSP27 in the seminal plasma of infertile men diagnosed with OAT syndrome and its
relationship with various semen parameters. HSP27 protein concentration was
significantly lower in OAT group compared to controls, significant positive correlation
between HSP27 and vitality in OAT group and significant negative correlation between
HSP27 and sperm concentration in control group. Our findings suggest that extracellular
HSP27 may play a role in the pathogenesis of idiopathic male infertility.

Keywords: Male infertility; OAT; HSP27;heat shock protein; ELISA

Zelife KOCOGLU, Master Thesis
Ondokuz Mayis University- Samsun, January-2020
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TNF :  Timor Nektoz Faktorii

TRAIL . TNF lliskili Apoptoz Indiikleyici Ligand

TNFR :  Timor Nektoz Faktor Reseptorii

TRAIL :  TNF-related apoptosis-inducing ligand

WHO . Diinya Saglik Orgiitii

XIAP : X-bagli apoptozis protein inhibitorii (X-linked inhibitor of apoptosis
protein)

SERPINH1 : Serpin Family H Member 1
P38MAPK : p38 mitojenle aktiflestirilen protein kinaz
ERK . Hiicre dis1 sinyal diizenlenmis kinaz

PKC : Protein kinaz C

vii



ICINDEKILER TABLOSU

I € 1 21 £ TR 10
2. GENEL BILGILER .........ccccccooiiiiiiiiiiiiiiiesseses s 13
2.1, ErKeK INFErtiliteSi ...ovevvrivevireiisiieiiseiesese st 13
2.1.1  Epidemiyoloji V& etYOlOJi.....ccciieieiieiieiiieie e 13
2.1.2.  Oligoasthenoteratozoospermi (OAT) Sendromu..........ccccevveeverreeriesieennnns 17
2.1.3.  Erkek Infertilitesinde Genetik Nedenler ..............ccoevveverrirerererersneerennnnns 17
2.1.4.  Erkek Ureme SiStemi........ccceerrireverireriiireiisecresieeesssesesese e 18
2.1.5.  Erkek Genital Sisteminin Embriyolojik Geligimi...........ccocovriveiviiiiinennnns 24
2.1.6.  Sperm Olusumu ve FiZyOlOJiSi ....ccvviveiieiiniiiieiisiiesee e 25

2.2, APOPLOZ ...ttt 36
2.2.1.  Intrinsik/Mitokondriyal YolaK..........ccccoeereriverirreeiiscresieeesecee e 39
2.2.2.  EKStrinsSik YOlaK ........cccccooiiiiiiiiiiiiiii i, 40
2.2.3.  SPermatogenez Ve APOPLOZ ......c.ueviveeiiriiiiiieiiieessiieessiresssisesssressseeesnnas 45

2.3. Is1 Sok Proteinleri (Heat Shock Proteins) .........ccccocoveiiiiiiieiiiiiiene e 47
2.3.2.  Apoptoz, HSP27 ve Erkek Infertilitesinin Birlikte Degerlendirilmesi..... 60

3. MATERYAL-METOT ..o 64
3L MALEIYAL . s 64
3.1.1  Hastalarin SECIMI....ccuiiieriiieiie et 64
3.1.2.  Orneklerin HazZirlanmasl...........cccc.oveviveveiiiereeereieiseseseessssese e 64
3.1.3.  ELISA Kitinin OZelliKIETi.......covveverireiirireiircresieisisseiesse e 65
3.1.4.  Kullanilan Diger Materyaller............cccoviiiiiiiiiiiiniiiiec 65

3.2, MEIOt ..o 65
3.2.1. Istatistiksel Degerlendirime ...........ccccoevevririveriieereiieeeieieeeeee s 68

4, BULGULAR ..o 69
5. TARTISMAL. ... .ot bbbt 86

viii



SONUC VE ONERILER .........cocooiiiieeeee et 92

. KAYNAKLAR .. ccuuiitiiiieceiieeeeteeeriieeesteersaeersneesseesssesesssneesnnnes 86
EKLER.....cutittueitettieeetneeertneeereneersseersseeessseeessssesssneesssesessnsesssnnnns 103
OZ GECMIS...ouiiiiiiiiiieeieiteeeieeteerteereenereeserneesesseesessnesnessnns 109



1. GIRIS

Fertilite, erkek ve kadin tireme sistemlerinin anatomik ve fizyolojik olarak normal
calismasiyla isleyen fizyolojik bir siiregtir. Erkek veya kadinin, lireme sisteminde
herhangi bir sebeble bozulma ortaya c¢ikmasi fertiliteyi olumsuz yonde etkiler ve
infertiliteye yol acar (Ferlin ve ark. 2006). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) , infertiliteyi,
minimum bir y1l boyunca korunmasiz cinsel iliskiye ragmen ¢ocuk sahibi olunamamasi
olarak tamimlar. Infertilite vakalarinin yaklasik %50’si erkek kaynaklidir (Ferlin ve ark.,
2006). Genetik ¢aligmalar, mutasyon taramalari, hayvan modelleri ve son yillardaki temel
aragtirmalar, spermatogenez asamasindaki herhangi bir bozulma ve erkek infertilitesinin
genetik sebeplerinin yiiksek prevalansini (%10-15) gostermektedir. Erkek infertilitesinin
birden fazla sebebi vardir ve karmasik gen-gevre etkilesimlerinden kaynaklanmasi
nedeniyle belirlenmesi zor oldugu i¢in infertilitenin genetigi iizerine yapilan ¢aligmalar
oldukga karmasiktir (Leaver RB,2016).
Erkek infertilite vakalarinin %90’1 gibi biiyiik bir kisminda diisiik sperm sayisi, kotii
sperm Kkalitesi veya her ikisi birden mevcuttur. Anatomik sorunlar, hormonal
dengesizlikler ve genetik defektler diger nedenlerdendir. Genetik nedenlerin yani sira bir
erkegin genel saglik durumu, yasam tarzi se¢imi, sosyal durumu, is ortami gibi diger
etkenler de kisinin fertilitesi tizerinde yogun bir etki gostermektedir (Yang Y ve ark.,
2015). Endokrin hastaliklar, enfeksiyon ve inflamasyona bagli hastaliklar, varikosel,
Kriptorsidizm, travma, testikiiler timor, kistik fibroz ve obstriiktif bozukluklar infertilite
ile iligkili oldugu bilinen diger faktorlerdendir. Tiim bu faktorlerin disinda kalan vakalar
idiyopatik erkek infertilitesiolarak tanimlanmaktadir ve tiim infertilite vakalarinin
%31’ini olusturmaktadir (Jungwirth ve ark., 2012). Idiyopatik infertilite tanisi alan
erkeklerin yaklasik {igte biri idiyopatik azospermi, diger lige ikisi ise idiyopatik
oligoastenoteratozoospermi olarak siniflanmaktadir (Jungwirth ve ark., 2012). Tanida
semen analizi kullanilir ve bu analizde toplam sperm sayisi, konsantrasyonu, morfolojisi,
canliligi, motilitesi, vitalitesi ve semen pH’s1 gibi parametreler bir arada degerlendirilir.
Semende hi¢ sperm olmamasi durumu azoospermi, az sayida sperm bulunmasi durumu
oligozoospermi olarak tanimlanir. Sperm motilitesinin  disiik olmasi  durumu
astenozoospermi, morfolojik incelemede abnormal formlarda bulunan sperm sayisinin
yiiksek olmasi durumu ise teratozoospermi olarak adlandirilir. Ejakiilatinda sperm
bulunan infertil erkek hastalarda siklikla bu anomalilerin {igiine de ayn1 anda rastlanir ve

bu durum oligoastenoteratozoospermi (OAT) sendromu olarak tanimlanir. Diinya Saglik

10



Orgiitii (WHO)’niin acikladig: 2010 yil1 referans degerlere gdre, semen analizi sonucu
sperm konsantrasyonu 15 milyon/ml’nin, progresif motil sperm yiizdesi %32’nin ve
normal morfolojiye sahip sperm yilizdesi %4’in altinda olan hastalar OAT olarak
tanimlanir (Cooper ve ark., 2010).

Apoptoz, spermatogenezde, embriyogenezin sonuna dogru en uygun germ/Sertoli
hiicresi oranin1 diizenlerken, yetiskin yasamda da ¢esitli fizyolojik ve cevresel etkenler
nedeniyle hasar gérmiis germ hiicrelerin seminifer epitelden temizlenmesinde gorev alir
(Aitken ve Baker, 2013). Apoptoz, Sertoli hiicreleri tarafindan desteklenebilecek
kapasitede erkekgametlerinin tiretimini ve normal proliferasyon seviyelerini kontrol eder
(Sakkas ve ark., 1999).

Is1 sok proteinleri, stres proteinleri de denilen 1sisoku tarafindan indiiklenen ve
hiicrede ¢ok iyi korunmus bir protein ailesidir (Parcellier ve ark., 2003). HSP’lerisigibi
fiziksel ajanlar, ¢esitli farmasotikleri veya c¢evresel Kirleticileri kapsayan kimyasal
ajanlar, virtisler, bakteriler ve Okaryotik parazitler gibi patojenlerin olusturdugu
molekiiler hasara karsthiicresel yanit olarak sentezlenmektedir (Hightower ve Ryan,
1997).

Is1 sok proteinlerinin kiigiik molekiiler agirliga sahip alt ailesine ait olan HSP27
hem sitoplazma hem de niikleusta yer alir. Bu protein, termotoleransin yani sira epitel
hiicrelerinin ~ diferansiyasyonunun diizenlenmesinde, yara iyilesmesi sirasinda
keratinositlerin migrasyonunda, apoptozun engellenmesinde ve hiicrelerin enflamatuvar
mediyatorlerin sitotoksisitesinden korunmasinda rol oynamaktadir. Ayrica limitli de olsa
1s1 denatiirasyonu karsisinda enzimleri koruma yetenegine sahiptir. HSP27, kaspaz
aktivasyonunu engelleyerek, sinyal iletimyolaginda diizenleme yaparak veya hiicreleri
korumada saperonluk yaparak apoptozu engellemektedir (Garrido C ve ark.,2006).

Literatiirde HSP27°nin erkek infertilitesi ile iliskili oldugu ¢alisma sayisi ¢ok
azdir. HSP27 normal spermatogenez goriilen insan testislerinde hiicre tipine spesifik
olarak farkli ekspresyon paterni gosterir. HSP27 ekspresyonu Sertoli hiicrelerinde ve
spermatogonyada yiiksek seviyede iken, spermatositlerde orta dilizeydedir ve
spermatozoada ise hi¢ yoktur. Bunun aksine, maturasyon arrest goriilen infertil erkeklerde
HSP27 ekspresyonunun spermatogonya ve spermatositlerde ¢ok diisiik seviyede oldugu
tespit edilmistir (Adly ve ark., 2008).

Insandaki tiim seminal plazma proteinlerinin bugiine dek en kapsamli analizinin

yapildig1 c¢alismada 923 farkli protein tanimlanmistir (Pilch ve Mann, 2006).
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Spektrofotometrik yontemler kullanilarak Ol¢iimii yapilmistir. HSP27 de seminal
plazmada bulunan 1s1 soku proteinlerinden birisi olarak tespit edilmistir (Pilch ve Mann,
2006). Yukarida da 6zetlendigi gibi bugiine dek literatiirde Hsp27 ve erkek infertilitesi
ile ilgili yapilmis calismalar daha ziyade azoospermik hastalarda testikiiler doku ve
spermatozoada bulunan Hsp27 iizerinedir. Ekstraselliiler Hsp27’nin seminal plazmaya
nasil tagindigi, seminal plazmada nasil bir islev gordiigii, bununla baglantili olarak infertil
erkeklerde Hsp27 diizeyinin seminal plazmada nasil degistigi literatiirde heniiz
arastirilmamustir.

Bu tez calismasinin amaci, OAT tanisi konulan infertil erkeklerde seminal
plazmada HSP27 protein diizeyini ve diger semen parametreleriyle olan iliskisini
belirlemektir. Bu galisma ile literatiirde ilk kez OAT sendromlu infertil erkeklerin
seminal plazma HSP27 protein seviyelerinin ve bunun sperm konsantrasyonu,
morfolojisi, motilitesi, vitalitesi gibi diger semen parametreleriyle olan iligkisi

arastirilmistir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Infertilitesi

Diinya Saglik Orgiitii (WHO)’niin tanimina gore ise infertilite (kisirlik), 1 y1l veya
daha uzun siireyle diizenli korunmasiz cinsel iligki sonrasinda gebelik elde edememe
durumu olarak tanimlanmistir (Zegers-Hochschild ve ark., 2009).

Eslerden herhangi birinin, iireme sisteminde herhangi bir sebeble bozulma ortaya
¢ikmasi fertiliteyi olumsuz yonde etkiler ve infertiliteyle sonuglanir (Ferlin A ve Foresta
C, 2014). Erkek infertilitesi giinlimiizde gelismis toplumlar basta olmak iizere tiim
diinyada giderek artangiincel ve kompleks bir tireme sagligi sorunudur (Agarwal ve ark.,
2015).

2.1.1 Epidemiyoloji ve etyoloji

Ciftlerin yaklasik %25°1 12 ay igerisinde gebelik elde edememektedirler, bunlarin da
%15’1 infertilite sebebiyle tedavi arayigsinda olup, %5°1 istemelerine ragmen ¢ocuksuz
kalabilmektedir. Infertilite hem erkegi hem de kadim etkileyen fizyolojik ve psikolojik
bir durumdur (Poongotha J ve ark., 2009). Istemelerine ragmen gocuk sahibi olamayan
infertil ciftlerin %50 sinde erkege ait nedenler saptanir. Infertilite, her iki esin de subfertil
ya da fertilitelerinin azalmis olmasi1 durumlarinda belirgin duruma gelir (Carrell D T ve
Hammoud S S, 2010).

Erkek faktorii tiim infertilite vakalarinin %50’sini olusturur. Erkek infertilitesinin bilinen
etiyolojileri arasinda varikosel, hipogonadizm, iirogenital infeksiyon, inmemis testis,
semen olusumunda bozukluk ve seksiiel faktorler, yaygin ve sistemik hastaliklar,
tikanikliklar ve diger anomaliler yer alir. Erkek infertilitesinin sebepleri arasinda artmig
oksidatif stres (OS) de yer almaktadir (Kamel 2010).Erkek infertilitesi gevresel kirlilik,
reaktif oksijen tiirevleri, genetik anormallikler veya endokrin bozukluklar1 da igeren

birden fazla faktorle agiklanabilir.
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Diger anomaliler

Tikanikliklar

Yaygin ve sistemik hastaliklar

Immiinolojik faktorler

Semen olusumunda bozukluk ve seksiiel faktorler
Inmemis Testis

Urogenital infeksiyon

Hipogonadizm

Varikosel

Idiyopatik erkek infertilitesi

Sekill. Erkek infertilitesi ile iligkili faktorlerin dagilimi (Diindar C, 2013’den uyarlanmistir).

Infertiliteyi olusturan faktdrlerin oransal biiyiikliiklerine gére en nemli olanlar,
idiyopatik erkek infertilitesi %31, varikosel %15,6, hipogonadizm %8,9, iirogenital
enfeksiyonu %8’dir (Diindar C, 2013) (Sekil 1).

Erkek fertilitesini etkileyen sebepler (Tablo-1) hastanin degerlendirilmesinde alinacak
ayrintili anamnez, fiziki muayene ve sonrasinda laboratuvar testleri ve radyolojik

tetkikler ile degerlendirilebilir.
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Tablol.Erkek infertilitesinde etiyoloji (Kim HH ve ark., 2010).

SPERM URETIMINDE ANORMALLIK

Primer testikiiler yetmezlik (hipergonadotropik hipogonadizm)

Genetik anomalliler (Klinefelter sendromu, Y kromozom mikrodelesyonlar1 vb)

Sekonder testikiiler yetmezlik

Hipogonadotropik hipogonadizm

Kriptorsidizm

Atrofi (orsit)

Eksojen androjen kullanimi

Varikosel

SPERM FONKSIYON ANORMALLIKLERI

Anti-sperm antikorlar

Enfeksiyon

Varikosel

Sperm DNA fragmantasyonu

Sperm-servikal mukus etkilesimi

Zona pellusidaya baglanma/ sperm penetrasyonu

Akrozom reaksiyonu

Biyokimyasal (reaktif oksijen tiirevleri)

DUKTAL SISTEM OBSTRUKSIYONU

Vazektomi

Konjenital vas deferens yoklugu

Epididimal obstriiksiyon (konjenital ya da kazanilmis)

Ejakulatuar kanal obstriiksiyonu (konjenital ya da kazanilmis)

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) parametrelerine gore semen analizi terminolojileri

ve nedenleri agagidaki gibi tantmlanmistir:

Aspermi: Ejakiilat yoklugu durumudur. Aspermi sebepleri arasinda retrograd

ejakiilasyon, vaskiiler nedenler, hormonal nedenler ve ereksiyon bozukluklari

bulunmaktadir.

Azospermi: Ejakulatta sperm yoklugu durumudur. Azosperminin sebepleri

arasinda genetik bozukluklar, hormonal degisiklikler, germinal aplazi, bilateral vas

deferens yoklugu ve ejakiilator kanallarda tikanikliklar sayilabilir.

Hipospermi: Ejakulatin voliimiiniin 1,5 ml’den az olmasi durumudur. Hipospermi

sebepleri arasinda prostat, seminal vezikiil ve vas deferensin enfeksiyonu, travma ve
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tiimorlerinin yani sira; androjen eksikligi, ejakiilator kanallarin tikanikliklar1 ve retrograd

ejakiilasyon da sayilabilir.

Oligozoospermi: Sperm sayisinin 15 milyon/ml’ nin altinda olmasi durumudur.
Hafif Oligozoospermi: Sperm sayisinin 5- 15 milyon/ml’ nin arasinda olmasi

durumudur.

Siddetli Oligozoospermi: Sperm sayisinin 5 milyon/ml’ nin altinda olmasi
durumudur. Oligozoospermi idiyopatik olabilir veya sistemik enfeksiyonlar, kromozomal
bozukluklar, inmemis testis, ilaglar, kronik sistemik hastaliklar1 da sebepleri arasinda

sayilabilir.

Astenozoospermi: Ileri hareketli spermatozoa’nin < %40 olmasi ya da ileri hizl
hareketli olanlarin < %32 olmasi durumudur. Birden fazla konjenital sebeple veya

enfeksiyon, ilag, 1s1 nedeniyle de olusabilir.

Teratozoospermi: Normal spermatozoa morfolojisinin < %4 olmasi durumuna
denir. Teratozoospermiye neden olanlar arasinda kromozomal bozukluklar, toksik

maddeler, seminal kanallarda deformasyon ve epididim enfeksiyonu bulunmaktadir.

Astenoteratozoospermi: Spermlerin  motilite ve morfolojik olarak normal

sinirlarin altinda kalmasi durumudur.

Oligoastenoteratozoospermi: Spermlerin say1, motilite ve morfolojik olarak
normal sinirlarin altinda olmasidir.

Nekrozoospermi:Ejekulatta %25’ ten fazla 6lii sperm hiicresi bulunmasi
durumudur. Idiyopatik olabilir veya toksik maddelerle temas, Kartagener Sendromu ve

cinsel iliski sikliginda azalma da sebepleri arasinda sayilabilir.
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2.1.2.Oligoasthenoteratozoospermi (OAT) Sendromu

Erkek fertilitesinde azalma; iirogenital bozukluklardan, genital sistem
enfeksiyonlarindan skrotal 1s1 artimindan, endokrin bozukluklardan, genetik
hastaliklardan ve immiinolojik faktdrlerden kaynaklanabilir (Safarinejad M R, 2011).
Infertilite tanis1 konulmus hastalarin %31’inde sorumlu bir faktér bulunmaz ve idiyopatik
erkek infertilitesi olarak tanimlanir. Boyle erkekler fertilite problemiyle ilgili olabilecek
gecmise ait bir hikaye vermeksizin, normal fizik muayene bulgular1 ve endokrin
laboratuvar sonuglariyla bagvururlar (Ozmen F ve ark., 2009). Semen analizinde elde
edilen veriler degerlendirildiginde, spermatozoa sayisinda azalma (oligozoospermi),
motilite azalmasi1 (astenozoospermi) ve morfolojik incelemede ¢ok sayida anormal form
(teratozoospermi) goriiliir. Genellikle bu bozukluklar bir arada olur ve OAT sendromu
seklinde tanimlanir (Poongotha J ve ark., 2009).

Infertil  erkeklerin  sperm  analizleri, azoospermi,  oligozoospermi,
teratozoospermi, astenozoospermi, nekrospermi ve pyospermi gibi bir¢ok anormal
durumda ortaya cikabilmektedir. Infertilite kliniginden yardim isteyen erkeklerin
yaklagik %30’nda oligozoospermi veya etiyolojisi bilinmeyen azoosperminin oldugu
tahmin edilmektedir. Bu nedenle erkek infertilite nedenlerini belirlemek hastaligin
tedavisi agisindan onemli bir gerekliliktir (Carrell D T ve Hammoud S S, 2010;
Safarinejad M R ve ark., 2011).

2.1.3.Erkek Infertilitesinde Genetik Nedenler
Genetik nedenler, oligozoospermi ve azoospermi olan erkeklerde sayisal ve
yapisal kromozom anomalileri olarak ifade edilmistir. Erkek infertilitesi genetik
hastaliklarin %15-30’unu olusturmaktadir (Krausz ve ark., 2015).

Kromozom Bozukluklari
Kromozom bozukluklar1 infertil erkeklerin yaklasik %6’sinda  goriiliir.

Azospermik erkeklerde prevalans %15°e kadar ¢ikabilmektedir (Song ve ark., 2016).
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Insanlarda erkek infertilitesi genellikle kromozom anomalileri ile alakalidir.
Klinefelter sendromu (XXY) ve ozgiil translokasyonlar erkek infertilitesi nedenleri
arasindadir (Irvin DS,2001). Androjen reseptorii nokta mutasyonlar1 ve CFTR (cyste
fibrozis transmembrane conductance regiilator) geni mutasyonlari siklikla konjenital vaz
deferens anomalileri ve spermatogenik bozukluklar ile iligkili olan iki 6nemli gen
defektidir (Dohle G R ve ark.,1999). Erkek infertilitesinde en gokkarsilasilan durumlar
ise sperm kromozomu anomalisi, mayoz mutasyonlar1 veya testikiiller mikrogevreden

kaynaklanan bir diploididir (Poongotha J ve ark. , 2009).

Y Kromozomu Mikrodelesyonlari

Erkek infertilitesi ile alakali en Onemli patogenetik kusurlarindan biri Y
kromozomu (Yq) uzun kolunun mikrodelesyonlaridir. Ykromozomu kokenli infertilitesi
olan erkeklerde higbir belirti yoktur, ancak fiziksel muayenede kiiciik testisler ve/veya
kriptorsidizm ve varikosel gozlenebilmektedir (Esteves S C ve Agarwal A,
2011).Ejakulattaki sperm sayisina gore genetik problemlerin sikligi Tablo 2’de

verilmistir.

Tablo 2.Ejakulattaki sperm sayisina gore genetik problemlerin sikligi (Sanli M, 2014)

Tan1 Kromozom Abnormalite Y kromozom Mikrodelesyon
Riski Riski

Oligospermi %2-7 %6-8

(5 milyon/ ml)

Non-obstruktif %15 %13

Azoospermi

2.1.4.Erkek Ureme Sistemi
Erkek genital sistemi, skrotum iginde asili bulunan iki adet testis, penis,

epididimis, genital kanallar ve yardimci iireme gonadlardan olusmaktadir (Asc1 ve ark
2013) (Sekil 2).
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Sekil 2. Erkek genital sistemi, testis ve epididim ayrintili yapisi (Hall 2015)

Erkek Ureme Sistemi Anatomisi

Erkek tireme sistemi organlar dig ve i¢ genital organlar olarak ikiye ayrilir. Dig
genital organlar penis ve skrotumdan olusurken, i¢ genital organlar testis, epididim,
spermatik kord, duktus deferens (vaz deferens), seminal keseler, ejakulator kanallar,

prostat ve bulboiiretral (Cowper) bezler ve ejakiilattan olusur (Kiric1 Y ve Yildiz S, 2013).

i¢ Genital Organlar
Testis, spermatozoa iiretimi ve androjen (testosteron) salinimindan sorumludur.
Testislerin sekli ovaldir, erigkin testisi 4,5 cm uzunlugunda, 2-3 cm genisliginde ve 3 cm

kalinligindadir (Gardner ve James 2001). Spermatogenez esnasinda sicakligin 37°C'nin
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altinda olmasi1 gerekir. Skrotumda yaklasik 34°C'lik bir testikiiler sicaklik korunur. Her
testis, testikiiler arter yoluyla beslenir. 3°C'lik diisiis farki zit yonlii akim sicaklik degisim
mekanizmasi ile saglanir. Bu mekanizma ise; testikiiler arter ve testisten abdominal
venlere kani tagiyan pampiniform vendz pleksus ile saglanir (Ross ve Pawlina 2014).
Testisler skrotuma hareket ederken bir miktar da peritonu birlikte tasirlar. Bu
yap1 tunika vaginalis’i olusturur. Tunika vaginalis, testisin skrotum igerisinde hareketli
kalmasini saglar. Testisin en dis tabakasinda bag dokusundan olusan tunika albuginea
bulunmaktadir. Tunika albuginea’nin alt tarafinda zengin damarlardan olusmus tunika
vaskiiloza bulunmaktadir. Tunika albuginea’nin i¢ bolimii kalinlasarak septalari
olusturur. Septalarin boliimleri piramit seklinde ve yaklasik 250 tanedir. Bu boliimler
testikiiler lobiiller olarak adlandirilir (Gardner ve James 2001). Testikiiler lobiillerin
icinde 1-4 adet seminifer tiibiiller vardir. Seminifer tiibiillerin bag dokusunda Leydig
hiicreleri bulunmaktadir. Bu durumda seminifer tiibiillerin fonksiyonu; hem testosteron

iiretmek hem de spermatozoalari iiretmektir (Junqueira ve ark 2009)(Sekil 3).

ductus
deferens

\'& /llucluh efferentes
s
¥

S /u(luh aberrantes (vestigial mesonephric tubuli)
[if
1

ele testis (mediastinum testis'de)
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/ lobuli testis
= duc(us epididymis

o — ) atk s

ductuli abemrantes

ductus deferens \\ <>
0
l’
ductuli efferentes . '
ductus epididymis % J ,
2
rete testis (mediastinum testis'de) {9’? %@
ductuli aberrantes "‘-)
tubuli seminiferi concorti

Sekil 3.Testis Yapisi ve Seminifer Tiibiiller (Netter F.H.,2015)
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Seminifer Tiibiil

Seminifer  tiibiiller;  Sertoli  hiicreleri ve  spermatojenik  hiicreler
(spermatogonyumlar, spermatositler ve spermatitler) den olugsmustur (As¢1 ve ark 2013).
Seminifer tiibiiller yaklasik olarak 30 cm uzunlugunda ve 900 tanedir (Hall 2015).
Seminifer tiibiillerde; myoid hiicreler, fibroblastlar ve Kkollajen lifler bulunur. Myoid
hiicrelerin fonksiyonu olgunlasmamais, hareketsiz spermleri testise ulagtirmaktir (As¢1 ve
ark 2013) (Sekil 3).

Sertoli (Destek) Hiicreleri

Sertoli hiicreleri; spermatogenik hiicreleri destekleme, besleme ve korumada
gorevlidir. Spermiyogenezin sonunda olusan atiklar1 fagosite etmede, olgun
spermiyogenez siirecinde spermatidlerin seminifer limenine hareketini saglamakta,
seminifer tiibiil limenine protein ve iyon agisindan zengin s1vi salgilamakta rol alir (Ase1
ve ark 2013). Sertoli hiicreleri, 6n hipofiz bezinden salgilanan FSH (Folikiil Uyarici
Hormon)’a cevap verirler. FSH, testosteron ve dihidrotestosteron androjenlerine yiiksek
baglanma afinitesine sahip androjen baglayici protein (ABP)’i diizenlemekte gorevlidir.
Son yillarda yapilan arastirmalarda Sertoli hiicrelerinin hiicre zarinda bulunan ER-a ve
ER-p sayesinde 17- estradiol baglanmaktadir. Boylelikle testikiiler gelisim, hemostazis
ve proliferasyon mekanizmalari diizenlenmektedir (Lucas ve ark.,2011).

Leydig hiicreleri

Intertiibiiler alanda bulunan kan damarlar ve lenfatik sinozoidlerle yakin iliskide
olan Leydig hiicreleri testosteronu sentezleyerek kan ve lenf kapillerlerine bosaltip
endokrin sekresyon yaparlar. Leydig hiicreleri diger tiim steroid iireten hormonlar benzeri
bolca lipid damlaciklari, diiz endoplazmik retikulum ve tiibiiler kristali mitokondriyonlara
sahiptir (Kierszenbaum A. L, 2006). Embriyoda testosteron ve diger androjenler erkek
fetiisiin gonadlarinin gelisimi i¢in 6nemlidir. Pubertede ise spermiyum iiretiminin ve
aksesuar bezlerin salgilanmasinin baglamasi ve sekonder seks karakterlerinin gelismesi
icin gereklidir (Gartner L.P.,2016).

Duktus Deferentes

Ductus, epididimin kuyruk kisminda kalinlagarak ductus deferens olarak
tanimlanir. Spermlerin biiyilik bir kism1 ductus deferenste depo edilir. Epididim ductus
deferenste yaklagik olarak bir ay gibi bir siireyle fertil kalabilir. Eger bu siire icerisinde
ejakiilasyonla atilmazsa, dejenere olur ve viicut tarafindan absorbe edilir(Ozan H, 2005).

Duktili eferentes
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Epididimise 20 adet kivrimli duktili eferentes ad1 verilen kanallarla agilir. Bu
kanallar yalanc1 ¢ok katl1 prizmatik epitel, prizmatik veya kiibik hiicrelerden
olugsmaktadir. Hiicre boylarinin esit olmamasi nedeniyle epitel yiizeyi girintili ¢ikintili
olarak goriiliir. Spermin bu kanallar boyunca ilerlemesi silyumlarin hareketi ve kas
tabakasi sayesinde gerceklesir (Gartner LP ve ark.,2016).

Epididimis

Duktili eferentes ve duktus epididimisten olusmus bir organdir. Duktus epididimis
yaklagik 4-6 metre uzunlugunda, tek ve olduk¢a kivrimli bir tiipsii yapidadir. Bu uzun
yap1, ¢evresini saran bag dokusu ve kan damarlar ile birlikte epididimisin kuyruk ve
govdesini olusturur (Junqueira L Cve ark.,1998). Epididimis testisin arka {ist yiizii
boyunca uzanmaktadir; bas, govde ve kuyruk olmak iizere li¢ boliimden olusur. Duktili

eferentes epididimisin bas kisminda bulunur.

Prostat bezi
Prostat bezi, pelviste mesanenin altinda yer alir ve tiretranin ilk pargasini sarar.
Prostat, diiz kas yapidadir, fibroelastik bag dokusundan bir kapsiil ile sarilmistir. Prostat
bezi iriinlerini uzun bosaltim kanallar1 aracilifiyla prostatik iiretraya dogru salgilar
(Gartner LP, 2016). Prostat bezi, dikey, transvers ve dn-arka caplarin olgiileri sirasiyla
25-30, 40 ve 25 mm'dir. On ve arka yiizeyler, asag1 ve disar1 bakan iki yanal yiizey, bir
taban ve bir tepeden olusur (Williams ve ark., 1995; Rouviére ve Delma, 2002;
Kierszenbaum, 2007; Ross ve Pawlina, 2007).
Seminal vezikiil
Mesanenin arkasinda yer alan ve kivrimli yapisiyla yaklasik uzunluklar: 15 cm
olabilen bir ¢ift tiibiiler bezdir. Kanallar1 duktus deferensin ampullasiyla birlesip duktus
ejekulatoryusu olusturur. Seminal vezikiilden salgilanan sivi spermiyumlar: aktive eden
friiktoz, sitrat ve prostoglandinlerden zengindir (Kierszenbaum A. L, 2006). Seminal
vezikiiller androjene bagimlidirlar.
Bulboiiretral bezler(Couper bezleri)
Bulboiiretral bezler, Couper bezleri olarak da adlandirilan mercimek boyutunda prostatin
altinda {iretra boyunca yer alan iki adet kiigiik tiibiiloalveoler bezdir. Uretrada
tamamlamak i¢in her bezden 4 cm uzunlugundaki kanallari, penil iiretra ile birlesir.

Bezler, cinsel uyarilma sirasinda yaglayici olarak islev goren, tiretrada kalmis olabilecek
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asidik idrar kalintisin1 nétrallestirme islevi goren saydam bir salgi iiretirler. Bu salgi

galaktoz, galaktozamin ve siyalik asit¢e zengindir (Kierszenbaum A L,2006).

Dis Genital Organlar

Penis

Penis, idrarin ve semenin viicudun disina atilmasimi saglayan organdir.
Mesaneden baslayan ve penis icerisinde ilerleyen liretra, idrar1 ve semeni disariya tasir
(Esrefoglu M, 2016). Penis; serbest sekilde skrotum {izerinde bulunan korpus penis ve
perinede yer alan distan izlenmeyen radiks penis olmak tizere iki boliimden olugsmaktadir.
Penisglans penis, iigte iki distal iiretra, bir ¢ift korpus kavernozum, korpus spongiozum,
iskiokavernoz ve bulbospongioz kaslar1 icermektedir (Mundy AR HJC, 2005). Penis
tabakalar1 distan ige dogru; deri, siiperfisiyal tabaka (dartos tabakasi),buck fasyasi, tunika
albuginea, korpus kavernozum ve korpus spongiozumdan olacak sekilde
siniflandirilmaktadir (Sekil 4).

Derin dorsal ven — Korpus kavernozum

Yiizeye!l dorsal ven

Dorsal arter

Dorsal sinir
S8\ [

Kavemozal arterler ‘ Gevsek doku

Helisin arterler ‘

Buck fasyasi

a ’ ] \ 0 " Dartos fasyas
Trabekiller “ - '.é’, /
¥ & : Tunika albuginea
Uretra
® Korpus spongiozum
Uretral arterer

Sekil 4. Penisin enine kesiti (Kadioglu A ve ark., 2006)

Skrotum; igerisindeki iki testis, sperm kanallarinin bir kismi ve ¢ok sayida damar
yapist igeren bir yapidir. Biiytikliigii ve sekli yasa gore degisiklik gosterir. Yeni dogan 6
doneminde sert ve pubise yakin konumdadir. Eriskinde ise daha yumusak ve biiyiik;
yaslilarda gevsek ve sarkik bir hal alir (Snell 1998).
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Skrotum derisi ¢ok incedir ve melanin pigmenti fazlaligi sebebiyle kahverengidir.
Uzerinde az sayida kil folikiilii ve ter bezleri vardir. Yag dokusu muhtevasi diisiiktiir. Bu
Ozelligi 1s1 regiilasyonunda 6nemli bir islev kazandirir (Sancak ve Cumhur, 1999).
Skrotumda diiz kas (m.dartos) lifleri bulunur. Elastik liflerden zengin, yag dokusundan
yoksun olan bir tabakadir. Scrotum 1s1s1 normal viicut i¢ 1s1sindan 3-4° diistiktiir (33,9°).
Bu farklilik esey hiicrelerinin gelismesi igin uygun ortama sahip olma gereksiniminden
kaynaklanir. Dig ortam sicak ise m. dartos'un etkisiyle deri gevser ve alan1 genisletmek
amaciyla diizlesir. Tersine dis ortam soguk ise m. dartos kasilarak deriyi biizer (Snell

1998; Sancak ve Cumhur, 1999).

2.1.5 Erkek Genital Sisteminin Embriyolojik Gelisimi
Sertoli hiicreleri, Miilleryan Inhibe Edici Faktor ve Androjen Baglayici Proteini (ABP)
salgilayarak Leydig hiicrelerine doniisecek olan mezenkim hiicrelerinin testise gegisini
saglar ve erkek germ hiicrelerinin mayoz dongiisiine girmesini inhibe eder. Leydig
hiicreleri de testosteron iiretimini saglar. Testosteron, testis ve genital dokularda bol
miktarda bulunan Sa-rediiktaz enzimi ile dihidrotestosterona (DHT) doniistiiriilerek,
erkek {iretrasi, prostat, penis ve skrotum gelisimini ve testislerin skrotuma inisini saglar
(Carlson, 2009).
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2.1.6 Sperm Olusumu ve Fizyolojisi

Spermatogenez

Spermatogenez, seminifer tiibiillerinde gerceklesir (Gardner ve James 2001) ve
spermatogonyal kok hiicre (SKH) havuzundaki germ hiicrelerinin farklilagip sperm
olusturmasi siirecidir (Asc1 ve ark 2013). Spermatogenez siirecinde germ hiicreleri
mayoz boliinme sonrast 46 kromozomlu diploid halden 23 kromozomlu haploid hale
gecerler ve 23 kromozom igeren haploid yumurta hiicresi ile birleserek 46 kromozomlu
yeni bir zigot olustururlar. Her asamada hiicreler spermatogonya, spermatosit, spermatid
gibi farkli isimler alirlar. (Liu M ve ark., 2004).

Seminifer tiiblil i¢cinde spermatogenezin tiim asamalarindaki sperm oncili
hiicreler bulunur. Farklilagsma evresini tamamlayan hiicreler seminifer tiibiil icerisine
birakilir. Testisin farkli kesimlerindeki farkli alanlarinda gelisimin degisik evrelerindeki
sperm iiretimi devam eder ve farklilasan hiicreler gézlemlenebilir (Sharpe RM ve ark.,
1994) Insan viicudundaki en karmasik hiicresel farklilasma olaylardan birisi olan
spermatogenez, yaklasik olarak 64 giin siirer. Olgun spermatozoanin ejekiilatta goriilmesi

74 giin alir (Aras D., 2009)(Sekil 5).
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Sekil 5.Spermatogoniumdan olgun sperm olusumu siireci (Ross MH ve Poulina W, 2014)

Leydig Hicreleri
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Spermatogenez 3 evrede olusur;

Birinci evre (Spermatogonyal): Spermatogonyal kok hiicrelerinin mitoz
boliinme gegirdigi sathadir. Bu satha embriyonik donemde gerceklesir.

Ikinci evre (Spermatosit): Germ hiicrelerinin (spermatosit) mayotik evre
sonunda haploid kromozomlu spermagametleri olusturdugu evredir.

Uciincii evresi ise (Spermatid): Spermatidlerin morfolojik olarak degisiklige
ugramasi sonucunda matiir ve fonksiyonel spermatozoa haline gelmesidir (Strauss ve
Barbieri 2013).

Spermatogonial faz

Spermatogoniumlar, bazal kompartmanda bazal lamina ile iligkisi olan diploid
spermatogenik hiicrelerdir(Gartner LP. ve ark.,1997). Spermatogoniumlar mitotik hiicre
bolinmeleri gegirirler. Sertoli hiicreleri ile arasindaki sik1 baglantilarin altinda yer alirlar
ve bu sebeple kan-testis bariyerinin disinda kalirlar (Ross ve ark. 2003). Morfolojik olarak
3 tip spermatogonial hiicre tanimlanmistir:

Koyu Tip A Spermatogoniumlar: 12 pm ¢apindadir, ovoid ¢ekirdekli yuvarlak
sekillidir ve heterokromatinden zengin hiicrelerdir. Seminifer tiibiillerdeki kok hiicre
rezervini olustururlar. Mitozla boéliinerek diger Koyu tip A spermatogoniumlar ve Agik
tip A spermatogoniumlari olustururlar(Ross ve ark. 2003).

Acik Tip A (Aa) Spermatogoniumlar: Agik renk boyanan cekirdekleri oval
sekillidir ve ince graniiler kromatine sahiptir. Graniillii endoplazmik retikulum(GER),
mitokondri ve az sayida Golgi aygiti igerir (Gartner LP. ve ark.,1997). Aa
spermatogoniumlar, proliferasyon esnasinda testosteronla uyarilir. Mitoz boliinme
gecirerek sayilarimi arttirip tip A ve tip B spermatogoniumlari olustururlar (Gartner LP.
ve ark., 1997).

Tip B Spermatogoniumlar: En fazla bulunan spermatogonium tipidir. Bazal
lamina tizerinde olmalarina ragmen bazal lamina ile baglantilari daha azdir. Sentrik
cekirdekleri yuvarlak sekildedir(Ross ve ark. 2003). Cekirdekte bir veya iki adet koyu
boyanan ¢ekirdekcik vardir. Mitoz gegirerek primer spermatositleri olustururlar, ¢aplari
yaklagik olarak 18 mikronolan primer spermatositlere doniisiirler(Ross ve ark. 2003).

Spermatosit faz (Mayoz)
Mayoz boliinmenin I. asamasinda profaz evresinde primer spermatositler 4d DNA,
46 (44+XY/XX) tastyan kromozomlara sahiptirler. Insanda spermatogenezin en uzun

sathas1 profaz evresidir. Yaklasik olarak 22 giin siirer. Profaz I evresinde krossing over
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gergeklesir, bunu takiben metafaz, anafaz, telofaz ve son olarak da sitokinez gergeklesir.
[lk mayoz béliinmenin tamamlanmasinin ardindan kromozom sayis1 (2N’den 1N’ye) ve
DNA miktar1 (4d’den 2d’ye) diiser. Mayoz I sonucunda sekonder spermatositler meydana
gelir. Boylece hiicre basina (22+X veya 22+Y, 2d DNA miktar1) diiser. Ikinci mayozda
replikasyon olmadigindan dolay1 olusan hiicreye spermatid ad1 verilir ve her bir spermatid
IN kromozom sayisi ve 1d DNA miktara sahiptir. Spermatidler seminifer liimene
yakin, kiiglik ebatli hiicrelerdir (Strauss ve Barbieri 2013, Ross ve Pawlina 2014) (Sekil
6).

SPERM ANA HUCRESI N
N N
SPERMATOGONYUM NN N (N
BIRINCIL SPERMATOSIT N
MAYOZ 1!
IKINCIL SPERMATOSIT N N
MAYOZ N MAYOZ N
SPERMATID N, (N -
FARKUILASMA

(g/ 2/ . 2/ i/

Sekil 6. Spermatogenez agamalar1 (G6k 2017°den uyarlanmistir).
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Spermiyogenez

Spermatidler, son safhada farklilasma siirecine girerler ve bu siirece de
spermiyogenez denir. Bu siireg dort evreye ayrilir (Ross ve Pawlina 2014) (Sekil 7). ilk
evreye Golgi evresi ad1 verilir. Sitoplazmada belirgin Golgi, mitokondri, bir ¢ift sentriol,
birgok serbest ribozomlar ve diiz endoplazmik retikulum bulunur. Bu evre spermatid
¢ekirdeginin yaninda Golgi kompleksinde kiimelenen PAS (periyodik asit— Schiff)
graniillerin bulunmasi ile spesifiktir. Bu graniiller birleserek akrozom vezikiillerini
olustururlar. Akrozomal vezikiiliin pozisyonu, spermin 6n kutbunu agiga c¢ikarir. Bu
evrede sentriyoller akrozoma zit eksende, spermin arka kutbuna tasinirlar. Sentrioller,
dokuz periferik mikrotiibiil c¢iftinin ve iki merkezi mikrotiibiillerinin birlesmesi
sonucunda sperm kuyrugunun aksonemini meydana getirir (Strauss ve Barbieri 2013,
Ross ve Pawlina 2014).

Ikinci satha Kep evresidir. Akrozomal vezikiil, niikleusun 6n yarismin {izerine
yayilir ve niiklear igerik yogunlasir (Ross ve Pawlina 2014). Ugiincii evre ise Akrozom
evresidir. Bu evrede akrozom vezikiiller iyice genisler. Akrozom vezikiillerin i¢inde
hidrolitik enzimler (hyalurinidaz, noraminidaz, asit fosfataz ve tripsin benzeri proteazlar)
ihtiva ederler. Akrozom enzimlerinin islevi, ovumun kumulus kompleksini ve zona
pellusidasin1 gegmektir. Spermin akrozomunda bulunan bir serin proteinaz olan ve zona
pellusidanin taninmasi ve baglanmasi ile alakali oldugu diisiiniilen akrozin proteini
bulunmaktadir. Bu protein Acr geni ile kodlanmaktadir. Acr geni ¢ikarilmis (knockout)
fare modellerinin de fertil oldugu tespit edilmistir. Ancak akrozin proteini igermeyen
farelerin spermatozoasinda fertilizasyon siireci gecikmektedir. Mitokondriyonlar orta
boliimde kaba fibrillerin etrafini heliks halde sarmalar (Strauss ve Barbieri 2013, Ross ve
Pawlina 2014).Son safha maturasyon (olgunlasma) evresidir. Flagellumun etrafindaki
fazla sitoplazma azalir, matiir spermatozoon meydana gelir. Rezidiiel cisimcik olan fazla
sitoplazma  Sertoli hiicreleri vasitasiyla fagosite edilir. (Ross ve Pawlina
2014).Spermatidler spermiasyon sathasinda seminifer tiibiil liimenine saliverilirler. Bu
safhada Sertoli-spermatid baglant1 kompleksleri ortadan kalkar ve spermatidler Sertoli
hiicrelerinden bagimsiz hale gecer. Sertoli-Spermatid baglanti komplekslerinde p1
integrin reseptorii vardir. Spermatidler Sertoli hiicrelerinden ayrilirken, integrin bagh
kinazlar aktif hale gecer. Testisteki spermiasyon hizi ejakiilattaki sperm hiicrelerinin

sayisini belirler (Ross ve Pawlina 2014).
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Sekil 7. Spermiyogenez (Kahn ve Brannigan 2017).

Olgun Sperm Yapisi ve Fizyolojisi

Bir sperm hiicresinin hacmi bir ovumdan yaklasik olarak 85.000 kat daha azdir. Erkekte
her giin yaklasik olarak 100-300 milyon sperm iiretilirken, kadinlarda ise ayda en ¢ok iki
yumurta tretimi goriilmektedir. Bir sperm hiicresinin uzunlugu yaklasik olarak 60
pm’dir. Bas kisminin boyu 3-5 um, eni 2-3 um’dir (Rogers 2010). Her spermatozoon
baglayici parca ile birlesmis bas ve kuyruk kismindan olugmaktadir (Strauss ve Barbieri

2013) (Sekil 8 ve9).
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Sekil 9. Sperm Mikroskobik Anatomisi

(Reproductive Technologies, Inc. Sperm BankOf California, 2014, Cynthia).
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Kuyruk orta, esas ve son boliim olmak iizere ti¢ boliimden olusur. Bas kismi1
cekirdek ve c¢ekirdegi cevreleyen akrozomdan olusmustur. Bas ile kuyrugu baglayan
baglayici boliimiin iginde bir ¢ift sentriol bulunur. Distal sentriolden aksonem meydana
gelir. Kuyrugun orta pargasinda bir mitokondri, 9+2 mikrotiibiil yapisinda aksonem
bulunur. Kuyrugun en uzun boliimii esas olup, A Kinaz proteinler ile keratinleri
bulundururlar. Esas parga fibroz kilifla sarihidir. Fibroz kilifta ATP’yi hidrolize eden
glikolitik enzimler, A Kinaz proteinleri ve motiliteyi saglayan keratinler vardir (Strauss
ve Barbieri 2013).

Seminifer tiibiillerinde sperm hareketsiz olup, doélleme yetenegine sahip
degillerdir. Diiz tibiiller Sertoli hiicreler ile kaplidir. Buradan da rete testise girer,
bosaltim kanalinin ilk pargasi olan ductus efferente ve ductus epididimisin bas kismina
gecer (Ross ve Pawlina 2014).Sperm hiicreleri karakteristik motilitesini birka¢ giinde
gectigi epididimiste elde eder(Strauss ve Barbieri 2013). Burada bazi degisiklikler
kazanir. Bu degisimler;

* Niikleus yogunlasir, spermin bas boyutu azalir.
 Rezidiiel cisimcikler atilir,

* D1s akrozomal membranda dekapasitasyon islemleri meydana gelir.
Sperm hiicre motilitesinin baslamasi siklik adenozin monofosfat (cAMP) ve kalsiyum
iyonlar1 (Ca+2) sayesinde olusmaktadir. Sperm, erkek iireme sisteminde birkac hafta
canli kalabilirken, disi lireme sisteminde ise 2-3 giin canliligini siirdiirebilir. Matiir
spermler, spesifik motilite yetenegine sahip ve fertildir. Sivi ortamda dakikada 1-4 mm
hizda hareket yetenegine sahiptir. Sperm aktivitesi, notral ve hafif alkali bir ortamda
artarken, asidik ortamda azalir hatta hizli 6lmelerine sebep olur. Sicaklik arttik¢a sperm
aktivitesi, sperm Omriinii 6nemli Ol¢lide diisiiriir (Gok 2017). Disi lireme kanalinda
fertilize edebilme yetenegini siirdiiriir. Ayrica burada kapasitasyon adi verilensperm
membranindaki glikokaliks (glikokonjugatlar) yapinin uzaklastirilmasi gergeklestirilir

(Ross ve Pawlina 2014).
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Semenin Genel Ozellikleri

IIk kez Anton van Leewenhoek (1632-1723) tarafindan yapilan mikroskopta
erkek tireme hiicresi tespit etmis ve bu hiicreleri ‘animalcules’ ya da ‘spermatick worms’
olarak adlandirmistir. 1820 yilina kadar bilim insanlarinin ¢ogu spermatozoay1 parazit
olarak tanimlamiglardir. Spermatozoanin adini ilk kez Baer 1827 yilinda kullanmistir.
Sonrasinda ise, Isveg bilim insan1 Albert von Kolliker (1841) tarafindan spermatozoanin
parazit olmadig1 ve testislerde gelisen hareketli otolog hiicreler oldugu belirtilmistir
(Clarke 2006).

Semenin pH degeri yaklasik olarak 7,5’tir. Semen, seminal vezikiilerden gelen
salg1 (neredeyse %060), vas deferensten gelen salgi, sperm (toplamin yaklasik %5'),
prostat bezinden gelen salgi(yaklasik %30) ve mukus bezlerinden gelen sivilardan (%5)
olusur (Hall 2015).

Insan semeni analizlerinin standardize edilmesi i¢in Diinya Saglik Orgiitii
(WHO) ilk kez 1980 yilinda el kitab1 hazirlamistir.Bu el kitabi, o zamandan itibaren {i¢
kez glincellenmis ve birgok dile ¢evrilmistir. 2010 yilinda yayinladig1 kilavuzda, bir yil
korunmasiz aktif cinsel hayat siirdiiren ve bu siirede ¢ocuk sahibi olan erkeklerin semen
parametreleri esas alinarak, bu parametrelerdeki alt referans degerleri gosterilmistir
(Cooper ve ark., 2010) (Tablo 3).
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Tablo 3.Semen morfolojisinin WHO Kriterleri’ne (2010) gore degerlendirilmesi

Referans Degerler WHO (2010)
Semen hacmi (ml) 1.5(1,4-1,7)
Total sperm sayis1 (10%/¢jakiilat) 39 (33-46)
Sperm konsantrasyonu (10/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 (10%/ml) <1.0

Semen Analizi
Semen analizi su asamalardan olusur:

[lk 5 dakika icinde: Alinan 6rnegin likefiye olmast igin inkiibatore (37°C) alinmasi

30-60 dakika arasinda:

Semen goriiniimii ve likefaksiyonun degerlendirilmesi
Semen hacminin dlgiilmesi
Semen pH’1nin dl¢liimii

Mikroskobik inceleme, sperm sayist ve motilitesini degerlendirebilmek igin

diliisyon ve 1slak preparatin hazirlanmasi
Sperm canliliginin degerlendirilmesi (motil spermlerin orani diisiik ise)

Sperm morfolojisinin degerlendirilmesi i¢in semen yaymasinin hazirlanmasi
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Semenin Toplanmasi

Semenin ortam sicakligindaki degisikliklere maruz kalmamasi i¢in numunenin
laboratuvarin yakinindaki 6zel bir odada verilmesi gerekir. Numune 2-7 giinliik cinsel
perhizden sonra alinmalidir. Numune mastiirbasyonla elde edilmelidir. Erkek bireye,
semen Orneginin toplanmasi ile ilgili net yazili ve sozlii bilgi verilmelidir (Jeyendran
2003). Tetkik yapilacak erkek hastanin adi, dogum tarihi ve 6rnek numarasi, perhiz siiresi,
toplanma tarihi ve saati kaydedilmelidir. Numune (semen) ornegi, cam veya plastikten

yapilmis temiz, genis agizli bir kap i¢ine alinmalidir (Jeyendran 2003).

Sperm Morfolojisi

Sperm morfolojisi, bir erkegin fertilite potansiyelini en iyi bigimde gosteren
parametredir (Bostofte ve ark 1982). Diinya saglik orgiitii (WHO) kriterlerine gore toplam
sperm morfolojisinin en az %30 unun normal olmasi gereklidir (Aggerholm ve ark
2008).Kruger kriterlerine gore (sperm morfolojisinin degerlendirilmesinde kullanilir)
normal morfolojinin %4’den az oldugunda gebelik oranlarinin diisiik oldugu belirtilmistir
(Tablo 4). Diinya Saglik Orgiitii’niin 2010 el kilavuzunda, normal sperm morfolojisi igin

kabul edilen alt sinir, Kruger kriterlerine gére %4 tiir (WHO 2010) (Tablo 4).

Tablo 4. Kruger kriterlerine gére normal sperm morfolojisi (As¢1 ve ark,2013)

Bas Uzunluk 4-5 mikron

Genislik 2,5-3,5 mikron
Akrozom Basin %40-70’ini olusturmali
Orta Parga Genislik 1 mikron

Uzunluk bas uzunlugunun 1,5 kat1 kadar

Kuyruk Boyu yaklagik 45 mikron
Uniform
Orta par¢adan daha ince
Kivrilmamis ve kirik icermeyen yapida

Sitoplazmik damlacik Bas alaninin %350°sinden az
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A. Bas defekileri

@ (b) (c)
i Yuvarlak

Akrozom
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>
B. Boyun ve orta parca defektleri
(@) (h) ® 0
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boyun giris
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@ © ]
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Blkik Kivrimli Basin > 1/3°G

Sekil2. Insan spermatozoasinin bazi anormal formlarinin sematik resmi (Asc1 ve ark., 2013)

Sperm anormal formlarin tipleri (Sekil 10)

Bas defektleri: Biiyiik ya da kiiclik, konik, piriform, yuvarlak, amorf, ¢ift bash veya

bunlarin kombinasyonu

Boyun ve orta kisim defektleri: Basin asimetrik olarak orta parg¢aya girmesi, kalin ya da

diizensiz olmasi, ince olmasi veya bunlarin kombinasyonu

Kuyruk defektleri: Kisa, birden ¢ok, kirik, keskin agili, koil sekilli, diizensiz ve bunlarin

kombinasyonlari

Fazla sitoplazma kalintisi: Spermatogenik siiregte iretilen anormal spermatozoa ile

ilgilidir. Biiylik miktarda diizensiz sitoplazma igerir ve orta kisim defektleri ile ilgilidir.

Spermin morfolojik incelemesinin spermatogenez kalitesinin ve fertilitenin duyarl bir

gostergesi oldugu ortaya konulmustur (Ford WC, 2010).
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2.2. Apoptoz

Hiicre 6liimii, apoptoz, nekroz ve otofaji olmak iizere ii¢ temel mekanizma ile
gerceklesmektedir (Nikoletopoulou ve ark. 2013).Apoptoz, Yunancada apo (ayr1) ve
ptozis (diisen) kelimeleri ile olusmus, sonbaharda yaprak dokiimii anlamina gelen bir
sozciiktiir. Ilk defa Kerr ve ark. (1972) tarafindan yapilan deneysel bir ¢alisma ile
gosterilmis olup, ‘fizyolojik hiicre 6liimii’ ifadesi ile tanimlanmistir (Kerr ve ark. 1972).
Apoptoz ya da programli hiicre 6limi, yaslanmis, fonksiyonunu yitirmis,diizensiz
gelismis, enfekte ya da hasarli hiicreler gibi organizmada artik gereksinim duyulmayan
hiicrelerin 6zel mekanizmalarin kontrolii altinda programli olarak 6liimiidiir. Bozulmus
apoptotik mekanizma, nérodejeneratif ve otoimmiin hastaliklardan kansere kadar bir¢cok
patolojik stirecle iligkilendirilmistir (Cory ve Adams 2002, Adams 2003, Cory ve ark.
2003, Tait ve Green 2010).

Diger hiicre 6liim sekli olan nekroz, akut bir hasar sonucunda hiicrenin sigsmesi,
patlamas1 ve diger hiicrelere zarar verir. Apoptotik mekanizmasiyla hiicre, nekrozdan
farkli olarak, komsularina zarar vermeyecek sekilde oliime gider. Hiicre biiziiliir,
yogunlasir, hiicre iskeleti yikilir, ¢ekirdek zarfi dagilir ve ¢ekirdek DNA’s1 pargalara
ayrilir. Apoptoz, nekrozun zarar verici etkilerini engellemekte ve 6len hiicreye ait organik
bilesenlerin sindiren hiicre tarafindan yeniden kullanimini saglamaktadir (Alberts ve ark.
2008). Otofajik mekanizmada ise apoptoz ve nekrozdan farkli olarak sindirilecek hiicresel
yapilar1 ¢evreleyen otofagozom, lizozom organeliyle birlesir ve i¢erik monomerlerine
ayrisir (Shintani ve Klionsky 2004).0Otofaji, sitozolik protein ve organellerin hiicrenin

kendisi tarafindan fagosite edildigi katabolik bir siirectir (Wang ve ark. 2018)(Sekil 11).
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Sekil 3. Apoptoz, nekroz ve otofaji mekanizmalari arasindaki morfolojik farkliliklar (Kumar ve ark. 2013)
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Programli hiicre oliimii, gelisim ve farklilasmay1 sekillendirir. Eriskin
dokularda, hiicre 6liimii hiicre boéliinmesini tam olarak dengeler(Alberts ve ark.
2008).Apoptozdan sorumlu hiicre i¢i islevsel mekanizmalarin tiim hayvan hiicrelerinde
benzer oldugu goriilmektedir. Omurgalilarda apoptotik siirecte primer etkili olan
proteinler kaspazlardir. Kaspazlar, prokaspaz olarak sentezlenirler, belirli kistmlarinin
kesilip uzaklastirilmasiyla aktif kaspaz halini alirlar. Kaspazlar, aktiflestikten sonra diger
on kaspazlari etkinlestirirler. Etkinlesen kaspazlarin bazilari hiicre igindeki diger kilit
proteinleri keser(Alberts ve ark. 2008). Ornegin bazilar1 gekirdek laminlerini keserek
cekirdek laminasinin doniisiimsiiz yikimina sebep olur. Bazilar1 ise DNA yikic1 bir enzimi
etkisiz hale getiren bir proteini keserek DNAaz’in serbest kalmasina ve ¢ekirdek i¢inde
DNA’y1 kesmesine neden olurlar. Bdylece hiicre kendini programli bir sekilde yikar ve
6lii hiicre bagka hiicre tarafindan hizlica alinip sindirilir. Apoptotik yolaktakibu proteaz
kaskad1 geri dontistimsiizdiir (Alberts ve ark. 2008). Apoptotik siirecte kaspaz aktivasyon
stirecinde baslatic1 sinyale bagli iki temel yolak vardir(Strasser ve ark. 1995, Adams
2003). Bu yolaklardan ilki ekstrinsik yolakolup, bu yolakta hiicre zarindaki olim
reseptorlerine (Timor nekroz faktor; TNF ve FAS) oliim ligandlart (TNF ve FAS)
baglanmaktadir (Strasser ve ark. 2000). Diger yolak ise yetersiz sitokin destegi, DNA
hasar1 veya oksidatif hasar gibi hiicre i¢i bir stres durumu ile tetiklenen intrinsik
veyamitokondriyal yolaktir(Adams 2003). Dis mitokondriyal membran biitiinliigiiniin
bozulmasi dkaryotik hiicrelerdeki apoptotik siirecin kritik sathalarindandir (Wang 2001,
Adams 2003). Dis mitokondriyal membran ayni zamanda intrinsik ve ekstrinsik
yolaklarin gecisidir. B-cell leukemia/lymphoma-2 (Bcl-2) ailesi proteinlerin protein-
protein ya da protein-membran etkilesimleriyle apoptozun diizenlenmesinde 6nemli rol
oynar(Leber ve ark. 2010, Shamas-Din ve ark. 2013). Bcl-2 protein ailesi apoptotik
slirecin merkezinde yer almakta, pro-apoptotik ve anti-apoptotik etkiye sahip (Lovell ve
ark. 2008) 30 iliyeden meydana gelmektedir (Kalkavan ve Green 2018). Kaspaz
aktivasyonunun ana diizenleyicileri olan Bcl-2 protein ailesi, hiicrenin yasamasina karar
verir (Cory ve Adams 2002). Fonksiyonlari ve yapilarina gore Bcl-2 protein ailesi genel
olarak {i¢ gruba ayrilmaktadirlar (Kvansakul ve ark. 2008, Hardwick ve Youle 2009,
Shamas-Din ve ark. 2013). Bu gruplar; Bax alt grubu, Bik alt grubu ve Bcl-2 alt gruplari
olarak smiflandirilirlar (Kvansakul ve ark. 2008, Hardwick ve Youle 2009, Shamas-Din
ve ark. 2013).
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Bax ve Bak, dis mitokondriyal membranda oligomerlesir ve sonucunda dis
mitokondriyal membran gecirgenligine aracilik eden kompleks yapisal degisimler
gecirirler. Bu olayla birlikte, mitokondride membranlar arasi alanda bulunan sitokrom-c
ve Smac/diablo (Smac; second mitochondria-derived activator of caspase) gibi apoptotik
faktorler sitoplazmaya salinir (Wei ve ark. 2001, Annis ve ark. 2005, Shamas-Din ve ark.
2013). Bu degisimler, BH3 proteinlerinden olan tBid, Bim ve Puma tarafindan baglatilir.
Bu proteinler Bax ve Bak proteinlerinin pro-apoptotik aktivitelerini indiikledigi i¢in
aktivatorler olarak adlandirilirlar (Wei ve ark. 2000, Kim ve ark. 2009, Shamas-Din ve
ark. 2013). Ugiincii grup ise, yapisinda homoloji bolgelerinden 4’{inii igeren Bcl-2 ve Bcl-
XL gibi anti-apoptotik fonksiyona sahip proteinlerden olusur. Bu proteinler, pro-apoptotik
etkiye sahip proteinlere baglanirlar. Bad ve Noxa ise duyarlastirict BH3 proteini
(sensitizer BH3 proteins) olarak adlandirilmaktadir. Bu proteinler Bcl-2 ve Bcl-xL’a
baglanmaktadirlar. Boylece anti-apoptotik proteinlerin tBid ve Bim gibi aktivator
proteinlere baglanmasina engel olarak Bax/Bak aktivasyonuna destek olurlar (Lovell ve
ark. 2008, Shamas-Din ve ark. 2013).

Pro-apoptotik ve anti-apoptotik 6zellige sahip Bcl-2 aile iiyelerinin membrana
baglanmalar1 yapisal olarak yeniden diizenlenmelerini saglamaktadir. Bu yapisal
farkliliklar, apoptozdaki rollerini degistirmektedir (Yethon ve ark. 2003, Kim ve ark.
2004, Annis ve ark. 2005, Dlugosz ve ark. 2006, Peng ve ark. 2006).

2.2.1.intrinsik/Mitokondriyal Yolak

Intrinsik ya da mitokondriyal apoptotik yolak omurgalilardaki en yaygin
apoptotik mekanizmadir. Bu mekanizma, DNA hasari, bliylime faktorii eksikligi,
endoplazmik retikulum stresi ve ROS birikimi gibi hiicresel stres faktorlerine yanit olarak

aktiflesmektedir (Green ve Llambi 2015).
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Mitokondriaracili apoptozda en 6nemli asama mitokondriyal membranlar arasi
alanda bulunan sitokrom c’nin sitoplazmaya salinmasidir (Ow ve ark. 2008). Bu siireg,
dis mitokondriyal membranda oligomerleserek gecirgenlige katkida bulunan pro-
apoptotik proteinlerin (Bcl-2-associated X protein; Bax ve Bcl-2 antagonist or killer; Bak)
olusturmus oldugu porlar araciligiyla meydana gelir. Salinan sitokrom c sitoplazmada
bulunan apoptotik proteaz aktive edici faktor (apoptotic protease activating factor; Apaf-
1) monomerlerine baglanarak bu monomerlerin oligomerlesmesine ve heptamerik dATP
bagimli bir sinyal platformu haline doniismesine sebep olur (Li ve ark. 1997, Tait ve
Green 2010). Ayrica, Apaf-1 N-terminal kaspaz baglayic1 domainleri (N-terminal caspase
recruitment domains; CARD) ortaya c¢ikacak sekilde yapisal olarak degisir.
Apoptozomolarak adlandirilan bu aktif kompleks yapiya pro formdaki baglatici
kaspazlardan kaspaz-9 dahil olur. Yapiya katilarak dimerize olan kaspaz-9 aktiflesir(Li
ve ark. 2017). Aktif kaspaz-9’un hedefi, sonlandiric1 kaspazlardan, kaspaz-3 ve kaspaz-
7’yi harekete gecirmektir. Pro formdaki bu kaspazlar, aktif kaspaz-9 tarafindan kesilerek
aktif forma gecisi saglanmaktadir (Tait ve Green 2010, Green ve Llambi 2015)(Sekil 14).

2.2.2.Ekstrinsik Yolak

Ekstrinsik yolak, hiicre membraninda bulunan o&liim reseptorlerine [TNF
reseptor sliper ailesinden tiimor nekroz faktor reseptorii 1 (TNFRI1), TNF-iliskili
apoptozis uyarici ligand reseptorii (TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor;
TRAIL-R) ve Fas (Apo-1/CD95) reseptoriilkendi ligandlarinin (sirastyla TNF ligand,
TRAIL ve FASL/CD95SL) baglanmasiyla baslamaktadir(Dickens ve ark. 2012). Bu
baglanti sitoplazmada bulunan inaktif formdaki baslatici kaspazlardan kaspaz-8 ya da
kaspaz-10’un adaptor bir protein vasitasiyla (Fas-associated death domain; FADD)
reseptor-ligand kompleksine dahil olmasina sebep olur. Olusan bu kompleksdliim uyarici
sinyal kompleksi(death-inducing signaling complex; DISC) olarak tanimlanir. Bu yapiya
dahil olan kaspaz-8 veya kaspaz 10, dimerizasyon ve otoaktivasyon neticesinde aktif
forma gecer. Baslatic1 kaspaz olan kaspaz 8 veya kaspaz 10, sonlandiric1 kaspaz-3 ve
kaspaz-7’yi keserek aktif hale getirir. Bu sekilde ekstrinsik yolak tizerinden direkt kaspaz
kaskadinin aktiflestirilmesiyle apoptoza giden hiicreler Tip 1 hiicreler (T lenfositler gib1)

olarak isimlendirilirler.
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Fakat, dis mitokondriyal membran ge¢irgenliginden bagimsiz sekilde
gerceklesen bu ekstrinsik yolak, her zaman hiicre 6liimiinii tetiklemek i¢in yeterli degildir
(Jost ve ark. 2009, Kalkavan ve Green 2018). Baz1 durumlarda, aktiflesen kaspaz-8, pro-
apoptotik Bcl-2 protein ailesi {iyelerinden Bid olarak bilinen, Bcl-2 homoloji 3 (BH3) ile
etkilesen domaine sahip oliim antagonistini (BCL-2 homology 3 (BH3)-interacting
domain death agonist; BID, a BH3 domain-only protein) (Tait ve Green 2010)keserek
onu tBid (truncated) formuna doniistiirtir. tBid, Bax ve Bak’1 aktif hale getirerek dis
mitokondriyal membran gegirgenligini uyarir. Bu asamadan sonraki sathalar, intrinsik
yolakta oldugu sekliyle devam eder ve hiicre 6liimii gergeklesir (Sekil 12) (Tait ve Green
2010). Bu ekstrinsik yolak iizerinden apoptoza ugrayan hiicreler de Tip 2 hiicreler
(hepatositler ve pankreatik hiicreler gibi)dir (Jost ve ark. 2009, Kalkavan ve Green 2018).
Yin ve arkadaslarinin (1999) yapmis olduklari ¢alismada yabanil tip farelerde Fas ligandi
enjeksiyonu neticesinde apoptozun uyarildigi, Bid eksikligi olusturulan grupta ise
apoptoza direng olustugu rapor edilmistir (Yin ve ark. 1999).

SMAC, kaspaz-3 ve kaspaz-7 inhibitorii sitozolik X-bagli apoptozis protein
inhibitori (X-linked inhibitor of apoptosis protein; XIAP) proteini ve diger IAP (inhibitor
of apoptosis protein) proteinlerinin noétralizasyonunu saglamaktadir. SMAC’1n IAP’lar
tizerindeki inhibitor etkisi, yapisindaki N-terminal AVPI motifinin BIR2 ve BIR3
domainleriyle etkilesime girmesiyle olusur. OMI/HtrA2 (48KdA) SMAC’a benzer
sekilde IAP’larin nétralizasyonuyla alakalibagka bir mitokondriyal membranlar arasi alan
proteinidir. SMAC ve OMI'nin eksiklikleri apoptozu engellememektedir. Endoniikleaz
G ve apoptoz indiikleyici faktor (AIF) gibi diger mitokondriyal membranlar arasi alan
proteinleri de dis mitokondriyal membran gecirgenligi sonucunda sitoplazmaya
birakilirlar. Bunlarin kaspaz bagimsiz hiicre 6limiiyle ilgili oldugu diistiniilmektedir

(Kalkavan ve Green 2018).

p53 Proteini, Hiicre Dongiisii ve Apoptoz Yolagiyla iliskisi
p53, 393 aminoasitten meydana gelen bir proteindir (Kogak ve ark. 2011). 17.
kromozomun kisa kolu iizerinde yaklasik 20 kilobaz’lik bir alanda 11 ekzondan olusan
bir gen tarafindan kodlanmaktadir. Bu gen Tumor protein 53 (TP53)olarak
adlandirilmaktadir(Varley ve ark. 1997, Kogak ve ark. 2011). p53 proteini, hiicre
dongiisiiniin kontrol edilmesi, gen ifadesinin diizenlenmesi, yaslanma, programli hiicre
Olimi, DNA tamiri ve genomik kararliligin saglanmasi gibi daha bir¢ok hiicresel olayda

gorevlidir (Harris 1996). p53 bu islevlerini ya transkripsiyon faktorii olarak ilgili genlerin
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transkripsiyonlarini diizenleyerekveya diger proteinler ile veya dogrudan DNA ile
fiziksel olarak etkilesime girerek gerceklestirmektedir (Kogak ve ark. 2011). p53 proteini,
hiicrenin yasamasi veya dlmesi ile ilgili yolaklarda merkezi konumda bulunmakta olup,
hiicrenin mevcut durumuna gore yasamasina veya Olmesine karar veren en Onemli
proteinlerden biridir (Velculescu ve El-Deiry 1996). Hiicrede gergeklesen hasara bagl
olarak p53 proteini kararli hale gelir ve hiicre dongiisiinii durdurur. Boylelikle hiicrede
hasarin tamiri yapilir. Hasarin tamiri miimkiin degilse hiicreyi apoptoza yoneltir(Kogak
ve ark. 2011).

p53 proteini hiicre hasar1 olustugunda, bir transkripsiyon faktorii olarak DNA’ya
baglanir ve p21 (WAF2/Cipl) gen ekspresyon seviyesini uyarir. p21 proteini, hiicre
dongiisiiniin GO/G1 evresinde gorevli siklin bagimli kinazlarin iglevini engelleyerek,
hiicre dongiisiinii G1 sathasinda durdurur (Harris 1996). Eger hasar tamir edilemezse, p53
proteini BCL-2 interacting killer (Bik) proteinini indiikleyerek hiicreyi apoptoza yoneltir
(Mates ve ark. 2008).

Bik proteini, Bcl-2 protein ailesinin, pro-apoptotik etkiye sahip, sadece BH-3
homoloji bolgesini iceren iiyelerindendir (Willis ve Adams 2005, Chinnadurai ve ark.
2008). Hiicrelerde genotoksik stres ve p53 overekspresyonu gibi stres durumlarina cevap
olarak uyarilir (Mathai ve ark. 2005). Bik proteininin p53 araciligiyla indiiklenmesi,
mitokondriyal apoptotik yolagin ileri asamalar1 i¢in 6nemlidir. Aktiflesen Bik, sitokrom
¢’nin sitoplazmaya salinmasini ve kaspaz-3 aktivasyonuyla sonug¢lanan intrinsik yolagin

aktiflesmesini saglar (Mates ve ark. 2008)(Sekil 12 ve Sekil 13).
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Sekil 12. intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yolaklar (Tait ve Green 2010)
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Sekil 13. Apoptozis Mekanizmalar1 (Hentgartner MO, 2000)
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Sekil 14. Apoptozom olusumu (Yan N ve Shi Y, 2005)

Sitokrom c, apaf-1’i aktive eder ve ATP varliginda, multimerik kompleks olan
apoptozomu olusturur. Sitokrom c, mitokondriyal elektron iletim sisteminin énemli bir
pargasidir. Mitokondri i¢ ve dis membranin arasinda bulunur. Kaspaz aktivasyonununda

gecerli bir kofaktordiir. Bel2 ailesi proteinlerin salinimini saglar (Yan N ve Shi Y, 2005).

2.2.3.Spermatogenez ve Apoptoz
Spermatogenez esnasinda hiicre gelisimi ve farklilagmasina ilave olarak germ hiicre
6liimii de goriiliir ve bu spermatozoa olusumunda 6nemli fonksiyona sahiptir. Sonucunda
spermatozoa potansiyel sayisi yaklasik olarak %75°1 kadar azalir. Testikiiler germ hiicre
apoptozu fizyolojik ve devamli olarak meydana gelir (Seli E ve Sakkas D, 2005).
Apoptozun normal spermatogenez siirecinde iki 6nemli fonksiyonu vardir. Bunlardan
birincisi, Sertoli hiicreleri araciligiyla desteklenebilecek sayida germ hiicre
popiilasyonunu siirlandirmak, ikincisi de anormal spermatozoanin azaltilmasinda segici

rol oynamaktir (Host E ve ark., 2001;Sakkas D ve Moffat 0,2002). Spermatozoada
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apoptozun varlig1 yapilan aragtirmalarda (Sun JG ve ark., 1997, Lopes S ve ark., 1998,
Sakkas D ve ark., 1999, Irvine DS, 2000) bircok arastirmaci tarafindan belirlenmistir.
(Sun JG ve ark., 1997; Lopes S, 1998; Sakkas D ve ark., 1999; 2002; Lachaud C ve ark.,
2004; Moustafa M.H ve ark., 2004). Bu arastiricilar somatik hiicredeki kapsamli DNA
hasaria neden olan endojen endoniikleazlarin aktivasyonu ile iireme havuzundan defektli
germ hiicrelerinin eliminasyonu gergeklestirecegi goriisiindedir. Sakkas ve arkadaslari
apoptotik eliminasyon hatasi sonucu ejakulattaki spermatozoonda belirtilen apoptozu
‘abortif apoptoz’ olarak adlandirmistir. Yazarlar bu hiicrelerin apoptozdan kactigini 6ne
stirmiislerdir (Sakkas D ve ark., 1999; Sakkas D ve Moffat O, 2002 ; Aziz N ve ark.,
2007). Apoptozun spermatogenez kontrol sistemlerinin ¢alismamasinin - sonucu
olabilecegi gortsleri de literatiirde mevcuttur (Aitken RJ ve Krausz C, 2001). Yapilan bir
aragtirmada DNA karsisinda apoptozun, hatali genetik kodun embriyoya geg¢mesini
engelleyen son basamak oldugu konusunda goriis bildirilmistir (Singh NP ve ark.,
2003).Erkek iireme sisteminde lokositlerin etkisi fazladir, fakat seminal 16kositlerin islevi
hala netlik kazanamamustir. Urogenital kanallarda enfeksiyon gézlenmediginde; seminal
16kositlerin asil fonksiyonlarindan birizar , apoptotik spermatozoalar1 yok etmek olabilir
(Ricci G ve ark., 2002). Spermatozoa apoptozu ve spermatozoa DNA’sinda hasar, erkek
infertilitesinin potansiyel belirleyicileri olarak kabul edilir. Apoptozla ortaya ¢ikan germ
hiicre kayb1, spermatogenez sirasinda olusur. p53, p21, CD95 (Sakkas D ve ark., 1999) ,
kaspaz-3 (Weng SH ve ark., 2002; Paasch U ve ark., 2003), kaspaz 1-8 (Paasch U ve
ark., 2003), Bcl1-2 , Bcel xL (Cayli S ve ark., 2004, Seli E ve Sakkas D, 2005) ve Fas
diizeyleri gibi farkli yollarla saptanabilmektedir. Son arastirmalar antiapoptotik rol
sergileyen ve spermatozoa matiirite isareti olarak kabul edilen HspA2 adli protein ve
erkek fertilitesi tlizerinde yogunlasmistir. Ist soku proteini A2 (Heat-shock protein,
HspA2) bir spermatozoa matiirite isareti olan Hsp70 saperon protein ailesinin tiyesi testis
spesifik bir proteindir. Hsp70-2 bloke edilen farelerde mayoz duraksamasina ek olarak
karekteristik apoptotik DNA patern bozulmasiyla germ hiicre apoptoz artig1 goriiliir.
Yapilan arastirmalarda testiste HspA2 gen ekspresyonu oligozoospermik grupta
normozoospermik gruba gore daha diisiik bulunmustur (Cedenho AP ve ark., 2006). Insan
ejakulatinda diigiik seviyede HspA2 tespit edilmistir. Hsp70’in apopitoziste calisma
mekanizmasi, apoptotik enzimler olan kaspaz-3 ve-9’un salinmasiyla gerceklesir.

Boylece HspA2, apopitotik siirecin olasi bir inhibitoriidiir (Huszar G ve ark., 2000)
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2.3. Is1 Sok Proteinleri (Heat Shock Proteins)

Ik kez kesfi, 1962 yilinda F. Ritossa tarafindan tarafindan yapilmistir. Is1 Sok
Proteinleri (HSP), 30 dakika siireyle 37°C 1siya maruz birakilip; daha sonra 25°C 1siya
diisiiriilen Drosophila Melanogaster (sirke sinegi) tiikriik bezi hiicrelerindeki
kromozomal kiimelenmelerde tanimlanmistir (Milani ve ark., 2002). Sonrasinda birgok
arastirmaci, HSP'lerin prokaryotlar, mayalar ve bitkilerden ©karyotlara kadar biitiin
organizmalarda bulunan yiiksek derecede korunmus bir protein ailesi oldugunu
belirlemistir (Milani ve ark., 2002).

Rat embriyo hiicre kiiltiiriinde yapilan bir ¢aligmada, hiicre i¢i molekiiller olarak
bulunan HSP' lerin hiicre disina da salindig1 belirtilmistir (Hightower LE ve Guidon PT,
1989). HSP'lerin kesfinden sonra; iskemi, hipoksi, basing artisi, agir metaller, serbest
oksijen radikalleri, protein kinaz C, etanol, aminoasit ve glukoz analoglari, inflamasyon,
sodyum arsenit, sitokinler ve enfeksiyon varlig1 gibi stresin yogun oldugu durumlarda
HSP artis1 gézlenmistir. HSP ekspresyonunun artisi, biiyiime, gelisme ve farklilagsma gibi
normal fizyolojik durumlarda da uyarilabilir (Rylander MN ve ark., 2005, Terzioglu E,
1999).

Is1 sok proteinleri genel olarak molekiil agirliklarina gore adlandirilirlar. Her bir
HSP bir ¢ok 6zellesmis fonksiyona sahiptir ve hiicre i¢inde ¢esitli lokalizasyonlarda
bulunurlar (Rylander MN ve ark., 2005) (Tablo 5). Is1 sok proteinleri, hiicre i¢inde,
saperonluk olarak tanimlanan, hiicre i¢i polipeptitlerin tasinmasi, katlanmasi, baglanmasi
ve yikilmasi ile oligomerik proteinlerin toplanma, birlesme ve ayrilmasinda gorev alirlar
(Pockley AG, 2003).

HSP’lerin saperon aktivitelerine ek olarak, ¢ok sayida koruyucu islevleri de
vardir. Ozellikle HSP70 ve HSP27°nin apoptozisi engelledigi ve bdylelikle dldiiriicii
uyarilara maruz kalan hiicrelerde sagkalimi arttirdig: tespit edilmistir (Rylander MN ve
ark., 2005).

47



Is1 sok faktorleri 1s1 sok elementi (HSE) olarak bilinen hedef DNA dizilerinin
taninmasindan sorumludur. Normal sartlar altinda HSF’ler HSP’lere baglidir ve aktif
degildir. Is1 soku gibi stres mevcudiyetinde, HSF’ler HSP’lerden ayrilir, protein kinaz
veya diger serin/treonin kinazlar HSF’leri fosforile eder, sitozolde HSF’lerin trimer
formlar1 olusur. Daha sonrabu HSF timerleri niikleusa transloke olur ve HSP70 genindeki
HSE sekanslarina baglanir. Baglanmay1 takiben HSF’ler asetilasyona ugrar ve HSP
MRNA transkripsiyonu gerceklesir. Yeni sentezlenen HSP mRNA’lari niikleustan
sitoplazmaya ¢ikar vesitoplazma iginde yeni HSP proteinleri sentezlenir. Is1 soku yaniti,
stres kosullarinin ortadan kalkmasindan sonra HSP’lerin yeniden HSF’ye baglanip onu

inaktif halde tutmasiyla sonlandirilmis olur (Pirkkala Lve ark.,2001).
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Tablo 5. HSP ailelerinin hiicredeki lokalizasyonu ve fonksiyonlar1 (Rylander MN ve ark., 2005)

Saperon Hiicre ici
HSP Ailesi ve iiyeleri . Hiicre ici fonksiyonlari
Uyeleri lokalizasyonlar:
Hiicre biiylimesinde rolii
Hiicre
) iskeletistabilizasyonu ve
Kiigiik HSP ailesi HSP27 Sitoplazma
) aktin dinamiginin
aA ve oB Sitoplazma
o saglanmasi
cristalinler S o
Polipeptit birikmesini
onler
Hsp70 aktivitesinin
HSP40 HSP40 Sitoplazma/Niikleus diizenlenmesi, kollojenin
Mitokondri islenmesi veya sekresyonu
HSP60 . d
HSP60 Mitokondri Proteinlerin diizgiin
katlanmasi
katlanmamuisg yapilarin
HSC70 Sitoplazma/Niikleus . ] )
stabilize edilmesi;
HSP70 HSP70 Sitoplazma/Niikleus o
) . . immiinoglobinlerin
Big-GRP78 | Endoplazmik Retikulum
. . birlestirilmesi;protein
GRP75 Mitokondri
salgisi;Termotolerans
. Termotolerans
HSP90 HSP90 Sitoplazma
) Denatiire proteinlerin
HSP100 HSP104 Sitoplazma
) ] birikimini dnler
GRP94 Endoplazmik Retikulum
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HSPG60

HSP60 (60-kDa HSP) ailesi, ¢ogunlugunu olusturan mt-HSP60 ve %15 kadar1 da
st-HSP60’dan meydana gelmektedir. st-HSP60 aktin ve tiibiilin gibi hiicre iskeleti
proteinlerin katlanmalarinda rol oynar (Gupta S ve Knowlton AA, 2002). HSP60,
mitokondriyal proteindir ve sitozolde 6nemli miktarda bulunur. Kalpte, bu sitosolik
HSP60, Bax, Bak ve Bcl-XL ile kompleks olusturur, ancak Bcl-2 ile kompleks
olusturmaz.HSP60 ekspresyonundaki azalma apoptozu hizlandirir, ancak mitokondriyal
fonksiyonunu degistirmez. HSP60'in ayrica pro-kaspaz3 parcalanmasini hizlandirdigi
tespit edilmistir. Bu nedenle, HSP60 hiicrede apoptozda karmasik bir role sahiptir.
Normal sartlar altinda Bax'a baglanmasi, apoptozda 6nemli bir diizenleyici rolii oldugunu
diistindiirmektedir (Gupta S ve Knowlton A A, 2005).
HSP60 ve Bax, sitozolde bir kompleks olusturur. Hipoksi sirasinda bu kompleks ayrilir,
Bax mitokondriye tasinir ve HSP60 plazma modiiline tasinir. Bax'in mitokondriye
hareketi, sitokrom c'nin salinmasina ve asagi akis kaspaz kaskadinin aktivasyonuna neden
olur. Anlasilir olmasi i¢in sadece Bax gosterilir, ancak hem Bak hem de Bcl-XL'nin
sitosol i¢indeki HSP60 ile de kompleks oldugu gosterilmistir(Gupta S ve Knowlton A A,
2005) (Sekil 15).

/ BAX _P60
HSP60
APOPTOSIS

&m%b INDUCING
STRESS

HSP60
HSPG&0 PAX jil/v\l\g HSPG&0
HSPG&0
CYTOPLASM MITOCHONDRION

Sekil 15. HSP60 ve BAX ve apoptozu indiikleyen stresin etkisi
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HSP70

HSP70, biitiin HSP ailelerinin i¢inde en ¢ok arastirma yapilmis olan proteindir.
Sitozolik HSP70 temel olarak iki formda bulunur: stresle diizeyi artan HSP72 (HSP70
olarak bilinir) ve konstitiitif olan HSP73. HSP70’in en farkli 6zelliklerinden biri de
HSP60 ile birlikte hiicre dis1 ortamda bulunabilmesidir (Otaka M, ve ark., 2006).

Protein katlanmasindaki gérevleri iginde, yeni liretilen proteinlerin katlanmasi,
yanlis katlanmis ya da agregasyona ugramis proteinlerin yeniden katlanmasi, salgisal
proteinlerin hiicre zarmna translokasyonu ve diizenleyici proteinlerin aktivitelerinin
kontrolii vardir. HSP70 bu etkilerini ATP vasitasiyla peptidlerin hidrofobik segmentleri
ile etkileserek gostermektedir (Mayer MP ve Bukau B, 2005). HSP70 faaliyetlerinin
regililasyonu HSP70 gen kontrolii, ko-saperoniliskileri ve diger saperon sistemlerle iliski
halinde olmalar1 ile diizenlenir. Yeni iiretilen proteinlerin ¢ékmesini kosaperon olan J-
domain protein (JDP) ile beraber koordine ederler (Mayer MP ve Bukau B, 2005). Bu
kompleks, yeni iiretilen proteini hidrofobik uglarindan sararak hiicre i¢i etkilesimlere
kars1 korur. Bu oOzellik sadece HSP 70 ailesine aittir. Yapilan arastirmalarda ¢oken
proteinlerin HSP70-HSP100 isbirligi ile ¢oziilebilir hale getirildigi ve sonra tekrar
katlanmaya ugradiklar1 tesbit edilmistir (Mayer MP ve Bukau B, 2005).
HSP70 hiicresel protein metabolizmasini diizenlemek i¢in polipeptid baglayici olarak rol
oynar (Shaner L ve Morano KA, 2007). HSP70 1s1 sokunun, apoptotik uyarinin, timor
nekroz faktoriiniin, bliylime faktorii yoklugunun, oksidatif stresin, kemoterapik ajanlarin,
seramid ve radyasyonun etkilerine karsi hiicreleri korur. HSP70, 1s1 sokunda ya da
seramid uyarilmali apoptoziste kaspaz-3 ve SAPK/INK aktivasyonunu engeller (Fan CY
ve ark., 2003). HSP70’in bu hiicreyi koruyucu ozellikleri sebebiyle kanser
arastirmalarinda HSP70 inhibitorlerine olan alaka son zamanlarda artmistir. HSP70’in
bazi onemli gorevleri arasinda hiicresel kompartmanlar icine proteinlerin tasinmasi,
sitozol, mitokondri ve endoplazmik retikulumda proteinlerin katlanmasi, stabil olmayan
proteinlerin yikimi, protein komplekslerinin bozulmasi, diizenleyici proteinlerin
kontrolii, hatali katlanmis proteinlerin geri katlanmasi, mitokondri i¢ine 6ncii proteinlerin

translokasyonu siralanabilir (Li CY ve ark., 2000).
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HSP90

HSP90, hiicredeki biitiin proteinlerin % 1-2’sini meydana getiren etkili bir
saperon molekiiliidiir (Banerji U, 2009). Endoplazmik retikulumda en ¢ok bulunan 1s1 sok
proteinidir. Insanlarda, sitoplazma igerisinde HSP90-a ve HSP90-B olmak iizere iki
formu vardir. HSP90 molekiiler yap1 bakimindan 3 etkili bolgeden olusur; 1) ATP
baglayan NH2-terminal bdlge (24-28 kDa), 2) Istemci protein baglayan orta bdlge (38-
44 kDa), 3) Dimerizasyondan sorumlu -COOH terminal bolgesi (11-15 kDa) (Banerji U,
2009). HSP90 benzeri proteinler ligand eksikliginde hormon reseptdr baglayict etki
gosterirler. Bu molekiiller steroid reseptorlerine baglanarak, steroid reseptorlerin niikleer
DNA’ya baglanmasini inhibe ederler. Boylelikle steroid reseptorler ile DNA arasinda
zamanindan 6nce olusacak bir etkilesim 6nlenmis olur (Russell R ve ark., 1999).

HSP27

HSP27 (27-kDa HSP), kii¢iilk HSP ailesinin bir iiyesidir (Leonardi R ve ark.,
2001).Genel olarak 12-43 kDa agirhiginda olan bu grup ozellikle insan g6z lensinde
bulunan a-crystallin ile yapisal benzerlik gosterir (Sun Y, Mcrae TH, 2005;Nakamoto H.
ve Vigh L, 2007). Her ne kadar bir ¢cok molekiil bu gruba dahil olsa da ortak noktalar1 a-
crystallin domaini adi verilen 100 aminoasitlik ortak bir yapi icermeleridir. Hem
sitoplazma hem de niikleusta yer alir. Bu protein, termotoleransin yani sira epitel
hiicrelerinin ~ diferansiyasyonunun diizenlenmesinde, yara iyilesmesi sirasinda
keratinositlerin migrasyonunda, apoptozisin engellenmesinde ve hiicrelerin enflamatuvar
mediyatorlerin sitotoksisitesinden korunmasinda rol oynamaktadir (Leonardi R ve ark.,
2001; Takahashi-Horiuchi Y ve ark., 2008). Hiicrenin birgok degisik bolgesinde
yerlesmislerdir ve degisik gorevleri vardir. Daha ¢ok hiicre iskelet yapisi ve zarlarla
etkileserek koruyucu olarak gorev yaparlar.

Kiictik HSP'ler molekiiler saperonlar arasinda en ¢esitli yapidadir. HSP27 yiiksek
oranda korunmus bir a-kristalin alan1 igerir. Insanlarda o-kristalin alan1 dimer
olusumunda 6nemli bir rol oynar. a-kristalin yapis1 dinamiktir ve stresli kosullar altinda
hizli alt birim degisiminden etkilenir. (Choi S K ve ark., 2019) HSP27, hiicrelerde
multimerik kompleksler olusturmak ve denatiire veya toplanmis proteinleri stabilize
etmek ve orijinal hallerine dondiirmek igin bir saperon gorevi goriir. HSP27 ve
monomerik formun oligomerik konformasyonu dinamik olarak meydana geldiginden,
protein homeostazi i¢in oligomerlerin veya monomerlerin gerekli olup olmadigini ve ne

yaptiklarini belirlemek i¢in daha fazla arastirmaya ihtiyac vardir.
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HSP27, sHSP’lerden farklidir, ¢iinkii kovalent disiilfiir bagli homodimerler olusturabilir
( Bagneris ve ark., 2009; Hochberg ve ark., 2014). Onceki calismalar, hiicresel stres
kosullar1 altinda ( Almeida-Souza ve ark., 2010 ), hiicrede Hsp27'nin disiilfiir bagl
dimerlerinin olusabilecegini gostermistir. Bu kosullar altinda, Hsp27'min kuaterner
dinamikleri o-B-kristaline gore onemli Ol¢iide farklilik gosterebilir, ¢linkii Hsp27'min
degisimi o-f-kristalin i¢in daha kolay, kovalent olmayan monomer degisiminin aksine
kovalent baglh bir dimer formundadir ( Baldwin ve ark., 2011). Hsp27'nin N-terminal
bolgesi, ¢cok sayida serin rezidiisiinde in vivo fosforilasyona ugrar (Ito ve ark., 1997;
Lambert ve ark., 1999 , Arrigo, 2011) ve 15, 78 ve 82 MAPKAPK-2 ve MAPKAPK-3
kinazlar fosforilasyona aracilik eder ( Arrigo, 2011 , Landry ve ark., 1992 ). Bu
bolgelerdeki fosforilasyon, hiicresel stres tarafindan indiiklenir ve bdylece bu serin
tortularinin {igiinde veya HSP27'defosforile edildiginde HSP27'nin kuaterner yapisinda
degisikliklere yol agar ( Lambert ve ark., 1999).

HSP27'nin fosfo-uyarici formlari, oligomer boyutunda bir azalma ( Lambert ve ark., 1999
), gelistirilmis saperon aktivitesi ve T4L lizoziminin stabilize olmayan formlarina
baglanma kabiliyetinin arttigini1 gosterir ( Hayes ve ark., 2009 , McDonald ve ark., 2012
, Rogalla ve digerleri, 1999, Shashidharamurthy ve ark., 2005 ). Bununla birlikte, bugiine
kadar bu ii¢ serin rezidiisiiniin her birinde fosforilasyonun HSP27 oligomer boyutu,
oligomer dagilim1 ve saperon fonksiyonu tizerindeki spesifik etkileri tizerine kapsamli bir
arastirma yapilmamistir.

X-151n1 analizi HSP27'nin kristalin alanini ortaya ¢ikarmistir; bununla birlikte, HSP27'nin
oligomerik proteininin kararl bir kristalini elde etmek zor oldugu i¢in tiim molekiiler yap1
hala bilinmemektedir. Bu nedenle, HSP27'nin amino asit dizisinden ikincil bir yap1
sarmal1 ve 1pligi ¢ikarilmistir. Tam bir {igiinciil yap1 heniiz elde edilmemistir(Choi S K ve
ark., 2019). HSP27 zayif korunmus, diizensiz N-terminaline ve olduk¢a esnek, degisken
C-terminaline sahiptir. HSP27'nin yapisint pH ve sicaklik gibi kosullara bagl olarak
degistirmesi muhtemeldir. Cok 6zel kosullar altinda ii¢linciil bir yapi elde etmek miimkiin
olabilir. a-kristalin yapisi oligomerizasyon ve ¢oziiniirliik i¢in énemlidir. HSP27, protein
katlama-yeniden katlama mekanizmalarinda yer alan ATP'den bagimsiz bir molekiiler
saperondur(Choi S K ve ark., 2019)(Sekil 16).HSP27, hiicrelerde ve dokularda bazal
seviyelerde bulunur ve biiyiik oligomerler seklinde diizenlenir (Lelj-Garolla B ve Mauk
AG,2006).
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Is1 artig1, oksidatif stres ve diger tlim ekstraseliiler stres ajanlarinin varliginda, p38
mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (P38MAPK) kaskadi stimiile edilir. Bunu takiben
MAPKAP kinase 2 ve 3 aktive olur ve HSP27 N-ucunda yer alan ii¢ serin rezidii
sayesinde fosforilasyona ugrar.HSP27 esas olarak 3 bolgede, yani Serl5, Ser78 ve
Ser82'de fosforile edilir ve fosforilasyon, protein kinaz C (PKC) B, hiicre dis1 sinyal
diizenlenmis kinaz (ERK) dahil ¢esitli protein kinazlar tarafindan katalize edilir (A.P.
Arrigo ve ark., 2005).Bu sekilde strese hizlica yanit olusturulur. Son c¢aligmalar
Hsp27’nin protein kinaz C’nin delta izoformu tarafindan da fosforillenebilecegini

gostermistir(Ebrahimi M ve ark., 2009)(Sekil 16).
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Sekil 16. HSP27’nin yapisi(Choi S K ve ark., 2019)

HSP27'nin yapisi, N-terminal alani, o-kristalin alan1 ve C-terminal alanindan
olusur.N-terminal alani, biiyiik oligomerizasyon icin gerekli olan bir WDPF motifi
igerir. C-terminal alanu, tiirler arasinda yiiksek oranda korunan ve kii¢iik oligomerizasyon
olusumunda rol oynayan bir a-kristalin motifi i¢erir. HSP27’nin fosforilasyon alanlar;
S15, S78, S82 ve T143 olarak belirtilir. S15, p38 mitojenle aktiflestirilen protein kinaz
(MAPK) ile aktiflestirilmis protein kinaz 2 (MK2) ve 3 (MK3) ve protein kinaz C (PKC)
ile fosforile edilebilir. S78, MK2, MK3, ribozomal S6 kinaz (p70RSK), PKC ve protein
kinaz G (PKG) ile fosforile edilebilir. S82, MK2, MK3, p70RSK, protein kinaz B (PKB),
protein kinaz D (PKD) ve PKG ile fosforile edilebilir(Choi S K ve ark., 2019) (Sekil 16).
Daha once yapilan ¢aligmalarda S78 ve S82'nin HSP27'nin oligomerizasyonunda rol
aldig1, ancak S15'in etkilerinin az oldugu belirlenmistir (Lambert H ve ark., 1999; Gusev
N B ve ark., 2002).

HSP27, 1000 kDa'ya kadar oligomerler olusturabilir ki bu, istemci proteinin

yetkin, baglayici bir durumu olan HSP27'nin saperon aktivitesini modiile etmede merkezi
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bir rol oynayan ¢ok dinamik bir siirectir (Katsogiannou, M ve ark, 2014) (Sekil 17). Son
caligmalara gore, HSP27'nin dimerik formu, diger istemci proteinlere artan baglanma ile
kendini gosteren saperon aktivitesinin merkezinde yer almaktadir (Freilich R ve ark.,
2018) HSP27'nin ani ve gegici fosforilasyonunun kanser hiicrelerinde kemoresans

baslattig1 bildirilmektedir (Stope M B ve ark., 2014)
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Sekil 17. HSP27°nin komformasyonel yapisi(Choi S K ve ark., 2019).

Fosforilasyon farkli durumlar arasinda konformasyonel yapisal degisime neden
olmustur. HSP27,  fosforlanmamis  oldugunda  biiyiikk  oligomerler  olarak
bulunur. Mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) yolundaki spesifik serin
kalintilarinda, HSP27 daha kiigiik oligomerlere gecer. HSP27 konformasyonel yapisi
aktif olarak degisir ve proteostazin korunmasina katkida bulunur(Choi S K ve ark., 2019).
Kiigiik HSP’ler saperon etkilerini ve ¢oziiniirliiklerini molekiillerindeki serbest karboksil
u¢ sayesinde korurlar (Sun Y, Mcrae TH, 2005). Yine aymi karboksil grup kiiciik
HSP’lerin birbirine baglanmasimi saglar. Kiiciik HSP okaryotlarin mikrofilaman,
mikrotiibiil ve aktin gibi hiicre iskelet yapilarin ve a-crystallin ile etkileserek bu yapilarin
151, oksidatif stres ve kimyasal ajanlara karsi korunmasini saglarlar. HSP27, HSP25,
HSPB9 ve HSP20’nin stres durumunda hiicre ¢ekirdegine gectigi gosterilmis, ancak bu
molekiillerin transkripsiyon faktorii olarak mu1 bir fonksiyona sahip olduklari, ya da
cekirdeke¢igi mi koruduklari tam olarak aydinlatilamamustir (Leonardi R ve ark., 2001).
Mutasyona ugramis formlar1 ise Parkinson ve Alzhemier hastaliginin patofizyolojisinde
rol oynar. Kanserlerde timdriin agresifligini azaltirlar ancak kemoterapiye direng
gelisiminde de rol oynamaktadirlar. Is1 ile dnceden indiiklenen bu gruba ait HSP’ler kalp,
beyin ve bobrekte iskemi- reperfiizyon hasarina karst koruyucudurlar. HSP27 ve 32’nin

intestinal hiicrelerde iskemi-reperfiizyon hasarina karsi koruyucu oldugu gosterilmistir
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(Leonardi R ve ark., 2001). Is1 denatiirasyonu karsisinda enzimleri koruma yetenegine
sahiptir (Liberek K ve ark., 2008).

Intraseliiler HSP27 diger saperonlar gibi 1s1 ve benzeri stres kosullar1 altinda
ekspresyon diizeyini arttirir ve hiicrede proteinlerin dogru katlanmasina yardimci olarak
agregasyonlar1 6nlemede rol alir.HSP27, bir protein saperonu ve bir antioksidan olarak
islev géren, apoptozun engellenmesi ve aktin hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesinde
rol oynayan bir proteindir(Jakob U ve ark., 1993).

Stres altindaki hiicrede birka¢ dakika icerisinde artmis fosforilasyon diizeyi
gosterilebilir. Stres ajani1 ortadan kalktiginda ise molekiil hizlica en basit formuna geri
doner. Ayrica hiicre biiylime ve farklilagsmasinda kritik basamaklarda ani ve hizli ifade
artist da gozlenmistir. Fosforilasyondan sonra HSP27 kendini daha kiiglik oligomerler,
siklikla dimerler ve tetramerler halinde yeniden diizenler ve diger proteinlerle etkilesime
girebilir (Charette SJ ve Landry J, 2000). Fosforilasyon durumundaki bu basit degisiklik,
HSP27'nin fonksiyonlarinin ¢ogunu diizenler ( Vidyasagar A ve ark., 2012). Ornegin,
Fas-FasL aracili apoptoz sirasinda, DAXX'" baglayan ve bdylece DAXX'in Askl'e
baglanmasini ve takiben apoptoz kaskadini bloke etmesini 6nleyen fosforile HSP27'dir (
Rogalla T ve ark., 1999). Aktin filament regiilasyonu durumunda, HSP27’nin
fosforilasyon durumu ¢ift role sahiptir. Fosforile HSP27, filament dejenerasyonunu énler
ve polimerizasyonu destekler, fosforlanmamis HSP27 ise aktin kapama proteini olarak
islev goriir (Huot J ve ark., 1996; Guay J ve ark., 1997).

Alfa-kristalin domeynlerin karsilikli etkilesimleri HSP27 dimerizasyonunu
saglar ve ardindan N-ucu domeyni araciligiyla HSP27 hiicrede dinamik homo-
oligomerler olusturur. Bu multimerik kompleksler ATP-bagimsiz olarak yanlis katlanan
proteinlerin agregasyonunu onler ve onlar1 dogru katlanma i¢in Hsp70 gibi daha biiyiik
saperonlara yonlendirir (Arrigo, 2017). HSP27 N-ucu fosforilasyonu oligomerizasyon
stirecini tersine ¢evirir ve HSP27 dimerlerinin oranini arttirir. Ancak siirecin ¢ok dinamik
olmasi sebebiyleHSP27’nin asil saperon fonksiyonunu hangi agamada gosterdigi {izerine
literatiirde ¢eliskili yayinlar mevcuttur (Rogalla ve ark., 1999; Jovcevski ve ark.,
2015).Buna ragmen,HSP27’nin en gii¢lii saperon aktivitesini fosforile dimer asamasinda

iken gosterdigine dair kanitlar daha giiclii gériinmektedir (Jovcevski ve ark., 2015).

HSP27 ile ilgili yapilan son arastirmalarda, proteinin 1s1 sokundan baska hiicresel

stres kosullarina da cevap verdigi ortaya ¢ikarilmistir. Hiicre ici glutatyon diizeylerini
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yiikselterek ve hiicre i¢i demir diizeylerini diistirerek reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
diizeylerini disiirerek bir antioksidan islevi gortir (Arrigo AP ve ark., 2005). HSP27,
apoptozun hem mitokondriyal bagimli hem de bagimsiz yollariyla etkilesime girerek
kimyasal stres kosullar1 altinda bir anti-apoptotik ajan olarak gorev alir.

Ekstraselliiler HSP27°nin hiicre disinda iistlendigi gorevler heniiz tam anlamiyla
ortaya konulamamis olsa da, bugiine dek yapilan ¢alismalar eHSP27’nin Toll-benzeri
reseptorlerle (TLR) etkilesip bu sinyal iletim yolagini aktive ederek sitokin salinimim
uyardigini ve immiin yamt1 diizenledigini gostermistir (Batulan ve ark., 2016). insan
makrofajlartyla yapilan bir arastirmada rekombinant eHSP27’ye maruz birakilan
makrofajlarda artmig NF-kB transkripsiyonel aktivasyonu ve buna bagli olarak hem pro-
(IL-1B, TNF-a) hem de anti-inflamatuvar (IL-10, GM-CSF) sitokinlerin ekspresyonunda
artis gozlemlenmistir (Salari ve ark., 2013). Sahip oldugu bu immiin diizenleyici
fonksiyonun, eHSP27°nin 6zellikle ateroskleroz gelisimine karsi gosterdigi koruyucu
etkiye 6nemli bir katki sagladig: diisiiniilmektedir. Immiin etki disinda eHSP27nin yine
TLR sinyal iletim yolagi ve NF-«kB aktivasyonu iizerinden ICAM-1, MCP-1 ve VEGF
gibi proteinlerin ekspresyonunda artisa neden olarak vaskiiler endotelyal hiicre
migrasyonu ve proliferasyonunda rol oynadigi bildirilmistir (Thurinfer ve ark., 2013; Jin
ve ark., 2014).
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Sekil 18.HSP27'nin baz1 hastalik mekanizmalarindaki fonksiyonlar1 (Vidyasagar A ve ark., 2012)

Kanser hiicrelerinde ¢ok miktarda bulunurlar ve tiimér olusumunda majér rol
oynarlar. Ote yandan HSP27°nin yiiksek ifadelenmesi genotoksik ilaglar ve oksidanlar
tarafindan senesensin baskilanmasiyla sonuglanir. Burada HSP27°nin rolii Hsp70’e
benzemektedir. HSP27’nin antiapoptotik ve antisenesentik etkilerinin yani sira bu
saperon metastaz ve hiicre gociinde de major rol oynar. HSP27 nin hiicre gogiindeki roli
aktin hiicre iskeletiyle etkilesimiyle agiklanir. HSP27°nin periapikal enflamatuvar
lezyonlarda ve liken planusta epitel hiicrelerinden lokal olarak salindig1 gosterilmistir
(Sugerman PBve ark., 1995; Suzuki T ve ark., 2002; Tavassol F ve ark., 2008).
Iyilesmekte olan yara dokusu, 6zefajit ve bazi deri lezyonlarinda da HSP27 ekspresyonu
artis gostermektedir. Bu durum HSP27’nin yiiksek ekspresyonunun enflamatuvar stresli
durumlara kars1 koruyucu fonksiyon gosterebilecegini isaret etmektedir (Tavassol F ve

ark., 2008). HSP27’ nin ekspresyonu malign veya preneoplastik lezyonlarin malign
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transformasyonuyla iliskilidir, fakat bu ekspresyon diizeyi hiicre tipleri ve dokular
arasinda farklilik gostermektedir (Sugerman PBve ark., 1995; Ciocca DR ve Calderwood
SK, 2005). Leonardi ve arkadaslar1 (Leonard1 R ve ark., 2002) HSP27 ekspresyonunun
normal ve enflame oral mukoza epitelinde artis gosterdigini ancak oral displazide bu
ekspresyonun c¢ok diisiik seviyelerde tespit edildigini bildirmislerdir. Oral skuamoz
hiicreli karsinomada ise HSP27 ekspresyonunun zayif diferansiye alanlarda diisiik, iyi
diferansiye alanlarda yiiksek diizeyde bulundugunu belirtmislerdir. Displazide
HSP27°nin disiik ekspresyonu, bu dokulari mutojenik etkilere karsi daha hassas hale
getiriyor olabilir ve bu durum epitelyal displazinin skuamoz hiicreli karsinomaya
tranformasyonu olasiligin1 yiikseltebilir. Bu nedenle 6zefagusun skuamoz epitelinde
oldugu gibi oral mukozada da HSP27’nin bolca bulunmasi, oral mukozayi ¢esitli zararl
faktorlere karst koruyan hiicresel mekanizma olabilir. Sonug¢ olarak, bu proteinin
ekspresyon diizeyi malign transformasyon i¢in erken uyaran olabilir (Leonardi R ve ark.,
2002). Yiiksek HSP27 diizeyinin, meme kanseri ve over kanserlerinde kétii prognozla ve

kemoterapi rezistansi ile alakali olduguna dair ¢alismalar vardir (Mese H ve ark., 2002).
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2.3.2. Apoptoz, HSP27 ve Erkek Infertilitesinin Birlikte Degerlendirilmesi

Apoptozun spermatogenezde iki rolii vardir; birincisi germ hiicre popiilasyonunu
Sertoli hiicreleri tarafindan desteklenebilecek sayiya indirilmesi ve ikincisi anormal
spermatozoalarin secilerek yok edilmesidir. Yasam boyu apopitozis ile yaslanmis,
enfekte, hasarli veya mutasyona ugramis hiicreler segilerek yok edilmektedir. Normal
sartlarda erkek potansiyel germ hiicrelerinin yaklasik yarisi spermatogonia ve spermatosit
asamasinda yitirilmektedir. Apopitoz esnasinda hiicreler kii¢iiliir, hiicre zar1 parcalanir,
hiicre iskeleti tekrar dilizenlenir, niikleer yogunlagsma ve intraniikleosomal DNA
fragmantasyonu olugsur. DNA hasar1 ve par¢alanmasi, apoptotik hiicre 6liimiinli yansitan
en iyi biyokimyasal markerdir ve teshis amach kullanilmaktadir ( Kaufmann SH ve
Hengartner MO, 2001) (Sekil 19).
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Sekil 19. Erkek iireme sistemi tizerindeki apoptotik sistem(Mathur ve Cynthia, 2011)
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Is1 sok proteinleri kaspaz aktivasyonunu inhibe ederek apoptozu bloke edebilirler.
HSP27, HSP70, HSP60 ve HSP90’1n asir1 sentezlenmesi apoptozu engelleyebilir. Farkli
hiicre modellerinde HSP’lerin yanlis katlanmig proteinlerin birikmesini engelledigi ve
serbest radikaller ile DNA hasarina neden olan hiicresel stres durumlarinda apoptozu
inhibe ettikleri gosterilmistir. (Lanneau D ve ark., 2008)Bunun aksine HSP27, HSP70,
HSP60 ve HSP90’1n yeterli diizeyde sentezlenmemesi hiicrelerin apoptotik uyaranlara
duyarliligini artirir. Bazi hiicrelerde HSP70 kayb1 herhangi bir ek stres faktorii olmaksizin
kaspaz-3 aktivasyonu ile baslatilan apoptotik siire¢ i¢in yeterlidir. Boylece HSP’ler
dogrudan ya da dolayl olarak kaspaz aktivasyonunun modiilasyonu ile apoptozda gérev
almaktadir. HSP’ler intrinsik ve ekstrinsik apoptotik yollari, {i¢ noktada anahtar
proteinlerle etkilesime girerek bloke edebilir(Lanneau D ve ark., 2008). Bu noktalar;
mitokondriden dnceki siirecte Sinyal yollariin diizenlenmesi, mitokondride gergeklesen
apoptojenik molekiillerin salinmasinin kontrolii, post mitokondriyal siiregte apoptozom
olusumunun kontroliidiir (Lanneau D ve ark., 2008).Kiigiik HSP’ ler, en ¢ok da
HSP27,saperon aktivitesine ek olarak bir dizi fonksiyon sergiler. Kaspaz aktivasyonuna
midahale eder (Charette SJ ve ark., 2000).Oksidatif stresi modiile eder (Mehlen P ve ark.,
1996). Hiicre iskeletini diizenler. Oksidatif stres altinda sitokrom c¢ salinimini inhibe
ederek antiapopitotik etki gosterir. HSP’lerin apoptozu engelleme yetenekleri, ¢esitli
antikanser ilaclar ve diger uyaranlar tarafindan indiiklenir ve kanser terapisinin etkinligini
siirlayabilir (Jaattela M,, 1999).Apoptoz, fizyolojik bir siirectir, fakat asiriya kagmasi
durumunda sperm sayisinda azalma ve infertiliteye neden olabilmektedir. Bu durum
toksik kimyasallara ya da radyasyona maruziyet sonucunda da meydana gelmektedir
(Paasch U ve ark., 2004). Spesifik kaspaz proteinazlari(cysteinyl aspartate-specific
proteinases), apoptoz regiilasyonunda Onemli fonksiyona sahiptir. Seminifer tiibiil
epitelinde inaktif proenzimler olarak eksprese edilen ve proapopitotik sinyallerle aktive
olan bir¢ok proteinazin varhigr tespit edilmistir. Bunlardan kaspaz-3 en 6nemlisidir.
Kaspazlar tarafindan aktive edilen DNAaz’lar DNA fragmantasyonundan sorumludur.
Bcl-2 ailesi proteinleri (bcl-x, bcl-w, bax, bak, bid, bad), timdr stipresér p53 proteini,
niikleer faktor kappaB ve 1s1 sok proteinlerinin (HSP)apoptozu diizenlemede gorevli

olduklar1 gosterilmistir (Paasch U ve ark., 2004)
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Sekil 20. Apoptozun HSP27 ile diizenlenmesi (Mymrikov, E. V ve ark, 2011)

HSP27, sirasiyla kii¢iik veya biiyiik oligomerik formunun sitokrom C veya 6liim alani ile
iliskili proteine (DAXX) baglanmasi yoluyla hem intrinsik hem de ekstrinsik apoptotik
yolaklar1 inhibe eder. HSP27, BH3 etkilesen alan 6liim agonisti (BID) tarafindan aktive
edilen Bcl-2 ile iliskili X proteininin (BAX) aktivitesine bagli olarak kaspaz 9'u inhibe
eder. HSP27 ayrica protein kinaz C delta tipi (PKC 9) ile etkilesime girer ve kanser
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tedavisine direng gosterir. Ayrica, B hiicreleri inhibitori, alfa (Ikpa) iginde HSP27 ve
niikleer faktor kappa hafif polipeptid gen arttirici arasindaki etkilesim, aktif B hiicrelerinin
(NFkP) niikleer faktor kappa-hafif zincir arttiricisinin aktivasyonunda rol oynar
(Parcellier A ve ark., 2003). Hiicre iskeleti biitlinliigiinii korumak i¢in zorunlu olan ve
hiicre sag kalimimi desteklemeye yardimci olabilecek mikrotubiil aktin proteini ile
etkilesime girebilir (Choi S K ve ark., 2019) (Sekil 20).2008 yilinda yapilan bir ¢alismada
HSP27 ekspresyonu, immiinofloresan yontemleri kullanilarak 30 insan testikiiler biyopsi
orneginde (normal spermatogenez, olgunlagma arresti ve only-Sertoli cell sendromu, her
biri 10 vaka) incelenmistir (Adly M A ve ark., 2008). Biyopsiler infertilite arastirmasi
yapilan hastalardan elde edilmistir. Elde edilen sonuglar; normal spermatogenez gosteren
insan testislerinin seminifer epiteli hiicre tipine 6zgii HSP27 ekspresyonuna sahip
oldugunu, Sertoli hiicreleri, spermatogonia ve Leydig hiicrelerinin sitoplazmasinda
HSP27 ekspresyonunun kuvvetli oldugunu gostermistir. Olgunlasma arresti gosteren
testislerde, HSP27 ekspresyonu Sertoli hiicrelerinde kuvvetli, spermatogoniada zayif
cikmigtir.  Sertoli hiicrelerinde HSP27 ekspresyonu kuvvetli goézlenmis ancak
spermatidlerde ve Leydig hiicrelerinde hig tespit edilememistir (Adly M A ve ark., 2008).

Hatal1 genetik bilginin embriyoya gecmesini engelleyen son basamak apoptozdur.
Spermatozoa apoptozu, erkek infertilitesinin potansiyel belirleyicisidir.

HSP27 testis gelisimi ve spermatogenezin regiilasyonunda onemli bir igleve
sahiptir, ancak HSP27 ile infertilite iizerine ¢ok az ¢alisma yapilmistir. Bununla birlikte
idiyopatik erkek infertilitesi diinya ¢apinda biiyiik ve giincel bir problemdir ve tedavisi

icin yapilan caligsmalar heniiz yeterli bir diizeye ulasamamustir.
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3. MATERYAL-METOT

3.1 Materyal
Bu ¢alisma, Ondokuz May1s Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
B.30. 2. ODM.0.20.08/488 nolu izni ile gergeklestirilmistir (Ek 3).

3.1.1. Hastalarin Secimi

Yapilan tez ¢alismasia Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Uroloji Poliklinigine basvuran idiyopatik infertilite tanisi alan
oligoastenoteratozoospermik (OAT) erkekler dahil edildi. OAT tanisi, iiroloji kliniginde
yer alan androloji laboratuvarinda yapilan semen analiziyle konuldu. Literatiir taramalar1
dikkate alinarak yapilan gii¢ analizi hesaplamasina gore (%95 giiven ve %99,5 test giicii),
caligmaya yaslar1 20-50 arasinda degisen 20 hasta ve 20 saglikli (kontrol grubu) erkekler
dahil edildi. Kontrol grubuna son 2 yilda dogal yolla ¢ocuk sahibi olan fertil bireyler
katildi. Calismaya dahil olan her goniilliiye ¢alisma hakkinda bilgi verilerek etik kurul
tarafindan onaylanan *’Goniillii Olur Formu’’ imzalatildi (Ek 1). Muayene ve yapilan
testler sonucunda genetik bozukluklar, hormonal bozukluklar, varikosel, kriptorsidizm,
l6kositospermi ve diger lirogenital enfeksiyonlar, obstriiktif bozukluklar, testikiiler
kanser, kanser kemoterapisi oykiisii ve testikiiler travma teshisi konulan hastalar ¢alisma

dis1 birakildi.

3.1.2.Orneklerin Hazirlanmasi

Yapilan ¢alisma i¢in hastalardan ve kontrollerden 3-5 giinliik cinsel perhiz
sonrast steril semen toplama kaplara ejakiilatlar toplanarak semen analizi yapildi.
Analizden hemen sonra toplama kabindaki ornekler onceden etiketlenmis 15 ml’lik
tiiplere aktarildi ve 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Seminal plazmay1 iceren
slipernatant kismi alikotlanarak 1,5 mI’lik tiiplere aktarildi. Pellet ve siipernatant tiipleri

deney asamasina kadar -80°C’de saklandi.
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3.1.3.ELISA Kitinin Ozellikleri

Bu ¢aligsma igin temin edilen ELISA kiti (SunREd, Katalog no: 201-12-1787),
insanda ¢aligilan 6rneklerde HSP27 konsantrasyonunun serum, plazma ve diger biyolojik
stvilardaki in vitro kantitatif tayininde kullanilmaktadir. Kitin hassasiyeti 0,314 ng/ml,

okuma aralig10,5-100 ng/ml’dir. Kit, Sandvig¢ Elisa Metodu prensibi ile ¢alisilir.

3.1.4.Kullanilan Diger Materyaller
Mikropipet (Finnpipette, Thermo Fisher) (Sekil 22)
Steril Santrifiij tiipleri (1,5 mL ve 2 mL)
Steril Santrifiyj tiipleri (15 mL ve 50 mL)
Steril Tek kullanimlik pipet uglar
Steril distile su
Emici kagit
37°C inkiibator (Dedeoglu)
Santrifiij cihaz1 (Sanyo, MSE)
Vorteks (Vtelp, ZX3)
Otoklav (Niive, OT-4060)
Mikroplaka spektrofotometre cihazi (Thermo Fisher, Multiskan Go)

3.2. Metot
Deney Protokolii

— 3 -
1( Y \r Y 1( i 1( | ]r Y ]{ Y

1 A{"ikorka_ph Standart veya érnek ekle =2 Biotin bagh antikor ekle
mikropleyt =
° °
A A X K
Ty Y Y
4 Steptavidin HRP ekle S RPTTRTe R

Substran ekle

Sekil 21.HSP27 ELISA kiti reaksiyon asamalarinin sematik gosterimi

(https://www.raybiotech.com/sandwich-elisa-kits’ dan uyarlanmustir).
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Oncelikle asagida tabloda tarif edildigi sekilde referans standart soliisyonlar1 diliie

edilerek hazirlandi. (Tablo 6)

Tablo 6. Referans standart soliisyon hazirlanmasi

Kuyu Rekombinant | Numara Soliisyon Igerigi
HSP27

konsantrasyonu
Al 64 ng/ml Standart No: 7 120 pl orijinal Standart+120 pl Standart Diliients
B1 32 ng/ml Standart No: 6 120 pl Standart 7+ 120 pl Standart Diliients
C1 16 ng/ml Standart No: 5 120 pl Standart 6 + 120 pl Standart Diliients
D1 8 ng/ml Standart No: 4 120 pl Standart 5+ 120 pl Standart Diliients
il 4 ng/ml Standart No: 3 120 pl Standart 4 + 120 pl Standart Diliients
F1 2 ng/ml Standart No: 2 120 pl Standart 3 + 120 pl Standart Diliients
Gl 1 ng/mi Standart No:1 120 pl Standart 2 + 120 pl Standart Diliients
H1 0 ng/ml (KOR) | Standart No:0 120 pl Standart Diliients

Tablo 6’ya gore hazirlanan standart soliisyonlardan ELISA plakanin bir nolu
kuyularma (ilk stitun) sirasiyla 50 pl konuldu.

Diger kuyulara hasta ve kontrollerin seminal plazma o6rnekleri40’ar ul olacak
sekilde eklendi. Daha o6nce tez danigmaninin yirittigic OAT sendromlu hastalarda
seminal plazma GRP78 diizeyinin arastirildig1 tez calismasinda yapilan optimizasyonlara
dayanilarak, 2X dillisyonun Kkitin lineer araligina denk diislilmesi i¢in uygun olacagi
ongoriildi. Kitin kendi protokolii geregi yapilan diliisyon (100 pl son hacim iginde 40 pl
ornek) bu rakama cok yakin oldugundan kitin protokoliine aynen uyulmasima karar
verildi.

Ardindan standart soliisyonlarm haricindeki diger tiim kuyulara Biotin-HSP27
antikoru igeren soliisyondan 10 pl eklendi (Sekil 21).

Sonra her kuyuya 50 ul Streptavidin-HRP (Horseradish peroksidaz) konjugat
(yabanturpu peroksidaz enzimi) reaktifi eklendi. Plaka kapatici ile 6rnekler kapatilarak
37°C’de 1 saat inkiibe edildi.

Bu sirada 30X yikama soliisyonundan 1X final yikama soliisyonu hazirlandi.43,5
ml distile suyun igerisine 1,5 ml yikama soliisyonu eklenip karistirildi.

Inkiibasyon sonrasi tiim kuyular aspire edildi ve her kuyuya 100 pl yikama

soliisyonu eklendi. Ttim kuyular aspire edildi. Bu yikama islemi ii¢ kez tekrarlandi.
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Yikamalarin ardindan her kuyuya 6nce Chromogen A’dan 50 pl, sonra yine her
kuyuya Chromogen B’den 50 pul eklendi. Plakanin iizeri kapatici ile kapatilarak tam 10
dakika 37°C’de inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun ardindan renk degisikligini gdzlemlemek igin durdurma
sollisyonundan 50 pl eklendi. Mavi renk sariya doniisti (Sekil 24).

Deneyin son asamasi olarak Mikroplaka, spektrofotometre cihazinda 450 nm
dalga boyunda okunarak OD (optical density) degerleri elde edildi.

ELISA metoduyla referans standardin absorbans degerleri dikkate aliarak
standart egri grafikleri hazirlandi. Bu grafikler yardimiyla hasta ve kontrollerin seminal
plazmasindaki HSP27 protein konsantrasyonlar1 hesaplandi. Hesaplanan veriler

istatistiksel anlamliliklar1 agisindan yorumlandi.

Sekil22. Thermo Fisher, Multiskan Go (Multiplaka spektrofotometre cihaz1)
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3.2.1. Istatistiksel Degerlendirme

Sonuglar SPSS 21 programinda analiz edildi. Gruplara ait verilerin normal
dagilima uygun olup olmadigi Shapiro-Wilk testi ile incelendi. En az bir grupta normal
dagilima uymayan degiskenlerin farkli gruplarda karsilastirilmasi igin Mann-Whitney U
testi kullanildi. En az biri normal dagilmayan degiskenler arasindaki iliski igin
Spearman’s Korelasyon analizi kullanildi. 0,05’den kiigiik p degerleri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Normal dagilima uygunluk testi

Shapiro-Wilk testi sonuglarina gore her bir degisken i¢in en az bir grupta p

degerinin 0,05 den kiigiik olmas1 degiskenlerin normal dagilmadig: seklinde yorumlandi.

Normal dagilma uymayan degiskenler: HSP27, hacim, sperm

konsantrasyonu, total sperm sayisi, motilite, morfoloji.
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4. BULGULAR

Semen Analizi Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Yapilan tez ¢alismasina Ondokuz Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Uroloji Poliklinigine bagvuran yaslar1 20-50 arasinda degisen 20 OAT sendromlu erkek
bireyler dahil edildi. Kontrol grubuna ise £5 yas uyumlu son 2 yilda dogal yolla ¢ocuk
sahibi olmus 20 fertil erkek birey katildi. Hastalarin yas ortalamasi, semen hacmi, sperm
konsantrasyonu, total sperm sayisi, sperm vitalitesi, sperm motilitesi ve sperm morfolojisi
degerleri idiyopatik infertil bireyler ile kontroller arasinda karsilagtirildi. Spermiyogram
testi protokoliine uygun olarak gergeklestirilen analizler sonucunda fertil ve infertil
bireylerden elde edilen demografik 6zellikler ve laboratuvar sonuglar1 Tablo 7 ve 8’de

gosterilmektedir.

Tablo 7. Kontrol gruplarinin demografik ve laboratuvar bulgular1 (OK: Kontrol grubu)

KOD Yas Hacim Konsantrasyonu TOtSLySE?rm Motilite Morfoloji
(ml) (x108/mL) 0 % (%)
(x10°%mL)
OK1 26 2,5 32 80 55 4
OK2 26 2 40 80 55 6
OK3 25 2 21 42 45 8
OK4 28 4 45 180 58 6
OK5 31 2,5 30 75 55 6
OKG6 39 3 52 156 55 5
OK?7 28 2 90 180 56 6
OK8 25 2 40 80 65 8
OKO9 26 4 16 64 45 6
OK10 39 2 32 64 55 8
OK11 25 3 52 156 61 10
OK12 28 2,5 32 80 57 6
OK13 40 2 32 64 45 5
OK14 37 3 30 90 55 6
OK15 26 3 27 81 65 7
OK16 24 3 42 126 55 6
OK17 25 2 21 42 41 6
OK18 27 2 23 46 41 8
OK19 33 4 18 72 61 8
OK20 35 2 25 50 50 8
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Tablo 8. idiyopatik infertil erkeklerin demografik ve laboratuvar bulgular1 (OAT: OAT bireyler)

Total Sperm
Hacim  Konsantrasyonu Sayisi Motilite Morfoloji
KOD Yas (ml) (x10%/mL) (x10%/mL) % (%) Vitalite
OAT1 37 2 6 12 30 1 57
OAT2 32 2 10 20 15 1 36
OAT3 32 4 8 32 25 1 45
OAT4 29 4 5 20 25 3 45
OATS 30 2 12 24 4 3 20
OAT6 22 4 7 28 20 3 40
OAT7 31 3 8 24 30 2 55
OATS8 35 2 10 20 30 1 50
OAT9 42 3 11 33 10 2 32
OATI10 31 4 5 20 15 2 34
OAT11 18 2 12 30 3 50
OAT12 33 2 9 18 15 2 35
OAT13 27 2 5 10 20 3 40
OAT14 48 3 12 36 17 2 35
OAT15 24 3 12 36 15 1 35
OAT16 27 3 8 24 10 1 30
OAT17 37 3 8 24 10 3 30
OAT18 26 4 6 24 13 1 32
OAT19 32 2 8 16 10 2 25
OAT20 38 2 10 20 10 2 28

Calismaya katilan hastalardan alinan semen volimii 2-4 ml arasindaydi. Ayrica

sperm konsantrasyonu 5 milyon/mL’nin altinda olan hastalar siddetli OAT sendromu

olarak tanimlandigi i¢in ¢alismaya dahil edilmedi. Kontrol ve hastalara ait semen analizi

degerlerinin ortalamalari, standart sapmalari, minimum ve maksimum degerleri ve

istatistiksel anlamlilik (p degerleri) Tablo 9’da verilmistir.

Gruplarin yas ortalamasi ve ortalama semen hacmi istatistiksel olarak

birbirindenfarkl degildi (p=0,265 ve p=0,602). Buna karsilik konsantrasyon, total sperm

sayist, motilite ve morfoloji seviyeleri i¢in kontrol grubu ve OAT grubu arasinda

beklendigi tizere anlamli farklar bulundu (p<0,05) (Tablo 9).
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Tablo 9. Caligmaya dahil edilen kontrol (K) ve hastalara (OAT) ait semen analizi

degerlerinin istatistiksel analizi (*p<0,05)

Kontrol (OK) (n=20) _ .
Parametreler (Ort+SD) OAT (n=20) (Ort+SD) | P Degeri
29,65+5,45 31,55+6,92
Yas (24-40) (18-48) 0,265
Hacim (mL) 2’6(3233’72 28((;12)83 0,602
Konsantrasyon
(1 mL'deki sperm 3?1?960?0 8?;&122)3 ? 0,000*
sayis1)
Total Sperm Sayist 90.40 +44,37 22654753
(Volim x (42-80) (10-36) 0,000*
Konsantrasyon)
- 53,75 £7,15 17,70+8,14 -
Motilite (41-65) (4-30) 0,000
Morfoloji (%) 6’6(4551(1)342 1’9(51%83 0,000

Kontrol ve OAT grubu analiz tablosuna ait verilerde anlamli farklilik olan

parametreler i¢in g¢izilen grafikler asagida verilmistir. Tam grafiklerde analiz edilen

degerlerin ortalamas1 kutu i¢i ¢izgi ile belirtilmistir.
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Sekil 24. Sperm konsantrasyonlar1 ortalamasinin OAT grubu ve kontrol grubu ile

karsilastirilmasi
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ELiSA Sonuclarinin Degerlendirilmesi
Tim Orneklere iki farkli giinde okuma yapildi. Sandvi¢ ELISA yontemi ile
incelenen fertil ve infertil bireylere ait toplam 40 6rnekteki HSP27 tayini sonuglarinin
plaka goriintiisiiSekil 27°de gosterildi. Caligilan plakanin 6rnek koyma siralamasi Tablo
10’da gosterildi.

Tablo 10.0Orneklerin ELISA plakast iizerindeki siralamast (A1-H1: Referans Standardin bulundugu siitun

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

7 8 9 10 11 12
64 OK1 OK®9 OK1l7 | OAT5 | OAT13
32 OKz2 OK10 OK18 | OAT6 | OAT14

16 OK3 OK11 | OK19 | OAT7 | OAT15
8 OK4 OK12 | OK20 | OAT8 | OAT16
4 OK5 OK13 | OAT1 | OAT9 | OAT17
2 OKG6 OK14 | OAT2 | OAT10 | OAT18
1
0

OK7 OK15 | OAT3 | OAT1l1 | OAT19
OKS8 OK16 | OAT4 | OAT12 | OAT20

I O|MMmMO|O|mw|>

Sekil 27. Tiim 6rneklerin ikinci 6l¢iim ELISA testi sonucu goriintiisii
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Tablo 11.Birinci 6l¢iim i¢in standart egri formiilii kullanilarak hesaplanan HSP27 konsantrasyonlari

1 2 3 4 5 6
A 62 40,04 79,80 23,52 20,21 25,05
B 34 28,76 35,88 34,03 24,57 15,05
c 23 50,81 25,69 30,14 28,17 21,85
D 5 38,76 20,10 28,82 30,27 23,30
£ 2 31,29 28,82 29,08 30,00 20,72
E 1 29,80 28,19 24,10 15,72 24,92
G 0 30,91 32,67 25,03 20,83 15,52
H 0 32,15 24,43 29,80 17,72 20,77

2,000

1,800 y = 0,0288x + 0,0208 _

600 R? = 0,9799 e
1,400 -

1,200 /

1,000 =

0,800

0,600 e

0,400 /

p
0,200
0,000 o ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 10 20 30 40 50 60 70

Sekil 28. Birinci 6l¢iim sonrast HSP27 proteini i¢in seri diliisyonlarla elde edilen standart egri

Tablo 12.ikinci 6lgiim igin standart egri formiilii kullanilarak hesaplanan HSP27 konsantrasyonlari

7 8 9 10 11 12
A 62 36,26 30,04 19,30 15,29 20,30
B 35 22,03 24,75 13,06 18,91 22,38
C 19 30,06 16,47 34,82 25,47 15,84
D 6 12,43 21,31 27,18 39,32 28,46
E 5 13,34 28,63 17,43 34,00 18,34
F 0 15,93 37,25 50,50 13,88 20,20
G 0 14,71 29,51 21,67 21,55 20,88
H 0 21,63 15,49 18,99 21,15 13,25

75



3,5

3
y =0,0477x - 0,0057 /
2 _
25 R? = 0,9923/
2 /
1,5
05 /

Sekil 29. Ikinci 6lgiim sonras1 HSP27 proteini igin seri diliisyonlarla elde edilen standart egri

Tablo 13.Kontrol grubunda her iki oOl¢iim sonucu hesaplanan HSP27 konsantrasyonlari

(ng/mL),ortalamalar1 ve standart sapmalar1 (OK: Kontrol)

KOD 1.0LCUM 2.0LCUM ORTALAMA STANDART SAPMA
K1 40,04 36,26 38,15 2,67
K2 28,76 22,03 25,39 4,76
K3 50,81 30,06 40,43 14,67
K4 38,76 12,43 25,59 18,61
K5 31,29 13,34 22,31 12,70
K6 29,80 15,93 22,86 9,81
K7 30,91 14,71 22,81 11,45
K8 32,15 21,63 26,89 7,44
K9 79,80 30,04 54,92 35,19

K10 35,88 24,75 30,31 7,86

K11 25,69 16,47 21,08 6,52

K12 20,10 21,31 20,71 0,86

K13 28,82 28,63 28,73 0,14

K14 28,19 37,25 32,72 6,40

K15 32,67 29,51 31,09 2,23

K16 24,43 15,49 19,96 6,32

K17 23,52 19,30 21,41 2,99

K18 34,03 13,06 23,55 14,83

K19 30,14 34,82 32,48 3,31

K20 28,82 27,18 28,00 1,16
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Tablo 14. OAT grubunda her iki 6l¢iim sonucu hesaplanan ger¢ek HSP27 konsantrasyonlari (ng/mL),

ortalamalar1 ve standart sapmalar1 (OAT: Hasta)

KOD 1.OLCUM 2.0LCUM ORTALAMA ST&’\;)?A?RT
OAT1 29,08 17,43 23,25 8,24
OAT?2 24,10 50,50 37,30 18,66
OAT3 25,03 21,67 23,35 2,37
OAT4 29,80 18,99 24,39 7,64
OATS 20,21 15,29 17,75 3,48
OAT6 24,57 18,91 21,74 4,00
OAT7 28,17 25,47 26,82 1,91
OATS 30,27 39,32 34,80 6,40
OAT9 30,00 34,00 32,00 2,83
OAT10 15,72 13,88 14,80 1,30
OAT11 20,83 21,55 21,19 0,50
OAT12 17,72 21,15 19,43 2,42
OAT13 25,05 20,30 22,67 3,36
OAT14 15,05 22,38 18,71 5,19
OAT15 21,85 15,84 18,84 4,25
OAT16 23,30 28,46 25,88 3,65
OAT17 20,72 18,34 19,53 1,68
OAT18 24,92 20,20 22,56 3,34
OAT19 15,52 20,88 18,20 3,79
OAT20 20,77 13,25 17,01 5,32

Gruplara ait verilerin normal dagilima uygun olup olmadig: Shapiro-Wilk testi ile
incelendi. En az bir grupta normal dagilima uymayan degiskenlerin farkli gruplarda

karsilastirilmasi i¢in Mann-Whitney U testi kullanildi.
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Tablo 15.Normal dagilima uygunluk testi sonug tablosu

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
Kontrol ,256 20 ,001 ,792 20 ,001
. Grubu
HACIM
OAT ,281 20 ,000 778 20 ,000
Grubu
Kontrol ,269 20 ,001 ,821 20 ,002
Grubu
YAS N
OAT 124 20 ,200 ,981 20 ,950
Grubu
Kontrol 222 20 ,011 ,823 20 ,002
Grubu
SPERMKONS -
OAT ,150 20 ,200 ,921 20 ,103
Grubu
Kontrol ,284 20 ,000 ,832 20 ,003
Grubu
TOTALSPERM
OAT 179 20 ,093 ,943 20 277
Grubu
Kontrol ,269 20 ,001 ,910 20 ,063
Grubu
MOTILITE
OAT ,180 20 ,089 ,903 20 ,047
Grubu
Kontrol ,276 20 ,000 ,893 20 ,031
. Grubu
MORFOLOIJI
OAT ,225 20 ,009 ,803 20 ,001
Grubu
Kontrol ,158 20 ,200" ,832 20 ,003
Grubu
HSP27
OAT 77 20 ,100 ,897 20 ,036
Grubu
, , OAT ,168 20 ,142 ,960 20 ,542
VITALITE
Grubu

Shapiro-Wilk testi sonuglarina gore sadece vitalitenin p degeri 0,05’den biiyiik
oldugundan (0,542) normal dagilima uymus, diger parametreler normal dagilima

uymamigtir.
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HSP27 degiskeni normal dagilima uymadigindan dolay1 gruplar arasindaki farkin
anlamli olup olmadigini gostermek i¢cin Mann-Whitney U testi kullanildi.

HSP27  degiskeni icin gruplar arasindaki farkin anlamli  oldugu
belirlendi(p=0,013)(Sekil 30). Seminal plazma HSP27 seviyesi OAT grubunda (23,01
ng/mL) kontrol grubunda (28,47 ng/mL) gére anlamli olarak daha diisiik saptandi (Tablo
16).

Tablo 16. HSP27 degiskeni i¢in kontrol ve OAT gruplarin karsilastirilmasi

HSP27
DEGERLERI KONTROL OAT
ORTALAMA 28,47 ng/ml 23,01 ng/ml
STANDART

SAPMA 8,47 5,93
ORTANCA 26,24 22,15
MINIMUM 19,96 14,8
MAKSIMUM 54,92 37,3
ARALIK 34,96 22,5

Gruplar arasinda hacim ve yas degiskenleri arasinda anlamli fark
bulunamadi.(p=0,602 ve p=0,265). Buna karsilik Total Sperm sayisi, Konsantrasyon,
Motilite, Morfoloji degerleri arasindaki farklar anlamli bulundu. (p<0,05)
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Sekil 30.Seminal plazma HSP27 konsantrasyonu ortalamalarinin OAT grubu ve kontrol grubu ile

karsilastirilmasi (ng/ml)

En az biri normal dagilima uymayan degiskenler arasindaki iliski her bir grupta

degerlendirilmek iizere Spearman’s korelasyon analizi uygulandi. r =Korelasyon

katsayisi, Sig.(2-tailed)= p degeri; olarak isimlendirilir. 0,05 den kiigiik p degerleri
anlamli kabul edildi.

Tablo 17. HSP27 diizeyinin kontrol grubunda diger semen parametreleri ile korelasyonu

. Konsantrasyon | Total Sperm Sayisi "
KONTROL Hacim S .. - Morfoloji
GRUBU Yas (mL) (1 mL'deki sperm (Volim x Motilite %)
say1s1) Konsantrasyon
r degeri 0,191 0,11 -0,525 -0,326 -0,129 0,048
p degeri 0,419 0,644 0,018 0,16 0,589 0,841
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Korelasyon analizi sonuc¢larina gore kontrol grubunda;

HSP27 ile Sperm Konsantrasyonu arasinda anlamli negatif yonde orta derecede

bir korelasyon saptandi(r=-0,525, p=0,018) (Tablo 17) (Sekil 32).

Hacim ile Total sperm sayisi arasinda anlamli pozitif yonde orta derecede bir

korelasyon saptandi(r=0,491 p=0,028).

Motilite ile Total sperm sayis1 arasinda anlamli pozitif yonde kuvvetli derecede

bir korelasyon saptandi(r=0,691 p=0,001).

Motilite ile Sperm konsantrasyonu arasinda anlamli pozitif yonde orta derecede

bir korelasyon saptand1 (r=0,465 p=0,039).

Total Sperm Sayisi ile Sperm konsantrasyonu arasinda anlamli pozitif yonde ¢ok

kuvvetli derecede bir korelasyon saptandi(r=0,806 p=0,000)(Tablo 19).

Tablo 18. HSP27 diizeyinin OAT grubunda diger semen parametreleri ile korelasyonu

. Konsantrasyon | Total Sperm Sayisi "
GOR'lAJ-II::',U Yas '}';CII_T (1 mL'deki sperm (Voliim x Motilite MO(ZZO)IOJI Vitalite
sayl1si) Konsantrasyon)
r degeri 0,05 | 0,053 0,07 0,031 0,412 -0,347 0,537
pdegeri |0,982| 0,824 0,769 0,896 0,071 0,134 0,015

Korelasyon analizi sonu¢larima gore OAT grubunda;

HSP27 ile vitalite arasinda anlamli pozitif yonde orta derecede bir korelasyon
saptandi (r=0,537 p=0,015) (Tablo 18) (Sekil 32).

Hacim ile total sperm sayis1 arasinda anlamli pozitif yonde kuvvetli derecedebir

korelasyon saptandi.(r=0,608) p=0,004)

Sperm konsantrasyonu ile total sperm sayisi arasinda anlaml pozitif yonde orta

derecede bir korelasyon saptandi. (r=0,542 p=0,014)

Motilite ile vitalite degerleri arasinda anlamli pozitif yonde ¢ok kuvvetli derecede

bir korelasyon saptandi. (r=0,977 p=0,000)(Tablo 20)
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Tablo 19.Kontrol grubunda spearman’s korelasyon analizi sonug tablosu

YAS HACIM SPERMKONS [ TOTALSPERM [ MOTILITE | MORFOLOJI | HSP27
Correlation Coefficient 1,000 ,006 ,019 ,002 -,072 -,233 ,191
YAS Sig. (2-tailed) 978 ,936 ,994 762 322 419
N 20 20 20 20 20 20 20
Correlation Coefficient ,006 1,000 -,002 491" ,409 -,141 ,110
HACIM Sig. (2-tailed) ,978 ,995 ,028 074 553 644
N 20 20 20 20 20 20 20
Correlation Coefficient ,019 -,002 1,000 ,806™ 465" -,245 -,525"
SPERMKONS | Sig. (2-tailed) ,936 ,995 ,000 ,039 ,298 ,018
N 20 20 20 20 20 20 20
Correlation Coefficient ,002 491" ,806™ 1,000 ,691" -,267 -,326
Spearman'srho | TOTALSPERM | Sig. (2-tailed) ,994 ,028 ,000 ,001 ,255 ,160
N 20 20 20 20 20 20 20
Correlation Coefficient -,072 ,409 465" ,691™ 1,000 ,218 -,129
MOTILITE Sig. (2-tailed) , 762 ,074 ,039 ,001 ,357 ,589
N 20 20 20 20 20 20 20
Correlation Coefficient -,233 -,141 -,245 -,267 ,218 1,000 ,048
MORFOLOJi | Sig. (2-tailed) 322 553 ,298 255 357 841
N 20 20 20 20 20 20 20
Correlation Coefficient ,191 ,110 -,5625 -,326 -,129 ,048 1,000
HSP27 Sig. (2-tailed) 419 ,644 ,018 ,160 ,589 ,841
N 20 20 20 20 20 20 20

82




Tablo 20. OAT grubu spearman korelasyon analizi sonug tablosu

YAS HSP27 HACIM | SPERMKONS | MORFOLOJi | VITALITE |MOTILITE | TOTALSPERM
Correlation Coefficient 1,000 ,005 -,251 ,435 -,177 -,143 -,163 |,
YAS Sig. (2-tailed) ,982 ,285 ,055 ,454 ,549 492,767
N 20 20 20 20 20 20 20] 20
Correlation Coefficient ,005 1,000 ,053 -,070 -,347 ,637" ,412 |,031
HSP27 Sig. (2-tailed) ,982 ,824 ,769 ,134 ,015 ,071,896
N 20 20 20 20 20 20 20|20
Correlation Coefficient -,251 ,053 1,000 -,294 -,024 ,034 ,046 | ,608™
HACIM Sig. (2-tailed) ,285 ,824 ,209 ,919 ,888 ,848 | ,004
N 20 20 20 20 20 20 20|20
Correlation Coefficient ,435 -,070 -,294 1,000 -,251 -,359 -394 | 542"
SPERMKONS | Sig. (2-tailed) ,055 ,769 ,209 ,285 ,120 ,085|,014
N 20 20 20 20 20 20 20|20
Correlation Coefficient -177 -,347 -,024 -,251 1,000 -,114 -,070|-,185
MORFOLOJi Sig. (2-tailed) ,454 ,134 ,919 ,285 ,632 ,768 |,435
N 20 20 20 20 20 20 20|20
Correlation Coefficient -,143 ,637" ,034 -,359 -,114 1,000 977" | -,220
VITALITE Sig. (2-tailed) ,549 ,015 ,888 ,120 ,632 ,000 | ,350
N 20 20 20 20 20 20 20|20
Correlation Coefficient -,163 ,412 ,046 -,394 -,070 977" 1,000 | -,249
MOTILITE Sig. (2-tailed) ,492 ,071 ,848 ,085 ,768 ,000 . 1,290
N 20 20 20 20 20 20 20|20
Correlation Coefficient ,071 ,031 ,608" ,542" -,185 -,220 -,249 | 1,000
TOTALSPERM | Sig. (2-tailed) 767 ,896 ,004 ,014 ,435 ,350 ,290 | .
N 20 20 20 20 20 20 20|20
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Tablo 21.Semen parametreleri ile HSP27 protein diizeyinin karsilagtirmali istatistigi

YAS HACIM | SPERMKONS | TOTALSPERM | MOTILITE | VITALITE | MORFOLOJi | HSP27
Valid 20 20 20 20 20 0 20 20
N Missing |0 0 0 0 0 0 0 0
Mean 29,65 2,625 35 90,4 53,75 0 6,65 28,4695
Median 27,5 2,5 32 80 55 0 6 26,24
Std. Deviation 5,451 0,7232 | 16,604 44,371 7,152 0 1,424 8,47305
Kontrol Grubu Range 16 2 74 138 24 0 6 34,96
Minimum 24 2 16 42 41 0 4 19,96
Maximum 40 4 90 180 65 0 10 54,92
25 25,25 2 23,5 64 46,25 0 22,435
Percentiles 50 27,5 2,5 32 80 55 0 26,24
75 34,5 3 41,5 117 57,75 0 32,1325
Valid 20 20 20 20 20 20 20 20
N Missing |0 0 0 0 0 0 0 0
Mean 31,55 2,8 8,3 22,65 17,7 37,7 1,95 23,011
Median 31,5 3 8 22 15 35 2 22,15
Std. Deviation 6,917 0,8335 |2,386 7,527 8,138 9,953 0,826 5,93436
OAT Grubu Range 30 2 7 26 26 37 2 22,5
Minimum 18 2 5 10 4 20 1 14,8
Maximum 48 4 12 36 30 57 3 37,3
25 27 2 18,5 10 30,5 1 18,7425
Percentiles 50 31,5 3 22 15 35 2 22,15
75 36,5 3,75 10 27 25 45 3 25,5075
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oligoastenoteratozoospermi ve kontrol gruplanmn karsilagtinlmasi: kontrol grubu

R2 Linear = 0,216

100
o
80—
&0
o O
[s]
40 = (e le)
Q o = -
o y=60,94+-0,91*x
o
20— o © o]
(=]
o
o
T T T T
20,00 30,00 40,00 50,00
HSP27
Sekil 31. Kontrol grubunda negatif yonde anlamli bulunan HSP27 ve sperm
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Sekil 32. OAT grubunda pozitif yonde anlamli bulunan HSP27 ve vitalite arasindaki

iliski grafigi (scatter plot) p= 0,015, r = 0,537
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5. TARTISMA

Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan belirlenmis semen analizi parametreleri
idiyopatik erkek infertilitesinin rutin degerlendirilmesinde 6nemli bir role sahip olmasina
ragmen fertil erkekleri infertil erkeklerden ayirma hususunda etkisiz kalabilmektedir
(Pizzol ve ark., 2014). Bu sebeple idiyopatik erkek infertilitesinde rol alan ve ayirt edici
yeni molekiiler siireclerin ve biyomarkerlarin tanimlanmasi 6nemli ve gerekli bir
ihtiyactir. Pilch ve Mann’in yaptifi genis capli calismada, insan seminal plazma
proteinlerinin 923 tane oldugunu belirlemis ve HSP27 de bu proteinlerin arasinda tespit
edilmistir (Pilch ve Mann, 2006).

iki boyutlu-PAGE ve kiitle spektrometre kullanilarak yapilan ¢alisma fertil ve
azoospermik erkeklerde karsilastirmali olarak yapilan proteomik bir ¢alismada, testikiiler
dokuda HSP27 diizeyi hastalarda %50’ye yakin daha diisiik oldugu saptanmistir (Huo ve
ark., 2008).

Bu bilgilerin 1s181nda literatiirde ilk kez bizim ¢alismamizda OAT sendromlu
bireylerle fertil bireylerin seminal plazmada HSP27 diizeyinin farkliliklarina bakilmistir.
Calismamizin sonucunda elde ettigimiz verilere gére HSP27 degiskeni i¢in kontrol ve
hasta gruplar arasindaki farkin anlamli oldugu belirlenmistir. Seminal plazma HSP27
seviyesi OAT grubunda kontrol grubuna goére anlamli olarak daha diisiik saptanmistir
(Sekil 30) (Tablo 21).

Bu sonuca gore OAT grubunda HSP27 diizeyinin diisiik olmas1 antiapoptotik
0zelligini ortaya ¢ikarmaktadir.

Bagka bir ¢alismada apoptotik spermatozoa orani (%) infertil erkeklerde, fertil
olanlara gore anlamli olarak diisiik saptanmistir (Fauser B.C.J.M, 1999). Apoptotik
oranin  normozoospermialarda;  astenozoospermia,  astenoteratozoospermia  ve
oligoastenoteratozoospermia gruplarina gore diisiik olmasi istatistiksel olarak da anlamli
bulunmustur (Gandini L ve ark., 2000).

Infertil erkeklerle yapilan farkli galigmalarda, testis dokularinda ve sperm
hiicrelerinde kaspaz aktivasyonu, fosfatidilserinin hiicre zar1 dist yone g¢evrilmesi,
mitokondriyel membran potansiyelindeki degisimler ve DNA fragmentasyonu gibi
apoptotik belirte¢lerde artis saptanmustir (Shukla ve ark., 2012).

OAT ve oligoteratozoospermi tanist konulmus hastalarin ejakiilatindan elde

edilen spermatozoada da artmis Fas ekspresyonu rapor edilmistir (Sakkas ve ark., 1999)
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Son yillarda yapilan bir ¢alismada ise erkek infertilitesinin farkli alt gruplar
(azoospermi, astenozoospermi ve OAT) ELISA metodu ile kaspaz-3, -8 ve -9 seviyeleri
acisindan arastirilmig ve saglikli fertil kontrollere gore sadece OAT sendromlu hastalarda
spermde anlamli derecede artmis kaspaz-8 seviyesi saptanmistir (Wei ve ark., 2015).
Kaspaz-8’in Fas-aracili apoptozda FADD adaptor proteiniyle direkt etkilesip aktifleserek
iistlendigi kaspaz kaskadinin baslatici rolii de dikkate alindiginda, Fas yolaginin erkek
infertilitesiyle iliskili apoptoz i¢cin 6nemi daha net anlagilmaktadir. Apoptoz ile ilgili bir
calismada, HSP’lerin 6zellikle HSP70 ve HSP27°nin bazi apoptotik siiregleri inhibe
ettigi, HSP90 ve HSP110’un diger apoptotik siirecleri hizlandirdiklar: tespit edilmistir.
Kaspaz inhibitorii olan Z-VAD-FMK ile 1s1 soku etkisindeki farelerin makrofajlarinda
HSP70 diizeyinin sadece 1s1 soku etkisinde kalan hiicrelere oranla arttig1 belirtilmistir. Bu
nedenle kaspaz-bagimsiz apoptozdan korunmada HSP70’in etkili oldugu gosterilmistir
(Malyshev ve ark., 2004). HSP27 hem intrinsik hem ekstrinsik yolaklarda anti-apoptotik
islev istlenir. Fosforillenmemis ve fosforillenmis HSP27 oligomerleri sirasiyla,
mitokondriden salinan sitokrom-c’yi baglayarak kaspaz-9 aktivasyonunu onler (Bruey,
Ducasse, ve ark., 2000) ve Fas-aracili apoptozda Daxx ile direkt etkilesime girerek
yolagin ilerlemesini engeller (Charette ve Landry,2000). HSP27 ayrica kaspaz-3
aktivasyonunu ve kaspaz-8 aracili pro-apoptotik Bid aktivasyonunu engelleyerek de anti-
apoptotik islev gorebilir (Arrigo 2017; Singh ve ark., 2017). HSP27’nin sahip oldugu bu
anti apoptotik fonksiyonun sadece yapisal olarak biiyiik oligomerler halinde organize
oldugunda gergeklestigi gosterilmistir (Bruey ve ark., 2000). HSP27’nin artmis veya
azalmig ekspresyon seviyelerinin kanser basta olmak iizere norodejeneratif,
kardiyovaskiiler ve immiinolojik hastaliklar gibi pek ¢ok farkli hastalikla iligkili oldugu
bilinmektedir (Singh ve ark., 2017)

Satoshi B. Sato ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada (2018) Sec6'nin HSP27 ve
p38 MAPK fosforilasyonunu arttirarak hiicre gociinii arttirdigin1  ve apoptozu
baskiladigini géstermistir. Calisma sonucunda Sec6'nin HSP27 veya p38 MAPK'ya bagh
oldugu tespit edilmistir. HSP27'nin fosforilasyon mekanizmasi net olmamakla birlikte,
Sec6 bu diizenleyici mekanizmanin bir modiilatorii olarak anahtar bir molekiil
olabildigini diisiindiirmektedir (Satoshi B. S ve ark., 2018).

Chen’in (2006) yaptig1 calismada apoptoz ile voliim, vizkozite, konsantrasyon peroksidaz

testi (Endzt) ve yas arasinda herhangi bir iligskiye rastlanmamistir. Baska birgalismada

87



apoptotik hiicre oraniyla canlilik testi arasinda herhangi bir iliski goriilmemistir (Chen ve
ark., 2006).

Son yillarda yapilan caligmalar, normalde hiicre iginde bulunan HSP27
proteininin heniiz tam anlasilamayan yollarla hiicre disina tagindigini ve burada bilinen
saperon fonksiyonundan farkli gorevler iistlendigini ortaya koymaktadir. Ekstraselliiler
HSP27 (eHSP27) olarak adlandirilan bu protein baslangigta pargalanan nekrotik
hiicrelerden pasif olarak disar1 ¢ikan sitozolik HSP27 olarak diisiiniilmiis, ancak daha
sonraki caligmalarda aktif bir transport mekanizmasiyla salinabilecegi fikri iizerinde
durulmustur. Uzerinde N-ucuna yakin herhangi bir sinyal peptit dizisi tasimayan
HSP27°nin, hiicre disina klasik endoplazmik retikulum-Golgi transport yoluyla degil,
eksozomal veya endolizozomal yolla tasindigi diistiniilmektedir (Batulan ve ark., 2016).
Serumdaki HSP27 diizeyinin aterosklerozda 20 kat azaldigi ancak KOAH, kronik
pankreatit, kanser (meme, kolon, karaciger, mide), diyabetik noropati, insiilin direnci ve
multipl skleroz gibi diger hastaliklarda 1,5 ila 4 kat aras1 bir artis gosterdigi saptanmastir.
Beyin-omurilik sivisinda da yine artmis HSP27 diizeyinin beyin ve omurilik iskemisi ile
iliskili oldugu bildirilmistir (Reddy ve ark., 2018).

HSP27'nin rol oynadigi baslica mekanizmalar protein katlanmasi, aktin hiicre
iskeleti iizerindeki etkileri, oksidatif stresin azaltilmasi ve ¢esitli apoptoz modlarinin veya
diger hiicre 6limi tiplerinin baskilanmasidir. Ayrica limitli de olsa 1s1 denatlirasyonu
karsisinda enzimleri koruma yetenegine sahiptir. HSP27, kaspaz aktivasyonunu
engelleyerek, sinyal yolunda diizenleme yaparak veya hiicreleri korumada saperonluk
yaparak apoptozu engeller (Garrido C. ve ark.,2006)

Bir ¢alismada apoptotik hiicre orantyla canlilik testi arasinda herhangi bir iliski
goriilmemistir (Oosterhuis GJE ve Vermes I, 2004).

Bizim yaptigimiz ¢calismada antiapoptotik etki gosteren HSP27 seminal plazma
diizeyleri kontrol gruplarinda sperm konsantrasyonu ile negatif yonde anlamli bir
korelasyon bulunurken, yas, voliim, motilite ve morfoloji arasinda herhangi bir iliski
goriilmemistir.

Bir diger calismalar fosforile HSP27'nin baskilanmasinin apoptozu tesvik ettigini
ortaya koydu (G Wick, 2006;Pasupuleti N ve ark., 2010). Ayrica, gesitli ¢aligmalar
fosforile HSP27'nin apoptotik sinyalleme kaskadlarina dogrudan miidahale ederek
apoptoza kars1 yiiksek aktivite sergiledigini gostermistir ( A Havasi ve ark., 2008; K
Mayurasakorn ve ark., 2011; R.P. Bazinet ve S Lay¢, 2014).
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Purandhar ve arkadaslarinin yaptig1 c¢alismada, HSP27 ve HSP70'in anti-
apoptotik  oldugu Dbelirtilmistir. Drosophila'dan insana spermatogenezin ¢esitli
asamalarinda HSP'lerin diferansiyel ekspresyonu, erkek infertilitesinde Hsp27, 60, 70 ve
90 i¢in ve ayni zamanda apoptozda rol oynadigini gosterir (Purandhar ve ark., 2014).

Literatiirde HSP27°nin erkek infertilitesindeki rolii {izerine olduk¢a az sayida
calisma mevcuttur. HSP27 normal spermatogenez goriilen insan testislerinde hiicre tipine
spesifik olarak farkli ekspresyon paterni gosterir. HSP27 ekspresyonu Sertoli
hiicrelerinde ve spermatogonyada yiiksek seviyede iken, spermatositlerde orta diizeydedir
ve spermatozoada ise hi¢ yoktur. Bunun aksine, maturasyon arrest goriilen infertil
erkeklerde HSP27 ekspresyonunun spermatogonya ve spermatositlerde c¢ok diisiik
seviyede oldugu gosterilmistir (Adly ve ark., 2008).

Bu cgaligmalar testislerde erkek germ hiicresi gelisiminde HSP27°nin 6nemli bir
rolii oldugunu dusiindiirmektedir. Son olarak, iyi bilinen sinyal iletim yolaklarinda
gorevli proteinlerin aktivasyon paternlerinin sperm kalitesi i¢in birer biyobelirte¢ olarak
tanimlanabilmesinin miimkiin olup olmadigini arastiran bir ¢aligmada, spermatozoada
fosforile HSP27 seviyesi ile sperm motilitesi arasinda negatif yonde bir korelasyon
oldugu saptanmistir (Silva ve ark., 2015).

Bizim ¢aligmamizda sperm motilitesi ile HSP27 seviyesi arasinda anlamli bir
iliskiye rastlanmamistir. Fosforile HSP27 diizeyini Elisa yontemi ile bakmak miimkiin
olmadigindan total HSP27’yi ¢alistik. Bu sebeple Silva ve arkadaslarinin ¢aligmalarindan
farkinin fosforilasyon statiisiine calisilamadigindan oldugunu diistinmekteyiz. Sonraki
caligmalarda total HSP27 yerine Western Blot yontemiyle fosforile HSP27 diizeyi
bakilabilir.

HSP27 gibi kiiciik saperon ailesine ait bagka bir iiye olan HSPB10 (ODF1)-
nakavt farelerde yapilan bir ¢alismada mutant farelerde sperm motilitesinde azalma ve
infertilite gortilmesi (Yang ve ark, 2012), HSP27°nin de biiyiik oligomerler halindeyken
sperm motilitesinin saglanmasinda etkin bir gorevi olabilecegini diisiindiirmektedir.

HSP27, sitotoksik strese karsi koruyucu etki gosterir. In vitro ¢alismalarda
HSP27°nin fazla veya az saliniminin malign transformasyonla iligkisi gdsterilmistir.
HSP27, salimimi vezikiiller araciligiyla yapilir. Ekstraseliiler vezikiiller, hiicre i¢i ve
hiicreler aras1 sinyalizasyon, atik yonetimi ve koagiilasyon gibi 6nemli biyolojik islerde

rol almaktadir (Ersoz E ve ark., 2016). Hiicre zarindan dolayl1 veya dogrudan islemlerle
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olusurlar.  Ekstraseliiler  vezikiiller 4  grupta  smiflandirilir; Apoptozomlar,
Mikrovezikiiller, Eksozomlar, Retroviriis benzeri vezikiiller (Akers JC, 2013).

Yapilan arastirmalarda, Eksozomlarin yiizeylerinde FASL ligand: tasidiklari ve
T hiicre inhibisyonuna neden olduklar1 gosterilmistir. Malign melanom ve kolorektal
kanserli hastalardan elde edilen eksozomlarin, CD8T lenfositlerde FASL-FAS aracili
apoptoza neden oldugu gosterilmistir (Andreola G ve ark., 2002; Huber V ve ark., 2005).

Klinikopatolojik ve immiinohistokimyasal caligmalar da tiimor hiicrelerinde
bulunan HSP27’nin, tiimoriin progresyonu ve klinik seyri ile iliskisi oldugu goriisiini
desteklemektedir (Leonardi R ve ark., 2002; Ciocca DR ve Calderwood SK, 2005). Baz1
caligmalar, skuamoz hiicreli karsinomanin siklikla premalign bir lezyondan gelistigini
isaret etmektedir. Premalign lezyonlarin transformasyonu beklenmeden eksizyonu
Onerilebilir, fakat genis ¢apli lezyonlarda bu durum cerrah i¢in zorluk teskil etmektedir.
Bu nedenle lezyonun markerlarinin arastirilmasi, yiiksek risk oraninin tespit edilebilmesi
icin 6nem tagimaktadir. Son g¢alismalar HSP27’ nin epidermal diferansiyasyonda rol
oynadigin1 ve bu proteinin ddseyici epitelde bulunmayisinin epidermal malignansiyi
isaret edebilecegini gostermektedir (Leonardi R ve ark., 2002; Mese H ve ark., 2002).

Bugiline dek literatiirde HSP27 ve erkek infertilitesi ile ilgili yapilmis ¢aligmalar
daha ziyade azoospermik hastalarda testikiiler doku ve spermatozoada bulunan HSP27
tizerinedir. Ekstraselliiler HSP27°nin seminal plazmaya nasil tagindig1, seminal plazmada
nasil bir islev gordiigli, bununla baglantili olarak infertil erkeklerde HSP27 seviyesinin
seminal plazmada nasil degistigi literatiirde heniiz arastirilmamais, cevaplart bilinmeyen
sorular olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Infertilite patogenezinde oksidatif stresin rolii cesitli arastiricilar tarafindan
vurgulanmistir ( Alkan | ve ark., 1997).

Testikiiler doku, sperm hiicreleri ve 16kositler tarafindan iiretilen reaktif oksijen
tiirlerinin seminal plazmada oksidatif stresi arttirabilecegi bildirilmistir (Sharma RK ve
Agarwal A, 1996).

HSP27 ekspresyonu apoptozu bloke eder. Bu anti-apoptotik etkinin
mekanizmalari, hiicre i¢i glutatyon seviyelerinin yilikselmesini igerir. Glutatyon, oksidatif
stresin neden oldugu apoptozun korunmasi i¢in de kritiktir (Gao ve ark., 2000). HSP27,
Reaktif oksijen tiirlerini (ROS) ve glutatyon seviyelerini modiile eder (Arrigo ve ark.,
2007).
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Seminal plazma membranindaki bu peroksidatif hasar erkek infertilitesinin
patofizyolojik mekanizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.

OAT sendromlu hastalarda seminal plazmada HSP27 seviyesinin diisiik olmast,
HSP27°nin immiin sistem yanit1 ve antioksidan iglevi géz Oniine alindiginda infertil
hastalarda bagisiklik sistemi veya antioksidan kapasiteyi olumsuz yoOnde
etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

HSP'lerin lireme siirecinin bir¢ok adiminda yer aldig1 bilinmektedir ve potansiyel olarak
semen kalitesini ve sperm fertilitesini bozan bir otoimmiin tepkiye neden olabilir. HSP'ler
insan sperminde farkli sekilde ifade edilir ve sperm vitalitesi (canliligi), motilite, apoptoz
ve kapasitasyon reaksiyonunda rol oynar. Sperm vitalitesi, hareketliligi %50den diisiik
olan spermlerin canliligini degerlendirmeyi ifade eder. Sperm canlilig1 azaldikca HSP27
konsantrasyonu da diismektedir. Calismamizda OAT grubunda HSP27 ile vitalite
arasinda anlamli pozitif yonde orta derecede bir korelasyon saptand: (r=0,537 p=0,015)
(Tablo 18) (Sekil 32).

HSP27 ile Sperm Konsantrasyonu arasinda anlamli negatif yonde orta derecede
bir korelasyon saptandi(r=-0,525, p=0,018) (Tablo 17) (Sekil 32).
Bu durum kontrol grubunda HSP27 artisinin sperm konsantrasyonunanlamli sekilde
diisiik olmasi, olas1 sperm apoptozunun indiiklenme ihtimalini diistindiirmektedir.
Bu tez ¢aligmasindan elde edilen bulgular dogrultusunda, HSP27 proteininin OAT
sendromu i¢in seminal plazmada bir biyomarker olarak kullanilabilme potansiyeli tagidigi
sonucuna varilabilir. Ancak bu yonde Ornek sayisinin arttirilacagi daha kapsamli
calismalara ihtiya¢ vardir. HSP27 nin seminal plazmaya tasinma mekanizmalarinin

aydinlatilmasi da gelecekte bu hastaligin tedavisi i¢in 6nemli bir yaklagim sunabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez ¢alismasma Ondokuz Mayis Universitesi Uroloji Poliklinigine basvurup
OAT tanis1 almis 20 hasta vekontrol grubu olarak 20 saglikli fertil erkek dahil edildi.
Calisma ve kontrol grubu 20-50 yas araliginda bir gruptan olusturuldu. Kontrol ve OAT
grubuna ait seminal plazma 6rneklerinde HSP27 diizeyleri 6l¢iildii (Kontrol sonuglari=
28,47+8,47 ng/ml, OAT grubu = 23,01+£5,93 ng/ml). OAT hastalarda seminal plazma
HSP27 diizeyi kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede daha diisiik tespit edildi
(p=0,013).

Kontrol grubunda HSP27 diizeyi ile sperm konsantrasyonu arasinda (p=0,018),
OAT grubunda ise HSP27 diizeyi ile vitalite arasinda anlamli bir iliski saptandi
(p=0,015).

Calismamizda idiyopatik infertil hastalar ve kontrol gruplarinda HSP27 diizeyleri
ile total sperm sayisi, sperm konsantrasyonu, motilite, morfoloji ve vitalite parametreleri
incelendi. Gruplar arasinda fark olmakla birlikte istatistiksel agidan motilite, hacim,
morfoloji ve total sperm sayisi ile HSP27 diizeyi arasinda anlamli bir iligski tespit
edilemedi.

Bu tez ¢alismasinda elde ettigimiz sonuglar HSP27 proteininin seminal plazmada
OAT sendromu i¢in bir biyomarker olabilme potansiyeli tasidigini gostermektedir. Ancak
ornek sayisinin arttirildigi daha kapsamli ¢alismalara ihtiyag vardir. Tez ¢aligmasinda
elde ettigimiz bulgular HSP27’nin antiapoptotik ve antioksidan 6zellikleriyle uyum
icindedir. Ancak HSP27’nin hiicre disina tasinma mekanizmalariyla ilgili gelecekte
yapilacak calismalar HSP27’nin seminal plazmadaki hiicre dis1 islevlerinin daha detayl
olarak ortaya konmasini saglayacaktir.

HSP27°nin OAT kapsaminda, hiicre dis1 islevleri ve seminal plazmaya nasil
tasindig1, eksozomlara nasil yiikledigi ve apoptozda net olarak hangi rollerde gorev aldigi

hakkinda daha genis kapsamli ¢alismalara gereksinim vardir.
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EKLER

Ek.1:

HASTA BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU ORNEGI

ARASTIRMANIN ADI ( CALISMANIN ACIK ADI ):
Idiyopatik erkek infertilitesi ile seminal plazma 1s1 soku proteini 27 (HSP27) protein

diizeyi arasindakiiliskinin arastirilmasi

Goniilliiniin Bas Harfleri <<>>

Bir aragtirma ¢aligsmasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize karar
vermeden Once aragtirmanin neden yapildigini bilgilerinizin nasil kullanilacaginin
calismanin neleri igerdigini ve olasi yararlarini risklerini ve rahatsizlik verebilecek
konular1 anlamaniz 6nemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okumak i¢in zaman
ayiriniz ve eger istiyorsaniz 6zel veya aile doktorunuzla konuyu degerlendiriniz. Eger bir
baska calismada da yer aliyorsaniz bu ¢alismada yer alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDAMIYIM?

Calismaya katilip katilmama karar1 tamamen size aittir. Eger caligmaya katilmaya karar
verirseniz imzalamaniz i¢in 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
calismaya katiliminizla ilgili olarak hekiminiz / aile doktorunuz bilgilendirilecektir.
Ayrica destekleyici firma calismayir sonlandirmaya karar verirse bu durumda da
calismadan c¢ikartilacaksiniz.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR?

Infertilite (dogal yolla gocuk sahibi olamama), giftlerin en az bir yil korunmasiz ve
diizenlicinsel iliskiye girmelerine ragmen ¢ocuk sahibi olamamalari durumudur.
Infertilite tiim niifusun yaklasik %15’inde goriilmektedir ve bunun yarismin erkeklerden
kaynaklandigibilinmektedir. Erkeklerde goriilen dogal yolla ¢ocuk sahibi olamama
durumu giiniimiizde gelismis toplumlar basta olmak {izere tiim diinyada giderek artan bir
sekilde goriilmeye baslayan giincel bir saglik sorunudur. Bu sorunun bir boéliimiiniin
genetik, hormonel veya sperm ¢ikist 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.
Arastirmanin konusu bu tiir nedeni bilinmeyen infertilite vakalarinda semende bulunan
bir proteinin (HSP27) seviyesindeki degisim iizerinedir. Bu proteinin sperm hiicresinde
stres artis1 sonucu hiicre 6limii 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 miktar1 arasindaki iliskinin
ortaya konmas1 amaglanmaktadir.
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CALISMA iSLEMLERI:

Bu arastirma igin sizin teshis ve tedavi amaciyla vermis oldugunuz semen
orneginizdensadece kiigiik bir miktar alinacaktir. Bu 6rnekten sperm hiicreleriniz ve
hiicre iistiinde kalan semen siviniz ayrilacak ve her ikisi de uygun kosullarda
saklanacaktir. Daha sonra semen sivinizda bulunan bir proteinin miktari o proteini
taniyan antikorlar araciligiyla 6l¢iilecektir. Biitiin aragtirma bu semen 6rnegi iizerinde
yapilacaktir ve size tedavi icinuygulanacak islemler haricinde ek bir ilag uygulamasi
veya caninizi acitacak girisimselherhangi bir uygulama yapilmayacaktir.

BENIM NE YAPMAM GEREKiYOR?

Calisma doktorunuzun talimatlarina uymaya, randevu ve vizitelere katilmaya ve
yukaridaanlatilan c¢aligmayla ilgili tiim islemlere uymaya istekli olmalisiniz. Calisma
doktorunuzu ziyarete belirlenen giinlerde gelmelisiniz ve bir sonraki ziyaretiniz de,
ziyaretten ayrilmadan 6nce planlanmalidir. Yine ¢alismadan 6nce veya ¢alisma sirasinda
aldiginiz baska herhangi bir tibbi tedaviyi de calisma doktoruna sdylemeniz énemlidir.
Bu aragtirmaya katilmak i¢in semen O6rneginizden kiigiik bir miktar1 vermeniz yeterli
olacaktir.

CALISMAYA KATILMAMIN NE GiBi OLASI YAN ETKILERI, RISKLERI VE
RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Bu arasgtirma i¢in bagvurmus oldugunuz merkezde teshis i¢in vermis oldugunuz semen
ornegi haricinde size herhangi bir uygulama yapilmayacagi i¢in bu ¢alismanin sizin igin
herhangi bir yan etkisi, agr1 olusturma veya sagliginiza zarar verme riski s6z 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 belirte¢ olarak kullanilip
kullanilamayacag1  arastirilacaktir.  Bu  calismaya katilarak  hastaligin  olus
mekanizmasinda bilinmeyen bir bilesenin ortaya ¢ikarilmasinda ve gelecekte bu taniyi
alan hastalar i¢in tedavi gelistirilebilmesinde 6nemli bir katki saglamis olacaksiniz.

GONULLU KATILIM

Bu arastirmaya katilma kararimi tamamen goniillii olarak veriyorum. Bu caligmaya
katilmay1 reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi
kurumunda gorecegim bakim ve tedaviler etkilenmeksizin ve higbir sorumluluk almadan
ayrilabilecegimin bilincindeyim. Caligmadan her hangi bir zamanda ayrilirsam, ayrilma
nedenlerimi, ayrilisimin sonuglarini ve izleyen donemde alacagim tedavileri doktorumla
tartisacagim.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETi NEDIR?

Calisma doktoru ziyaretleri ve c¢alismayla ilgili olan tiim laboratuar testleri ¢alisma
destekleyici tarafindan karsilanacak ve size veya bagl bulundugunuz 6zel sigorta veya
resmi sosyal giivenlik kurumuna 6detilmeyecektir.

Herhangi bir yan etki veya fiziksel zarar gelisirse hemen ¢alisma doktorunuzu gereken
tibbi tedavinin uygulanabilmesi i¢in bilgilendiriniz.

KISISEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?
Bu formu imzalayarak doktorunuzun ve onun kadrosunun calisma igin sizin kisisel
bilgilerinizi ( “Calisma Verileri”) toplamalarina ve kullanmalarina onay vermis
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olacaksiiz. Bu durum dogum tarihiniz, cinsiyetiniz, etnik kokeniniz ayrica Caligsma
verilerinizin kullanimu ile ilgili verdiginiz onayin herhangi bir belirlenmis birim tarihi
yoktur, ancak doktorunuzu haberdar ederek bu onayinizdan 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 ulagmak i¢in
gerekli olan kod anahtar1 ¢calisma doktorunuzun denetimindedir. Calisma destekleyicisi
firma diizenleyici otorite veya diger denetim kurumlar1 tarafindan atanmis kisiler
doktorunuz tarafindan tutulan ¢alisma verilerinizi inceleyebilirler.

Doktorunuz ¢aligsma verilerinizi ¢aligma i¢in kullanacaktir. Calisma destekleyicisi firma;
caligmanin yiiriitiilmesi, teshis ve tibbi yardim gereclerinin gelistirilmesi i¢in ¢alisma
verilerinizi kullanabilir. Doktorunuzun ¢alistigi kurum ve ¢alisma destekleyicisi firmanin
her ikisi de yiiriirliikte olan veri koruma kanunlari ile uyumlu olarak ¢alisma verilerinizin
yonetiminden sorumludurlar.

Calisma destekleyicisi firma calisma verilerinizi, sadece yukarida belirtilen amaglarda
kullanacak olan kendi grubundaki diger sirketler, hizmet alinan kurumlar, anlasmali
firmalar ve diger arastirma kuruluslar ile paylasabilir. Calismanin sonuclari tibbi
yaymlarda yayinlanabilir, ancak sizin kimlik bilgileriniz bu yaymlarda
aciklanmayacaktir.

Doktorunuz ya da ¢aligma destekleyicisi firmadan, toplanan ¢alisma verileriniz hakkinda
bilgi isteme hakkinda sahipsiniz. Ayni zamanda bu verilerdeki herhangi bir hatanin
diizeltilmesini isteme hakkinda da sahipsiniz. Eger bu konuda bir isteginiz olursa liitfen
gerekirse sizin ¢aligma destekleyicisi firma ile temasa ge¢menize yardimci olabilecek
doktorunuzla goriisiiniiz.

Eger onayinizda vazgegerseniz, doktorunuz ¢alisma verilerinizi artik kullanamayacak ya
da diger kisilerle paylasamayacaktir. Calisma destekleyici firma onayimizdan
vazge¢meden onceki ¢alisma verilerinizi kullanmaya devam edebilir.

Bu formu imzalayarak, ¢alisma verilerinizin bu formda tanimlandig sekilde kullanimina
onay vermekteyim.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KIiSILER:
Dr.Ogr.Uyesi. M. Alper ARSLAN
0554 6821070

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIiRECEK DURUMLAR:Yoktur goniillii
istediginde ¢aligmadan ayrilabilir.

YENI BILGILER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKILEYEBILIR
Calisma siirerken ortaya ¢ikmis olan biitiin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.

Calismaya Katilma Onayi

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalart okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii aciklama asagida adi
belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigimi, istedigim
zaman gerekgeli veya gerekcgesiz olarak aragtirmadan ayrilabilecegimi ve kendi istegime
bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma dis1 birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu arastirmaya, hicbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1
kabul ediyorum. Doktorum saklamam i¢in bu belgenin bir kopyasini ¢alisma sirasinda
dikkat edecegim noktalar1 da igerecek sekilde bana teslim etmistir.

Goniilliiniin Ad1 / Soyad1 / Imzas1 / Tarih

112



Aciklamalar1 Yapan Kisinin Ad1 / Soyad1 / imzasi / Tarih
Gerekiyorsa Olur Islemine Tanik Olan Kisinin Ad1/ Soyadi / Imzas1 / Tarih
Gerekiyorsa Yasal Temsilcinin Ad1 / Soyadi / imzas1 / Tarih

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

Hastanin Adi, Soyada:

Dosya No:

Hastanin Yasi:

Hastanin Meslegi:

Adres:

Tel:

Annenin Memleketi:

Babanin Memleketi:

Infertilite Siiresi:

Sperm Sayisi:

Alkol kullanip

kullanmadig:

In vitro fertilizasyon

denemesayisi
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Ek 3: Etik Kurul Karar:

_— -
& = T.C.
e ™ ONDOKUZ MAYIS UNIVERSITESI
\Q_ % 4
s o KLINIiK ARASTIRMALAR ETIiK KURULU
Sayi: B.30.2.0DM.0.20.08/488 14.06.2019

Sayin Dr. Ogr. U. M. Alper ARSLAN

Etik Kurulumuza sunmus oldugunuz idiyopatik erkek infertilitesi ile seminal plazma 1s1
soku proteini 27 (HSP27) diizeyi arasindaki iligkinin arastirilmasi bashkli OMU KAEK
2019/456 Karar nolu Genetik galisma+ Biyokimya cahgmas nitelikli aragtirma projeniz amag,
gerekge, yaklasim ve yéntemle ilgili agiklamalan agisindan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu
ydnergesine goére incelenmis ve etik agidan bir sakinca olmadigina, ¢aligmanin siiresi 6 ay1
gegerse 6 ayhk bildirimlerinin yapilmasina, ¢alijma tamamlandiktan sonra sonucunun
tarafimiza en geg ii¢(3) ay igerisinde bildirilmesine 13.06.2019 tarihli Etik kurulumuzda oy

birligi ile karar verilmistir.

Bilgilerinize arz/rica ederim.

Lot

lar Etik Kurulu Bask

Ondokuz mayis Umiversitest Klimik Aragtirmalar Euk Kurulu Tel(0362)3121919/2782 4576007 Omutaek@gmail.com
Hastane igi | Kat (Ozel servis karsist) Atakum/SAMSUN
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Ad1 Soyadi

Dogum Yeri

Dogum Tarihi
Medeni Hali

Bildigi Yabanci Diller

Egitim Durumu (Kurum ve Yil)

Cahistig1 Kurum/Kurumlar ve Yil

E-posta

OZ GECMIS

:Zelife KOCOGLU

: Samsun

:11.06.1982

s Evli

: Ingilizce

:Ondokuz Mayis Universitesi Fen

Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii,
Samsun, 2014

: Gaziosmanpasa Universitesi Tip Fakiiltesi

Arastirma ve Uygulama Hastanesi
Biyokimya Laboratuvari, 2007-2012

Ondokuz May1s Universitesi Tip Fakiiltesi

Hastanesi Acil Laboratuvari, 2012- devam

:zelife.kocoglu@omu.edu.tr
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