T.C.
SELCUK UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ERKEK BIREYLERIN ACIKLANAMAYAN
INFERTILITELERINDE TIiYOREDOKSIN MEKANIZMASI VE
TESTIS- IFADE PROTEIN 101 DUZEYLERI

FATMA ZEHRA ERBAYRAM

YUKSEK LISANS TEZi

TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

Dog¢. Dr. ESMA MENEVSE

KONYA-2018



T.C.
SELCUK UNIVERSITESI

SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

ERKEK BIREYLERIN ACIKLANAMAYAN
INFERTILITELERINDE TIYOREDOKSIN MEKANIZMASI VE
TESTIiS-iFADE PROTEIN 101 DUZEYLERI

FATMA ZEHRA ERBAYRAM

YUKSEK LISANS TEZi

TIBBI BIYOKIMYA ANABILIM DALI

Do¢.Dr. ESMA MENEVSE

Bu arastirma Selguk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorliigii

tarafindan 18202024 proje numarasi ile desteklenmistir.

KONYA-2018



S.U. Saglik Bilimleri Enstitiisii Miidiirligi’ne

Fatma Zehra ERBAYRAM tarafindan savunulan bu cahigma, jiiri
tarafindan Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda Yiiksek Lisans Tezi olarak oy

birlifi / ey-gelduguile kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri

Bagkan _
Dog.Dr.Abdullah SIVRIKAYA

Danisman

Dog¢.Dr.Esma MENEVSE

Uye Imza

Dr. Ogr.Uyesi Emine Nedime KORUCU (/(/Q o LAA
%

ONAY:
Bu tez, Selguk Universitesi Lisanstistii Egitim-Ogretim Yonetmenligi’nin ilgili

maddeleri uyarinca yukaridaki jiiri tiyeleri tarafindan uygun gériilmiis ve Enstitii

Yonetim Kurulu ............... il TR say1l1 karariyla kabul
edilmigtir.

Prof.Dr. Ender ERDOGAN

Enstitii Miidiiri

Bu tez ¢alismasi Selguk Universitesi Bilimsel Aragtirma Projeleri Koordinatorliigii
tarafindan 18202024 nolu proje ile desteklenmistir.



ICINDEKILER

SIMGELER VE KISALTMALAR .....cccuittiiitiiiitieerieeenneerneeeneeeneesneeesnnn v
LuGTRIS ettt eereereererererestesnessesnesnesnesnernesnesnesnesnennns 1
1.1. Infertilite’nin Tanimi ve Siniflandirmast.................cooeveiieineiiaiann... 1
1.1.1. Infertilite’nin Prevalanst...................coeiuiiiieiiieiie e, 3
1.1.2.Infertilite’nin Nedenleri..............ccouiiiniiinieieeiee e, 4
1.1.3.Erkek Fertilizasyonu. ...........ocoiiniiiiiiii i 6
1.1.4. Erkek Fertilitesi. .. .oouuuuiniiiieiii e 14
1.1.5.A¢iklanamayan Erkek Infertilitesi..................cocoeiiiiiiiiiiiiniiii 24

1.2. Redoks Regiilasyonu Ve Tiyoredoksin Mekanizmasmin Erkek Infertilitesi

Uzerindeki BKIIETi. ... ... .oouuiiieii e, 25
1.2.1. Tiyoredoksin SiStem.........ovuiiniiniiiiiitiit e, 31
1.2.2.Sperm Spesifik Tiyoredoksin
RedUKLAZ3 . ... e 38
1.3.Testis Ifade Protein-TEX 101...........oovuiiiniiiiiiiieiiie e, 41
1.3.2.TEX-101 Etli MeKanizmasi...........o.oiuiiiiniiiniiiiiiieieeeeae 45
1.3.2.Epididimal Olgunlasmada TEX-101 Proteinin Rolti........................... 46
2. GEREC ve YONTEM ....ccuuiituiiiuieineeeneeeneerneesnesesneesnerssnsssneesnnessnns 50

2.1.Sperm Orneklerinin Toplanmasi, Muhafaza Edilmesi ve Spermiyogramin

Degerlendirilmesi. .. ...ovuveii e 50
2.2.8emen ANaliZIeri........ovieiini i 51
P BN 1S3 4001 0 11 1 PR 51
2.3.Biyokimyasal Analizler............coooiiiiiiii e, 54



2.3.1.Semen de Sperm spesifik Tiyoredoksin Rediiktaz-3 (SPTRX3)

ANALIZI. .o 54
2.3.2. Semen de Testis - Ifade Protein 101 (TEX-101) Analizi.......................... 56
2.4. Istatiksel Degerlendirilmesi...........c.uiueiunii it 59
R 21 01 I € 5 5N 2 e 60
4. TARTISMA ...ueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiittitittiettttttatiasecntsasssescncsnsaes 67
5. SONUC ve ONERILER ........ccccoovviiiiiiiiiiniiininninnnnnernereereeeeeeeene 75
6. KAYNAKLARL. . ..oitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiiietittitiatietiecieeatsssscncsncnsne 77
T-EKLER ..couiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiietiiiiiaiietiettisttececstsssscnssassssascnns 920
EK A: Etik Kurul Karark......cccceeiiiiieeiiiiiiiiineeeeeeeeessnacsecccecsssnnsssccccnnes 90
R0V /@) 2607 | TP 91

ii



SEKILLER

Sekil 1.1.3.1.: Memeli Spermatogenez Asamalari

Sekil 1.1.3.2.: Seminifer tiibiillerde spermatogenezis

Sekil 1.1.3.3.: Memeli Spermiyogenez Asamalari

Sekil 1.1.3.4.: Spermatogenezisin Hormonal Kontrolii

Sekil 1.1.3.5.: Matiir spermin sematik goriiniisii

Sekil 1.1.3.6.: Fertilizasyon Asamalar1

Sekil 1.1.3.7.: Sperm bags defektleri

Sekil 1.1.3.8.: Sperm boyun defektleri ve sitoplazmik damla
Sekil 1.1.3.9.: Sperme ait kuyruk defektleri

Sekil 1.2.1.: Memeli sperm kapasitasyonu sirasinda ROS iiretimi.

Sekil 1.2.2.: PRDX'lerin fizyolojik ve patolojik durumlarda inaktivasyonunun

sonugclari.
Sekil 1.2.3.: Peroksidanlar in yeniden aktiflenmesi
Sekil 1.2.4.: PRDX'ler insan spermi kapasitasyon sirasinda ROS sinyalini diizenler.

Sekil 1.2.5.:Tiyoredoksin rediiktazin substratlar1 ve Tiyoredoksinin hiicredeki

fonksiyonlari

Sekil 1.3.2.1.:Fare spermatogenez siirecinde spermatozada TEX-101, ADAM3 ve
ACE’nin rolleri

Sekil 3.1.: Grup I ve Grup II de SPTRxR3 Konsantrasyon Grafikleri

Sekil 3.2: Grup [ ve Grup Il de TEX-101 Konsantrasyon Grafikleri

iii



TABLOLAR

Tablo 1.1.3.1.: Normal spermin morfolojik 6zellikleri

Tablo 1.1.3.2. : Erkek infertilitesinde etyoloji

Tablo 1.1.3.3. : WHO 2010 semen parametreleri

Tablo 1.1.3.4. :Erkek infertilitesinde anatomik bozukluklar ve nedenleri

Tablo 2.2.1.1. Seminal s1viy1 olusturan sekresyonlarin yiizde olarak dagilima.

Tablo 2.2.1.2. Semen degiskenleri i¢in terminoloji

Tablo 3.1. Normozoospermi grubundaki semen paremetreleri ( n=40)

Tablo 3.2. Oligozoospermi grubundaki semen paremetreleri; ( n=40)

Tablo 3.3. Gruplarin TEX-101 ve SPTrx 3 Degerleri

Tablo 3.4. Normozoospermi ve oligozoospermi li gruplarin TEX-101 diizeyleri ile

semen paremetreleri arasindaki korelasyon ve anlamlilik diizeyleri

Tablo 3.5. Normozoospermi ve oligozoospermi li gruplarin SPTRX 3 diizeyleri ile

semen paremetreleri arasindaki korelasyon ve anlamlilik diizeyleri

Tablo 3.6. Normozoospermi ve oligozoospermi li gruplarinin TEX-101 ve SPTrx 3

parametrelerinin korelasyon katsayisi

iv



Simgeler ve Kisaltmalar

ABD Amerika Birlesik Devletleri

AC Adenilil Siklaz

ACE Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim
ADAM 3 Disintegrin Ve Metalloproteaz Igeren Protein Ailesi 3
AR Akrozamal Reaksiyon

ART Yardimc1 Dogurganlik Tedavileri
ASA Anti Sperm Antikor

¢ DNA Tamamlayict DNA

¢ AMP Siklik Adenozin Monofosfat
CAT Katalaz

CYS Sistein

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay
ETZ Elektron Transport Zincirinde
FAD Flavin Adenin Diniikleotit

FMN Flavin Mononiikleotit

FSH Folikiil Stimule Edici Hormon
G6PD Glukoz-6-Fosfat Dehidrogenaz
GPX Glutatyon Peroksidaz

GSH Glutatyon

GST Glutatyon —S-Transferaz

H,0, Hidrojen Peroksit

HMPS Oksidatif Hekzos Monofosfat
ICDH Isocitrate Dehydrogenase

IHC Immiinohistokimya

M Immotilite

IVF In Vitro Fertilizasyon

LDH Laktat Dehidrogenaz

LH Lutein Hormon

M RNA Mesajc1t RNA




NADH Nikotinamid Dintikleotit

NADPH Nikotinamid Adenin Diniikleotid Fosfat
NO Nitrik Oksit

NOS Nitrik Oksit Sentaz

NP Non Progresif

0, Siiperoksit Anyonu

OA Obstriiktif Azospermi

ONOO™ Peroksinitrit

PH Asitlik Derecesi

PR Progresif

PRDX Peroksidanlar

Prxs Peroksidaz

PTK Protein Tirozin Kinaz

PTM Post-Translasyonal Modifikasyonlar
ROS Reaktif Oksijen Tiirleri

SABC Hrp-Streptavidin Konjugat Calisma Soliisyonu
SCO Sertoli Cell Only

SOD Stiperoksit Dismutaz

SPTrx 1 Sperm Spesifik Tiyoredoksin 1

SPTrx 2 Sperm Spesifik Tiyoredoksin 2

SPTrx 3 Sperm Spesifik Tiyoredoksin 3

SPTrx3 Sperm Spesifik Tiyoredoksin Rediiktaz 3
TAcE Testikiiler Anjiyotensin Doniistiiriicii Enzim
TESE Testisten Biyopsi Ile Sperm Elde Edilmesi
TEX 101 Testis Ifade Protein 101

TNSA Tiirkiye Niifus ve Saglik Aragtirmasi
Trx Tiyoredoksin

Trx 1 Sitozolik Form

Trx 2 Mitokondriyal Form

Trx 3 Sperm Spesifik Form

TrxR Tiyoredoksin Rediiktazlar

TXL-1

Tioredoksin Benzeri -1

vi




u.v Ultraviyole

UPA Urokinaz Tipi Plazminojen Aktivatorii

UPAR Urokinaz Tipi Plazminojen Aktivator Reseptorii
WBC Lokosit, Akyuvarlar

WHO Diinya Saglik Orgiitii

YUT Yardimec1 Ureme Teknikleri

Zn** Cinko

vii




ONSOZ

Yiiksek Lisans egitimim boyunca, yaninda calismaktan gurur duydugum,
bilgi ve tecriibelerini paylasarak yetismemde emegi olan, her asamada hosgorii,
anlayis, ve destegiyle bana yol gosteren degerli hocam Do¢.Dr Esma MENEVSE’ye
sonsuz tesekkiirii borg bilirim.

Vakalarin temin edilmesi asamasinda destek gordiigiimiiz saym Dr. Ogr.
Uyesi Duygu DURSUNOGLU” na ve S.U. Tip Fakiiltesi Tiip Bebek ve Androloji
laboratuvar1 ekibine; tez calismamimin istatiksel analizlerinin yapiminda degerli
katkilarini esirgemeyen kardesim Sayin Tenzile ERBAYRAM’ a tesekkiir ederim.

Beni bu yasima kadar getiren, sevgi ve varliklartyla her kosulda arkamda
olan, mutluluk ve huzur kaynagim olan ailem ve daima yanimda olan sevdiklerime

Sonsuz sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

viii



OZET
T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
SAGLIK BiLIMLERI ENSTITUSU

ERKEK BIREYLERIN ACIKLANAMAYAN INFERTILITELERINDE
TIYOREDOKSIN MEKANIZMASI VE TESTIiS- iFADE PROTEIN 101
DUZEYLERI

Fatma Zehra ERBAYRAM
Tibbi Biyokimya Anabilim Dal
Yiiksek Lisans Tezi/ KONYA-2018

Insanlik tarihi kadar eski olan iireme, yasamin ve neslin siireklilik temelini
olusturmasi sebebiyle her zaman fazlasiyla 6nem tasiyan bir kavram olmustur. Ancak
cesitli sebeplerden dolay1 ciftler cocuk sahibi olamamaktadirlar. Infertil ¢iftlerin
%30-40’inda kaynak erkek, %40-50’sinde ise kaynak kadin faktoriidiir. Ciftlerin
%]15’nde ise biitlin tanisal tetkikler sonucunda herhangi bir infertilite nedeni
belirlenememekte olup, agiklanamayan infertilite olarak tanimlanmaktadirlar.
Erkeklerdeki infertilite, semen analizlerindeki anomaliler ile tanimlanmaktadir.

Redox diizenlenmesi normal spermatogenezin fizyolojisinde énemli olmakla
birlikte, baz1  spermatogenetik anomalilerde redoks diizenlenmelerindeki
aksakliklarin rol alabilecegi diisiiniilmektedir. Son yillarda yapilan g¢aligmalarda
tiyoredoksin ve tiyoredoksin rediiktazlar erkek iireme hiicreleri ile giiclii iliskileri
oldugu belirtilmistir.

Tiyoredoksin sistem, glutatyon sistemle birlikte interselliiler redoks
cevresinin ana diizenleyicisi olarak kabul edilmektedir. Spermatid spesifik
tiyoredoksin (SPTRX3 / TXNDCS) , niikleer bosluklarda ve defektli insan
spermatozoa'sinin sitoplazmasinda fazla tutulduguna dair 6nemli bulgular mevcuttur.

Testis ifade Protein ( TEX101) , sadece testikiiler germ hiicreleri tarafindan
eksprese edilen ve seminel plazma i¢ine dokiilen bir hiicre zar1 proteinidir. TEX 101
proteinin sperm iretimi sirasinda agiga c¢iktigi bilinmekle birlikte, fetal testisinde
prospermatogenia plazma membraninda bulunmaktadir. Bunun yani sira,
azoospermik infertil bireylerde TESE ameliyati ile testislerde sperm bulma olasiligini
tespit etmeye yonelik tanimlanan bir belirte¢ olabilecegine dair bulgular
bulunmaktadir.

Bu bilgilerden yola ¢ikarak, infertilitede SPTRX3 ve TEX 101 diizeyleri ile
semen parametreleri arasindaki olasi iligkilerin arastirilmasi ve redoks yolaklarinda
rolii olan SPTRX3 iin diizeylerinin tespit edilmesi amaglandi. Normozoospermik
bireyler ile Oligozoospermik bireyler arasinda TEX 101 diizeyleri acisindan
farkliligin belirlenmesi ¢alismamizin bir diger hedefidir. Bu ¢alisma ile infertilitede
bilinmeyen ve heniiz aciklanamayan biyokimyasal yolaklardan olan Tiyoredoksin ve
TEX 101 mekanizmalar1 aydinlatilmaya calisildi.
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Sunulan arastirma, Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Unitesi
Androloji Laboratuvarina gelen bireylerden alinan semen numuneleri iizerinde
yapilmigtir. Semen analizi i¢in gelen bireylerin biyoatik olan numunelerinden
SPTRX3 ve TEX 101 diizeylerinin analizi ticari ELISA test kiti kullanilarak
gerceklestirilmis olup, Androloji Laboratuvarinda yapilan ve kayit altina alinmis
rutin Spermiyogram analiz sonuglar1 kullanilmistir. Calismada iki  grup
olusturulmustur. Grup I’e yas ortalamasi1 31,63+2,15 olan 40 Normozospermik birey
olugsmakta iken Grup II’e yas ortalamasi 29,33+1,65 olan 40 Oligozospermik birey
dahil edilmistir.

Sunulan ¢alismada, TEX-101 protein diizeylerini Normozoospermili
bireylerde (2,12+0,08 ng/mL) Oligozoospermili bireylere (1,55+0,04 ng/mL) gore
anlaml diizeyde farklilik gdsterdigi tespit edildi. Oligozoospermili bireylerin SPTrx3
diizeyleri (6,98+0,46 ng/mL) Normozoospermili bireylerin diizeylerine (3,07+0,35
ng/mL) gore anlamli diizeyde yiiksekti.

Sonug olarak aciklanamayan infertil hastalarda etkili olabilecegi diisiiniilen
TEX-101 ve SPTrx3 diinya literatiiriinde tanimlanmis olmakla birlikte, sunulan tez
calismast Normozoospermili ve Oligozoospermili bireylerin semen TEX-101 ve
SPTRX3 diizeylerini tespit eden ilk ¢alismadir.

Erkeklerin infertilitesinin degerlendirilmesinde yiiksek SPTRX3 ve diisiik
TEX-101 seviyelerinin erkeklerde biyobelirte¢ olabilecegi sonucuna varilmistir. Bu
calismada elde ettigimiz bulgular, SPTRX3 ve TEX-101 analizlerinin
Oligozoospermik erkek bireylerin tanisinda klinik bir yaklasim olarak
kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Anahtar  Kelimeler:  Agiklanamayan  Erkek  infertilitesi, TEX-101,SPTrx-
3,ROS,Tiyoredoksinler
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Reproduction, which is as old as human history, has always been a very
important concept due to it forms the basis of life and continuity. However, due to
various reasons couples cannot have children.. 30-40% of all infertile couples are
male and 40-50% of all infertile couples are female. In 15% of the couples have no
reason for their infertiltiy according to the result of all diagnostic tests. Therefore,
they are defined as unexplained infertility. Infertility problems in males are
manifested by abnormalities in semen analysis.

Although redox regulation is important in the physiology of normal
spermatogenesis, it is thought that interruption in redox regulation may play a role in
some spermatogenetic anomalies. In recent years studies, thioredoxin and
thioredoxin reductases have been indicated as strong relation with male reproductive
cells.

The thioredoxin system together with the glutathione system is regarded as
the main regulator of the intercellular redox environment. Spermatid-specific
thioredoxin (SPTrx3/STRX3/ TXNDCS) are found as high concentrations in the
defected human cytoplasm of spermatozoa and in nuclear vacuoles.

TEX101 (Testis expressed protein-101), is a cell membrane protein that is
expressed only in testicular germ cells and shed into seminal plasma. It is known that
TEX 101 protein is released during sperm production and in the plasma membrane of
the prospermatogenia in the fetal testis. Furthermore, there is an evidence that TEX-
101 may be a defined marker for detecting the possibility of finding sperm in the
testes of azoospermic infertile individuals by TESE surgery.

Based on this information, it was aimed to investigate the possible
relationships between SPTrxR3 and TEX 101 levels and semen parameters in
infertility and to determine the levels of SPTrx3 which play a role in redox pathways.
The determination of the differences between Normozoospermic and
Oligozoopermic individuals in terms of TEX 101 levels is another target of our
study. In this study, the mechanisms of thioredoxin and TEX 101 which are unknown
and unexplained biochemical pathways in infertility were studied.

The present study was carried out on semen samples taken from individuals
attending to the Andrology Laboratory and IVF Unit of the Sel¢uk University
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Faculty of Medicine. Remaining amounts of sperm which is identified as biological
waste were used in analysis of the SPTrxR3 and TEX101 levels performed by the
commercial ELISA test kit. The results of the routine spermiogram analysis
performed in the Andrology Laboratory were used. Two groups were formed in the
study. 40 normozoospermic individuals with a mean age of 31.63 &+ 2.15 years were
included as a Group 1, 40 patients with a mean age of 29.33 £ 1.65 years were
included as a Group 2 in the persent study.

In the present study, TEX-101 protein levels were significantly different in
individuals with normozoospermia (2.12 £ 0.08 ng/mL) compared to the group with
Oligozoospermia (1.55 + 0.04 ng/mL). SPTrxR3 levels (6,98 + 0,46 ng/mL) were
significantly higher in individuals with Oligosopocemia than those with
Normozoospermia (3,07 £ 0,35 ng/mL).

As a result, although the TEX-101 and SPTrxR3 which are thought to be
effective in unexplained infertile indivudials in the world literature, the thesis study
is the first study to determine the semen TEX-101 and SPTrx3 levels of individuals
with Normozoospermia and Oligozoospermia.

It was concluded that high SPTrxR3 and low TEX-101 levels may be a
biomarker in evaluation of male infertility. The findings of this study suggest that
SPTrxR3 and TEX-101 analyzes can be used as a clinical approach in the diagnosis
of Oligozoospermic male.

Keywords: Unexplained male infertility, TEX-101, SPTrx-3, ROS, Thioredoxins
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1.GIRiS

1.1.infertilite’nin Tanmimi ve Simflandirmasi

Dogal yollarla gebeligin olusmasi ig¢in eslerin fizyolojik islevlerinin normal
olmast gerekir. Yumurtlama doneminde rahim agzindaki salginin, cinsel temas
sonrast hareketli spermlerin rahme gegisine izin verecek kivam ve Ozellikte olmasi
gerekir. Rahim i¢ine ulagan spermlerin hareketli, normal goriiniimlii ve sayica yeterli
olmalar1 6nemlidir. Rahim igerisinden gecip tliplere ulasan spermlerden dolleme
yetenegine sahip olan bir tanesi yumurtanin zarini delerek yumurtanin igerisine girer

ve boylece dollenme islemi tamamlanmais olur.

Infertilite, iireme dénemlerindeki bir ¢iftin herhangi bir dogum kontrol yontemi
kullanmadan, en az bir yil diizenli cinsel iligskiye girmelerine ragmen gebeligin
olugsmamasi olarak tanimlanir (Mengeot ve Vogel 2008, Allan ve Mounce 2015,
Kahyaoglu Sut ve Balkanli Kaplan 2015, Peyromusavi ve ark 2016). Bu donemdeki
ciftlerden %10-15 kadar infertilite ile tanimlanmaktadirlar (Mosher ve Pratt 1991).
Bu oran, son yillarda %30’lara kadar artig gostermistir. Bu artista en fazla etkili olan
faktor, kadinin toplumsal sartlar nedeniyle evlenme ve dogum yapma yasinm
geciktirmesidir. Saglikli ve normal ¢iftlerde bir yil iginde beklenen kiimiilatif gebelik
orant %93 olup artan yasla birlikte fertilitede belirgin bir azalma meydana
gelmektedir (Eren 2008, Tasct ve ark 2008, Yanikkerem ve ark 2008, Dilek 2009,
Teskereci 2010, Kili¢ ve ark 2011, Asci ve Beji 2012).

Bir menstrual siklusta gebe kalabilme olasilig1 fekundabilite olarak ifade
edilir. Iliskileri diizenli olan fertil ¢iftlerin siklus basma fekundabilitesi yaklasik
%20-25 dir (Dunson ve ark 2002). Diizenli olarak iliskiye giren, normal ¢iftlerde
gebelik orani bir yil iginde %85-90 dir (Boivin ve ark 2007). Konsepsiyon; iliski
sadece ovulasyon donemi yakinlarinda gerceklestiginde olur. Ovulasyon giiniinden
sonraki 6 giin fertilizasyon penceresi olarak tanimlanir. Bu donem de hem sperm

hem oosit viabilitesi ve fonksiyonlarinin en iyi oldugu zamandir (Reproductive



2008). Konsepsiyon veya gebeligin gerceklesemedigi ve ¢ocuk olmasinin miimkiin
olmadig1 durumlar sterilite olarak tanimlanir. Eslerden birinin ya da her ikisininde
fertilitesinin azalmasinin sonucunda c¢ocuk sahibi olamamalar1 subfertilite olarak

tanimlanir. (Hotun-Sahin ve Bilgic¢ 2015)

Fertilite; gebelik elde etme ve bebek sahibi olabilmeyi ifade eder. Fertilite
yasa bagl olarak artan yas ile azalmaktadir. Yapilan bir calismada 19-26 yas
arasindaki kadinlarin 35-39 yas arasindaki kadinlara gore iki kat daha fazla gebe
kalma ihtimalinin oldugu gosterilmistir. Kiz fetuslarda gebeligin 20.haftasinda oosit
say1s1t maksimum olur ve dogumla birlikte 1-2 milyona, puberte doneminde 300.000-
500.000’e, 37 yasinda 25.000’e, ortalama menopoz yasi olan 51 de ise yaklasik
1.000’e diiser. Fekundite ki azalma yavas yavas gerceklesir ancak 32 yasindan sonra
bu azalma daha anlamli olmaya baslar ve 37 yasindan sonra azalma daha hizli
gerceklesir (Committee on Gynecologic Practice of American College of ve
Gynecologists 2008). Fekunditedeki azalmanin nedeni tam olarak acgiklanamamakla
beraber azalmadan multiple faktorler sorumlu tutulmaktadir (Obstetricians ve

Gynecologists 2014).

Kadimnlarda 20°li yaslardan 30’lu yaslara kadar fertilite yar1 yariya kadar
azalir. Erkeklerde 35 yasindan sonra semen parametrelerindeki bozulma ile
saptanabilmekle beraber fertilitelerinde 50 yasindan Once belirgin azalma
goriilmemektedir. (Dunson ve ark 2004). Yas, obezite, alkol ve sigara tiiketimi,
cinsel yolla bulasan hastaliklar, genetik etkenler gibi bircok faktor fertilitenin

azalmasina bagl olarak infertiliteye neden olabilir (Pfeifer ve ark 2017).



1.1.1.infertilitenin Prevalansi

Infertilite’nin  goriilme sikhigi, iilke ve bolgelere gore degisiklik
gostermektedir (Zhang ve ark 2014). Diinya genelinde infertilite prevalansim
belirlemek i¢in 2007 yilinda 25 iilkeden 172.413 kadinla bir arastirma yapilmistir. Bu
arastirma sonucunda infertilite prevalansinin gelismis {ilkelerde %3.5 ile %16.7
araliginda oldugu, az gelismis iilkelerde ise %6.9 ile %9.3 araliginda oldugu

belirtilmistir (Balen 2008) .

2008 yilinda yapilan bir ¢alisma sonucunda 6,1 milyon ¢iftin ¢ocuk sahibi
olamama nedeniyle infertilite ile ilgili kliniklere bagvurdugunu belirtmistir (Erdemir
ve Kilig¢ 2011). Gelismekte olan iilkelerde infertilite insidansi, gelismis iilkelere gore
daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Arslan-Ozkan ve Okumus 2012). Baz iilkelerin
infertilite oranlart Norveg¢’te %6,6 (Boivin ve ark 2007), Japonya’da %14
(Oltuluoglu ve ark 2014), Fransa’da %14 (Mengeot ve Vogel 2008), Pakistan’da
%21,9 (Hussain ve ark 2014), Misir’da % 10,4 (Arslan-Ozkan ve Okumus 2012),
Hindistan’da %17,2 (Arslan-Ozkan ve Okumus 2012), Portekiz’de %12 (Kahyaoglu
Sut ve Balkanli Kaplan 2015) ; Iran’da %12 (Mosalanejad ve ark 2014), Sahra-Alt:
Afrika’da %30-40 (Bahamondes ve Makuch 2014), olarak bulunmustur.

Tiirkiye; infertilite oran1 yiiksek olan iilkeler arasindadir (Rutstein ve Shah
2004) . Tiirkiye’de infertilite oran1 %10-20 arasinda degisiklik gostermektedir (Tasc1
ve ark 2008, Kirco 2009, Kilig ve ark 2011, Karaca ve Unsal 2012, Kogyigit 2012,
Cetinbag ve ark 2014, Sezgin ve Hocaoglu 2014, Cavusoglu 2015). Tiirkiye’de
infertilite sorunu ile yaklasik 1,5-2,0 milyon kisinin kars1 karsiya kaldigi ve bu
saymin giderek arttigi belirtiimektedir (Amanak ve ark 2014). Ulkemizde 2013
yilinda yapilan Tiirkiye Niifus ve Saglik Arastirmasi verilerine gore; 15-49 yas arasi

infertil kadinlarin oranm1 % 6,5 olarak tespit edilmistir (TNSA 2013).



1.1.2.infertilite Nedenleri

Literatiirde oldukga farkli oranlar yer almaktadir. infertilitenin %40'min kadin
faktorlerine, %40'inin erkekle iliskili faktorlere, %20'sinin ise hem erkek hem de
kadin kaynakli faktorlere ya da aciklanamayan faktorlere baghi oldugu
diisiiniilmektedir (Yanikkerem ve ark 2008, Teskereci 2010, Erdem 2012, Ilerisoy
2012, Ozan ve Okumus 2013).

Infertilitenin nedenleri arasinda primer Infertilitenin % 55-75, sekonder
infertilite'nin ise % 25-40 oraninda oldugu bildirilmektedir (Arslan-Ozkan ve

Okumus 2012, Erdem 2012)

Kadin infertilitesi ve nedenleri

Infertilitede kadin faktdriiniin degerlendirilmesinde hikaye, fiziki muayene,
endokrin testler, goriintiileme yontemleri ve genetik testlerden yararlanilir. Kadin
fertilitesi, infertilite’nin degerlendirmede, en Onemli etkeni olusturmaktadir.
Ozellikle oosit sayisinin ve kalitesinin azalmasindan dolay1 19-26 yas arasinda olan
kadinlarda, 35-39 yas arasinda ki kadinlara gore 2 kat daha fazla spontan gebe kalma
orani vardir. Benzer bulgulara, Yardimci Ureme Teknikleri (YUT) basar1 oranlar
raporlarinda da rastlanmakta olup, basariy1 etkileyen en énemli faktoriin yas oldugu
ozellikle belirtilmektedir. Embriyo transfer basina canli dogum oranlarmin 35 yas
altinda %43,4, 35-37 yaslarinda %35,9, 41-42 yaslarinda %14,9, 42 yas ve {lizerinde
%S5,8 oldugu bildirilmistir (Wright ve ark 2005).

Kadindaki infertilite faktorleri 7 ana baglik altinda degerlendirilmektir.

Yas faktorii

Overlerdeki folikiil kalitesinin yasa bagli olarak azalmaya baglamasiyla

birlikte ovumun implantasyon basarisinda da azalma baglar. Kromozom anomalisi ve



tekrarlayan diigiik oranlar1 artarken canli dogum oranlar1 azalmaktadir (Wallach ve
ark 1991). Dogum kontroliiniin yasak oldugu iilkelerde yapilan ¢aligmalarda
fertilitenin yasla birlikte ters orantili olarak degistigi kanitlanmistir.(Sezgin ve

Hocaoglu 2014, Cavusoglu 2015)

Ovulatuar faktorler

Kadm infertilitesinde goriilen en sik nedendir. Endojen strojen iiretiminde ki
bir sorun Folikiil stimule edici hormon (FSH) disiikliigi ve amenoreye neden
olmaktadir. Bunun sonucunda olusan primer over yetmezligi, erken menopoz veya
ileri yasa baglidir. Endojen prolaktin arasindaki diizensiz artig veya azaliglara bagh

olarak ovulasyon kusurlarina da neden olabilmektedir

Tubal ve pelvik faktorler

Kadin infertilitesinin ikinci sik nedenidir. Apandisit, gecirilmis tubal
cerrahiler, pelvik enfeksiyonuna neden olan rahim i¢i ara¢ kullanimi1 veya tiiberkiiloz
gibi iltihabi hastaliklar, tubal tikanikliga sebep olarak, yumurtanin kanallara
ulagsmasini ve ardindan da kanal i¢inden uterusa dogru ilerlemesini engeller. Bunun

sonucunda infertilite gelisir (Demirtiirk ve Caligkan 2007, Speroff ve ark 2007).

Servikal faktorler

Fertilite i¢in sperm ile servikal mukusun etkilesimi olduk¢a oOnemlidir.
Spermin dolleme yapabilmesi i¢in Servikal mukusun artmis miktarda, berrak, ince ve
bazik olmasi gerekir (Ozdiler ve Aydos 2000). Bu salgi sperm igin depo gorevi goriir
ve sadece ovulasyon doneminde serbest sperm gecisine izin verir. Ovulasyon donemi
disindaki zamanlarda ise salginin yap1 ve kivami sperm gegisine izin vermez. Kronik
servisit veya enfeksiyon gibi nedenlerle servikal mukus o6zelligini kaybeder.
Mukusun pH’1, kalitesi, yogunlugu degistigi i¢in salgi i¢indeki sperm antikorlari
sperm yapisini bozar. Spermlerin ovulasyon doneminde bile uterusa ulagmasini
engelleyerek infertiliteye neden olabilmektedirler (Demirtiirk ve Caliskan 2007,
Speroff ve ark 2007).



Uterin faktorler
Doéllenen yumurta uterusa yerlesir. Uterus bebegin gelistigi yerdir. Uterus
anomalileri, konjenital malformasyonlar ve intrauterin adezyonlar daha az oranda

fertiliteyi olumsuz etkileyen faktorlerdendir (Cigek 2008).

Miyomlar, polipler, inrauterin yapisikliklar ve enfeksiyona bagli patolojiler
embriyonun implantasyon ve gelisimine engel olarak infertiliteye neden olurlar

(Cavusoglu 2015).

Endometriyozis

Endometriyozis ile infertilite arasinda giiclii bir iliski vardir ve infertil
kadmlarm %20-40’1nda goriiliir (Ozdiler ve Aydos 2000, Kirca ve Pasinlioglu 2013).
Endometriyozis rahim i¢ini déseyen dokunun (endometriyum) baska bir bolgede (or.
yumurtaliklar, karm i¢i vb.) bulunmasi halidir. Adet kanamasi sirasinda bu dokudan
da kanama oldugundan siddetli agr1i olusur. Bu hastalik yumurtaliklarda koyu
kahverengi renkli ve ¢ikolata kisti olarak bilinen kist olusumlarina da yol agmaktadir

(Oral 2010).

Diger Faktorler

Sigara, alkol kullanimi, obezite, cinsel yolla bulasan hastaliklar, genetik
bozukluklar kronik hastaliklar, asir1 diisiik kilo ve asir1 stres gibi etkenlerde kadin
infertilitesine sebep olabilmektedir (Kirca ve Pasinlioglu 2013). Infertilite riski sigara

icenlerde, igmeyenlere gore 1,6 kat daha fazladir (Demirci 2014).

1.1.3. Erkek Fertilizasyonu

Fertilizasyonun gergeklesmesi i¢in spermin normal spermatogenez
basamaklarin1 bagarili olarak tamamlamasi gerekir. Fertilizasyon i¢in gereken
spermatogenez basamaklari; maturasyon, kapasitasyon, hiperaktivasyon, zona
pellusidaya baglanma, akrozom reaksiyonu, sperm-oosit membran fiizyonu, kromatin
dekondensasyonu ve erkek—kadin proniikleuslarinin flizyonunu igeren karmasik

siireclerden olusur (Sharlip ve ark 2002).



Testikiiler fonksiyon ve spermatogenez

Testisler; seminifer tiibiil (spermatogonia ve sertoli hiicreleri bulunur) ve
leydig hiicreleri (testosteron {iiretiminin yapildig1 yerdir) olmak iizere iki farkl
fizyolojik yapidan olusurlar. Sertoli hiicreleri arasinda bulunan siki baglantilar kan-
testis bariyerini olusturur. Bu kan-testis bariyeri sayesinde germ hiicreleri

antikorlardan ve ¢evresel toksinlerden korunurlar.

Spermatogenezis  (Sekil 1.1.3.1, Sekil 1.1.3.2), Spermatositogenezis ve
spermiyogenezis (Sekil 1.1.3.3) olmak iizere baslica iki temel siirecten olusur.
Spermatositogenezis; FSH ve testosteronun etkisine bagli olarak testislerde bulunan
seminifer tiibiillerinde sperm iiretimidir. Spermiyogenezis; anatomiksel yap1 olarak
olgunlagmasini tamamlamis spermin, epidimis ve seminifer tiibiillerde gecirdigi siire
boyunca androjen bagimli olarak fonksiyonel olarak olgunlasma siirecini
tamamlamasidir. Sitoplazma kaybi, kromatin kondensasyonu, flajella ve akrozom
basliginin olugsmasi gibi anatomik farklilagsmanin son asamalarin1 da kapsar. Sperm
epididimise kadar hareketsizdir, burada gecirdigi siireclerle hareket ve fertilizasyon
yetenegi kazanir. Prostat ve seminal vezikiil sekresyonlar1 seminal siviy1 olusturur.
Ejakiilasyon ve sekresyonu kolinerjik sistemin kontrolii altinda androjen bagimli

olarak sentezlenir (Mawhinney ve Mariotti 2013).
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Sekil 1.1.3.2. Seminifer tiibiillerde spermatogenezis (contraceptionformen.wordpres.com 02.12.2018)

Spermatogenezis, Leydig hiicrelerinin Luteinizan hormon (LH) tarafindan
uyarilmasi ile iiretilen testosteron ve FSH’nin germinal epitel ve Sertoli hiicreleri
iizerine olan etkilerine bagimli olarak gergeklesen siirectir. (Sekil 1.1.3.4). Bu siireg

Y kromozomunda bulunan genlerin kontrolii altinda gerceklesmektedir. Seminifer



tiibiiller, testis hacminin yaklasik %80’ini olustururlar ve sperm Tlretimi ve
farklilasmasinin 6nemli bir kismi burada gerceklesir. Seminifer tiibiillerin terminal
uc noktalar1 birleserek 6 ve 12 kanal olarak epididimise agilirlar. Seminifer
tiibiillerde; Diploid spermatogonianin (46 kromozomlu) mitozu ve farklilasmasi ile
haploid spermatosit (23 kromozomlu) olusumu ve sonrasinda mayoz ve ileri
farklilasma ile haploid spermatidlere doniisiimii gerceklesir (Mawhinney ve Mariotti

2013). Seminifer tiibiillerde spermatogenezis sekil 1.1.3.2. gdsterilmistir.
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Sekil 1.1.3.3. Memeli Spermiyogenez Asamalari
(http://www.austincc.edu/rfofi/NursingRvw/PhysText/Reproductive.html)
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Sekil 1.1.3.4. :. Spermatogenezisin Hormonal Kontrolii (Kathrins ve Niederberger, 2016)

Spermatogenezis proliferatif/mitotik faz, mayotik faz, spermiyogenezis olmak
iizere ii¢ asamada gerceklesmektedir. 1k faz  spermatositogenezisdir
(proliferatif/mitotik faz). Spermatogenezisin baslamasiyla birlikte 46 kromozomlu
spermatogonia biiyiir, olgunlasir ve primer spermatosit olusturur. Ikinci faz mayotik
fazdir ve mayoz 1’in tamamlanmasinin sonucunda 2 adet 23 kromozomlu sekonder
spermatosit olusur. Olusan her iki sekonder spermatosit 2.mayoz boliinmeye girerek
4 adet 23 kromozomlu spermatiti meydana getirir. Uciincii faz spermiyogenezisdir ve
olusan spermatidlerin her biri bu fazin tamamlanmasindan sonra maturasyona

ugrayarak olgun spermatozoaya doniisiir (Cheng ve Mruk 2010).
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Ugiincii fazinda tamamlanmasi ile olusan spermatozoalar seminifer tiibiil
liimenine salinir ve buradan da kaput epidimise kadar tasmirlar. Epididimiste
spermler maturasyona ugrarlar. Epidimisteki maturasyon sonucunda spermler
hareket yeteneklerini kazanirlar ve ejakulasyona kadar burada depolanirlar. Hareketli
ve fertilizasyon yetenegine sahip spermlerin saptanabilecegi ilk yer epididimisin
kuyruk bolgesidir (Samplaski ve ark 2010). Spermin testisten ejakiilatuar kanala
taginmasi yaklasik 12-21 giin siirer. Normal bir spermin sematik goriiniimii sekil-

1.1.3.5°de olup, morfolojik 6zellikleri tablo 1.1.3.1°de gosterilmistir.

Spermin yapisi

Sekil 1.1.3.5. Matiir spermin sematik goriiniimii (Gartner ve Hiatt 1997)
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TABLO 1.1.3.1. :Normal spermin morfolojik 6zellikleri

Normal spermin morfolojik 6zellikleri:

- Bas diizgiin oval sekildedir.

- Akrozom basin apikal (6n) kisminin %40-70’ini kaplar.

- Basin en ve boy olarak 6l¢timleri kullanilan boyaya gore degismesine ragmen

ortalama 4-6p x 2.5-3.5p’dur.

- Orta kisim bagin tam alt ortasindan aksiyal olarak birlesir ve silindir seklinde

olup eni < 1p boyu ise bag uzunlugunun 1.5 katidir. (6-10p)

- Stoplazmik droplet (artik) ise sadece orta kisimda olmali ve basin olusturdugu

alanin yarisindan fazlasini kaplamamalidir.

Fertilizasyon (Do6llenme) nedir?

Spermatozoon ve oosit’in ¢ekirdeklerinin birleserek kaynagmasi olayina
fertilizasyon denir. Spermadaki spermatozoonlarin sadece 9%0,002°si oosite
ulasabilmektedir. Fertilizasyon ger¢ceklesmeden oOnce epididimiste spermin
olgunlagmasi ve disi lireme kanallarindaki sperm kapasitasyonunun gerceklesmesi

gerekmektedir.

Seminifer tiibiile birakilan sperm epididimis kanalina girer ve burada sirkiiler
bir harekete sahiptir. Ejakiilasyondan sonra sperm disi iireme kanali olan uterusda
kapasitasyon gecirir daha sonra ovidukt kanalinda oosit ddllenmesini gegirerek

siirece devam eder.

Kapasitasyon, disi genital sistem mukozasi ile spermatozoa arasinda
gerceklesen etkilesim ile spermiyumun gecirdigi fonksiyonel ve morfolojik
degisiklikleri kapsar. Kapasitasyon yaklasik 7 saat siiren bir siirectir ve bu siirecin

sonunda spermiyum ZP tabakasina tutunabilir. Spermiyum hiperaktivite yetenegini
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burada kazanir. Bu esnada spermin plazma membraninda; cAMP miktar1 artar, adenil
siklaz (AC) aktivitesinde artis olur, membrandaki Ca" kanal aktivasyonu ve tirozin
fosforilasyon aktivasyonuna bagli olarak intaselliiler Ca" miktarmi yiikselmesi
gergeklesir. Tiim bu gergeklesen olaylarin sonucunda sperm daha hareketli hale gelir.
Maturasyon ve kapasitasyon siireclerini basarili olarak tamamlayan sperm bir oositi
dolleyebilir ve bu siireglerin sperm-oosit birlesmesinden 6nce tamamlanmasi gerekir

(Babayeva 2017).(sekil 1.1.3.6)

a) Spermatozoon korona radiyataya yaklastiginda hiyaluronidaz enzimini salar
ve akrozom reaksiyonu gecirir.

b) Zona pellusidaya ulasan sperm ZP3’e baglanir. Baglanma ile i¢ akrozomal
membrandan akrozin salimimini gergeklesir, bunun sonucunda spermin-zona
pellusida girisi kolaylasir.

c) Sperm oositin plazma membranmi ile birlesir, bu birlesme ile plazma

membranlari arasinda flizyon gergeklesir.

Sperm ve yumurta
coffalmas: ve metafaz 1 1

Spermin folikiil hiicresine
penetrasyonu
Sentriyollerin
Kopyalanmas: ve

veni ig olusumu 1 0

ZP3 reseptori-sperm
Sperm ve yumurta 9 baglanmas
¢ekirdekleri kaynasmasi,

sentrozom girisi

Akrozomal

ikinei polar reaksiyon

cisim
atilmas:

8

¢

4 Yumurta ve sperm
plazma membranlar
\ kaynasmasi

Depolarizasyon

Yumurta hiicresi

Mayoz I *yi bitirir. 6  Kortikal reaksiyon-
ZP3 deisimi

Sekil 1.1.3.6. : Memelilerde fertilizasyon ve implantasyon (http://docplayer.biz.tr/8227360-
Fertilizasyon-yariklanma-ve implantasyon-bilaminar-disk-olusumu-prof-dr-murat-akkus.html)
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1.1.4.Erkek Infertilitesi

Erkeklerde kaliteli sperm iiretimi 20-30 yaslarinda pik yapar, 40 yasindan
sonra hafif azalmaya baslar ve ileri yaslara kadar bu azalma devam eder. Erkegin
tireme yetenegi ileri yaslara kadar siirer (Benli 2010, Kirca ve Pasinlioglu 2013,
Amanak ve ark 2014). Son yillarda sperm kalitesi ve konsantrasyonunda azalis,
infertilite oram1 ve testikiiler kanserlerin goriilme sikliginda ise artis oldugu
raporlarda belirtilmistir. Bu bulgular, gelecekte erkek infertilitesinin artis1 ile ilgili
endiselere neden olmustur (Richard ve ark 2004, Merzenich ve ark 2010, Demirci
2014). Sperm konsantrasyonu ile malign hastaliklar arasinda bir iligki olabilecegi ve
bunun testikiiler ve endokrinolojik fonksiyonlar1 etkileyebilecegi diisiiniilmektedir
(Richard ve ark 2004). Obezite; erkeklerde hormon degerlerini degistirerek
spermatogenezin azalmasi ile fertiliteyi etkiledigi belirtilmistir (Sen 2011, Hussain
ve ark 2014, Katib 2015). .Erkek infertilitesindeki artis; konjenital ya da kazanilmis
tirogenital bozukluklardan, skrotal 1s1 artimindan (varikosel), genital sistem
enfeksiyonlarindan, endokrin bozukluklardan, genetik hastaliklardan, immiinolojik
faktorlerden kaynaklanabildigi gibi son zamanlarda elektromanyetik dalgalar ve bir
takim kimyasallara maruz kalma gibi bazi c¢evresel faktorlerden de
kaynaklanabilmektedir. Olgularin %60- 75’inde infertiliteden sorumlu herhangi bir
etken bulunmaz (idiyopatik erkek infertilitesi). Boyle erkekler fertilite problemiyle
ilgili olabilecek ge¢mise ait bir hikdye vermeksizin, normal fizik muayene ve
endokrin laboratuvar sonuglarina sahip olabilirler (Giines 2017). Erkek infertilitesi,
infertilite nedenlerinin %25’ini tek basina olustururken, %50°ye yakininda eslik eden

baska faktorler bulunur (Sharlip ve ark 2002).

Yapilan bir¢ok calisma sonucuna gore erkek infertilitesine neden olabilecek
genetik faktorlere sperm ylizey proteinleri 6rnek olarak verilmektedir (integrinler,
adezyon molekiilleri, fibronektin, selektinler vb,). Bu proteinlere ek olarak, hiicre
dongiisiiniin kontrol noktalarinda gorev yapan proteinler (ATM vb.(Aitken ve ark
2003)) ve DNA tamir mekanizmasinda rol alan proteinler de gosterilmektedir (Pierik

ve ark 2000).
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Erkek infertilitesinin incelenmesinde, normal fizyolojinin degerlendirilmesi
ve de bilinmesi onemlidir. Testikiiler fonksiyon ve spermatogenez fertilizasyondaki

primer unsurlardir.

Erkek infertilitesi etiyolojisi

Erkeklerdeki infertilite sorunlari yaklasik vakalarin tiimiinde semen
analizindeki anormalliklerle kendini gosternektedir. Erkek infertilitesine ait birden
fazla neden wvardir. Erkek infertilitesi obstriiktif azospermi (OA) veya
hipogonodotropik hipogonadizm gibi belirlenebilir nedenlerle bagli ve tedavi
edilebilirken, bazen de testis atrofisi gibi neden belirlense bile tedavi imkani olmayan

etkenlere bagli olabilir (Yumru ve Ondes 2011).(Tablo 1.1.3.2)

Tablo 1.1.3.2.: Erkek infertilitesinde etyoloji

Cinsel Faktorler 1,7
Urogenital Enfeksiyonlar 6,6
Konjenital Anomalilerl 2,1
Varikosel 12,3
Endokrin Bozukluklar 0,6
Immiinolojik Faktorler 3,1
Diger Hastaliklar 3,0
Idiyopatik Semen Bozukluklar: 75,1

Erkek fertilite durumunu degerlendirmek i¢in gliniimiizde spermiyogram testi
kullanilir. Ejakulat 2-7 giinliik cinsel perhizden sonra mastiirbasyon yontemi ile
toplanir. Ejakulatin viicut veya oda sicaklifinda olmasi gerekir. Sonuglarin daha
giivenilir olmasi i¢in en az 7 giin en ¢ok 3 ay ara ile verilmis iki sperm Grneginin
degerlendirilmesi Onerilmektedir (WHO 2001, Sharlip ve ark 2002). Semen
analizinin degerlendirilmesi Diinya Saglik Orgiitiiniin (WHO) onerdigi degerlere
gore karsilastirilip degerlendirilmektedir (Kadioglu 2011). (Tablo 1.1.3.3)
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Tablo 1.1.3.3.::WHO 2010 semen parametreleri

Volume 1.5-5.0 ml

PH >7.2

Viskozite <3 (0-4)

Sperm Konsantrasyonu >15 milyon/ml
Toplam Sperm Sayisi >40 milyon/ ejakulat
Motilite Yiizdesi >%50

Ileri Hareket >2(0-4)

Normal Morfoloji >%350 normal

>%730 normal

>%14 normal (kruger)
Yuvarlak Hiicre <5 milyon/ml
Sperm agliitasyonu <2(0-3)
Seminal cinko >2.4
(pmol/ejakiilat )
Seminal friiktoz >13
(pmol/ejakiilat)

Seminal nétral glukozidaz >20

(mU/ejakiilat)

Peroksidaz-pozitif lokositler <1.0

(10° per ml)

Semen analizine gore siniflandirma ve nedenleri

“Spermi” eki semeni “zoospermi” ise spermleri ifade eden terimlerdir. Bu
ylizden spermin durumunu ifade etmek ic¢in oligozoospermi, astenozoospermi,

teratozoospermi vs. gibi ifadeler kullanilmalidir (Walsh ve ark 2005).
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Normozoospermi

Toplam sperm sayisinin, ileriye dogru hareketli spermlerin yiizdesinin alt

referans degerine esit veya yliksek oldugu, yapisal olarak normal sperm yiizdelerinin

gbzlendigi durumlarda kullanilan terimdir (Kadioglu 2011).

Aspermi (Ejakulat yoklugu)

Semen, vaz deferenslerden iiretreya atilamazsa veya ters yone (retrograd)
ilerleme olursa vaskiiler, hormonal ve ereksiyon bozukluklari sonucunda seminal
stvinin tamamen olmamasi (ejakulat yoklugu) durumudur ve bu durum aspermi

olarak tanimlanir.

Oligozoospermi

Sperm yogunlugunun 15 milyon/ml’den az oldugu durumlar oligozoospermi
olarak tanimlanir. Orta oligozoospermili hastalarda 5-10 milyon/ml arasi sperm
gozlenirken, sperm sayisin 5 milyon/ml az oldugu durumlar ise ciddi
oligozoospermik olarak tanimlanir. Kromozomal defektler, inmemis testis, varikosel

ve stres oligozoospermiye neden olabilir.

Astenozoospermi

Hareket eden sperm yiizdesi (motilite) ve ileri hareket yeteneginin alt sinir
degerinin altina diismesi sonucu astenozoospermi goriiliir. Spermde ki morfolojik
(yapisal) bozukluklar, genital sistem enfeksiyonlari, antisperm antikorlarinin varhigi,
11, varikosel, toksik maddeler, koit sikliginin azalmasi ve idiopatik faktorler sebep

olabilmektedir (Walsh 2002, Walsh ve ark 2005).
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Teratozoospermi

Morfolojik yonden normal spermlerin alt sinirindan daha diisiik yiizdede
bulunmast durumunu tanimlamakta kullanilir. (Kadioglu 2011). Kromozomal
nedenler, epididim enfeksiyonlari, toksik maddelerle temas ve varikosel gibi sorunlar
gozlenebilir. Genellikle oligozoospermi ve astenozoospermiyle birlikte goriiliir

(Walsh 2002, Walsh ve ark 2005).

Oligoastenoteratozoospermi

Sperm yogunlugunun, hizinin ve yap1 bozuklugunun varikosel, 1s1, ilag,
toksin ve enfeksiyon gibi nedenlerle {i¢ problemin bir arada goriilmesiyle olusur

(Walsh 2002, Walsh ve ark 2005).

Nekrozoospermi

Kadma ait faktorler, immiinolojik nedenler, genital enfeksiyonlar, yetersiz
cinsel egitim gibi nedenlere bagli olarak sperm degerlerinin normal olmasina ragmen

tiim spermlerin 6lmesidir (Anafarta ve ark 1998).

Kriptozoospermi, Hemospermi, Lokospermi

Preparatlara alinan 6rneklerde sperm gézlenmemesine ragmen santrifiigasyon
sonucunda pellette spermin gozlenmesi durumu kriptozoospermi, semende
eristrositlerin varligi hemospermi (hemotospermi), semende yiiksek miktarda
16kositin bulunmas1 durumunda ise 16kospermi (16kositospermi/piyospermi) ifadeleri

ile tantmlanmaktadir (Kadioglu 2011).

Azoospermi

Azoospermi, seminal sivinin (ejakiilatin) santrifiijii sonrasinda pellette hig

sperm bulunamamasidir. Infertil grubun yaklastk % 10-15° lik dilimini
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olusturmaktadir. Iinfertil kisilerde azoospermiye hipotalamus ve hipofiz bezi
yolaklarindaki sorunlardan dolay1 olusan hipogonadotropik hipogonadizm hastaligi,
genetik kokenli spermatogenez bozukluklari, testikiiler kanal tikanikliklar1 veya

enfeksiyon neden olabilmektedir (Walsh 2002, Walsh ve ark 2005).

Erkek infertilitesi nedenleri ve siniflandirilmasi

Erkek infertilitesi anatomik olarak ii¢ grupta incelenebilir.(Aydos 2017)
A) Pre-testikiiler nedenler

B) Testikiiler nedenler

C) Post-testikiiler nedenler

TABLO 1.1.3.4.::Erkek infertilitesinde anatomik bozukluklar ve nedenleri

A) PRE-TESTIKULER NEDENLER B) TESTIKULER NEDENLER
a. Kromozomal (Klinefelter’s a. Konjenital ( inmemis testis /
sendromu) immotil silia sendromu)

b. Hormonal:Hipogonadotropik b. Enfeksiyon — Orsitis
hipogonadizm,Hiperprolaktinemi c. Vaskiiler — Torsiyon /

c. Koital nedenler:Erektil Varikosel.

disfonksiyon ,Psikoseksiiel d. Anti-spermatojenik ajanlar:
Endokrin/Noéral (Diyabetik noropati, Kemoterapi / X-ray / Ila¢ / Ist
parapleji, ilag) Ejakiilatuvar yetmezlik e. immiinolojik

(Psikoseksiiel / Genito-tiriner cerrahi / f. idiopatik

Noral / Ilag)

C) POST-TESTIKULER
NEDENLER

a. Obstriiktif

Epididimal (Konjenital /
Enfeksiyon)

Vazal (Konjenital / Akkiz)

b. Epididimal zararh etkiler
Epididimal asthenozoospermia
c. Aksesuar bez enfeksiyonlari
d. Immunolojik
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Pre-Testikiiler Nedenler

Normal spermatogenez esnasindaki FSH (Folikiil stimule edici hormon)
hormonunun seviyesi Sertoli hiicreleri tarafindan salinan inhibin hormonuyla kontrol
edilir. Spermatogenezdeki bozukluk sonucu FSH degerinde yiikselme gerceklesir.
Leydig ve sertoli hiicrelerinin fonksiyonlarini yerine getirememesi sonucu
testosteron miktarinda azalma goriiliir. Bunun tam tersi olarak gonadotropinlerde
artma goriiliir. FSH ve LH (luteinize edici hormon) hormonlarinin testosteron

liretimini uyarabilmesi i¢in belli miktarda salinmasi gereklidir.

Hipotalamus ve hipofiz yolaklarinin bozulmasi sonucu FSH ve LH eksikligine
bagli olarak testosteron yetersizligi goriiliir. Bunun sonucu olarak olusan
hipogonadotropik hipogonadizm hastalig1 infertiliteye neden olmaktadir (Aydos
2007).

Testikiiler Nedenler

Kriptorsidizm (inmemis testis) , varikosel, germinal hiicre aplazisi, hormon
bozukluklari, testikiiler yapi, semen ve sperm kaynakli problemler bu grupta yer
almaktadir. Infertil erkeklerde kromozomlarda sayisal ve yapisal olarak anomaliler

goriilmektedir (Stipoljev ve ark 2006).

Spermler i¢in optimal seviyelerde olmasi gereken testis 1sisinin artmasi
sonucu sperm fonksiyonlarinda bozulmalar meydana gelmeye baslar (Bozhedomov
ve ark 2014). Testislerde 1s1 artisina bagli olarak olusan varikosel; spermatik

venlerde kapakgiklarin az veya hi¢ ¢aligmamasina bagli kanin refliisiidiir.

Sik goriilen ama tedavi edilebilen, varikoselektomiden sonra hastalarin
yaklagik yarisinda 1 yilda sperm sayisinda artis goriilebilmektedir. Tek tarafli
inmemis testis vakalarinda fertilite mimkiin iken, ¢ift tarafli inmemis testis
vakalarinda semen kalitesi bozuk oldugu igin fertilite ihtimali ¢ok diisiiktliir ve

azoospermi s6z konusu olmaktadir (Cayan ve ark 2001, Parekattil ve Agarwal 2012).

Seminifer tiibiillerin tamamen sertoli hiicreleriyle kapli oldugu ve germinal

hiicre gelisiminin olmadigr durumlar germinal hiicre aplazisi olarak tanimlanir. Bu
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sendromdaki hastalarda yiiksek FSH degeri ve azoospermi durumu goriiliir.

Etiyolojisi ise genellikle tam olarak bilinmemektedir (Aydos 2007).

Hormon bozukluklari, testikiiler yapi, sperm ve semen kaynakli problemlerin
yant sira obezite, psikolojik sorunlar, alkol, sigara, ilag, kemoterdpik ajanlar,
radyasyon, enfeksiyon ve yas gibi yasam tarzina bagl faktorler de infertiliteye neden
olabilmektedir. Kemoterdpik ajan ve radyasyona maruziyet, gecici azoospermiye

neden olabilmektedir (Griffin ve Finch 2005, Aydos 2007).

Sperm malformasyonlarimin tipleri

Insan spermleri morfolojik olarak diger memelilere gore biiyiikliik ve yap1
acisindan 6nemli farklilar gosterir. Normal fertil ejakulatta dahi spermatozoonlar bas,
akrozom, kuyruk sekil, biiyliklik yoniinden farkli yapilarda bulunur. Bir
spermatozoonun normal veya anormal oldugunu belirlemek ve standardize etmek

icin pek ¢cok uygulama yapilmistir.

Diinya Saghk Orgiitiinin (WHO, 1980) tanimladig1 ilk smiflama, sperm
morfolojisinin degerlendirilmesi acisindan biiylik bir adim olmustur. Daha sonra
Hofmann ve Haider, Dusseldorf siniflamasi adi altinda yeni bir morfoloji
siniflamasin1 ortaya koymustur (1985). Spermatozoonun uzamasi ve akrozom
hasarlarina bu siniflama yonteminde daha fazla 6nem verilmistir. 1987°de yayinlanan
ikinci WHO kilavuzu ile semen analiz kriterleri yeniden revize edilmistir. 1992’deki
ticlinci WHO siniflamasinda ise sperm morfolojisinin degerlendirilmesi daha
ayrintili olarak ele alinmistir. Morfolojik olarak normal grubun yaninda 4 smif
halinde anomaliler siniflandirilmis olup teratozoospermi indeksi hazirlanmistir.
Sperm morfolojisine yonelik bir diger ¢alismada Tygerberg kriterleri, Kruger ve
Menkveld tarafindan tanimlanmistir. Bu siniflandirma yonteminde, spermatozoon bir
biitliin olarak incelenir ve morfolojileri hafif¢e anormal sperm baslar1 ve diizensiz

sinir hatlarinin hepsi anormal olarak kabul edilip degerlendirilir (Giines 2017).

Bas defektleri
Biiytlik veya kiigiik, konik, piriform, yuvarlak, amorf, vakuollii (>2’den fazla
vakuol, vakuoler alan boyanmasi %?20’den fazla), c¢ift bashh veya bunlarin

kombinasyonu seklinde goriilmektedir (Sekil 1.1.3.7).
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Normal Akrozomal  Akrozomal  Akrozomal  Akrozom Akrozom / /

icerik icerik Mm Inkomplet Komplet Normal Piriform Yuvariak
Azalmass  TotalKaytx  Anomalisi  Aynimasi Ayrimasi Bay

Diadem
Defekti

Elonge
B8ay

Basin asimetrik olarak orta pargaya girmesi, kalin ya da diizensiz olmasi, ince

Sekil 1.1.3.7.:Sperm bas defektleri (Orhon ve ark., 1995: 17-29)
Boyun ve orta kisim defektleri:

olmasi veya bunlarin kombinasyonu seklinde goriilebilmektedir (Sekil 1.1.3.8).

1r1-

Normal Sitoplazmik Kinked Bend
Droplet Mid-piece Mid-piece

Sekil 1.1.3.8.: Sperm boyun defektleri ve sitoplazmik damla (Orhon ve ark., 1995:17-29)

Kuyruk defektleri:
Sperm kuyrugunun kisa, birden fazla, kirik, keskin acili, sekilli, diizensiz

veya bunlarin kombinasyonlar1 seklinde goriiliir (Sekil 1.1.3.9).

)

Sekil 1.1.3.9.: Sperme ait kuyruk defektleri (Orhon ve ark 1995: 17-29)
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Fazla sitoplazma kalintisi:
Spermatogenik siirecte iiretilen normal olan spermatozoa ile ilgilidir. Biiytlik
miktarda diizensiz sitoplazma igerir ve orta kisim hatalar1 ile ilgilidir (Orhon ve ark

1995, Ford 2010).

Spermin morfolojik olarak incelemesinin spermatogenez kalitesinin ve

fertilitenin duyarh bir gdstergesi oldugu ortaya konulmustur (Kruger ve ark 1986).

Posttestikiiler Nedenler

Kanal tikanikliklari, cinsel fonksiyon bozukluklari, ejakulasyon bozukluklari
anatomik yapidan kaynaklanan bozukluklardir. Bu tarz sperm iletim bozukluklari
dogumsal, edinsel veya fonksiyonel sekillerde olabilir. Spermdeki hareket
yeteneginin yetersiz olmasina neden olan sperm kuyrugundaki dogumsal defektler ve
sperm olgunlagsma defektleri fonksiyonel bozukluklara yol acarak infertiliteye sebep

olmaktadir (Giirkan 1999, Parekattil ve Agarwal 2012)

Klinik gelis sekillerine gore simflandirma

Erkek infertilitesinin bir diger siniflandirma tiirii ise klinik gelis sekillerine
gore yapilan siiflandirmadir. Bu siniflama tiiriinde infertilite 5 ana gruba ayrilmistir
(Hirsh 1999).

Tip I-Mekanik infertilite : (% 0.3-7)

Tip lI-Azoospermia : (%0.9-16)

Tip IlI-immunolojik infertilite : (%3.4-25)

Tip IV-Anormal semen kalitesi: (%23-48)

Tip V-Sperm disfonksiyonu : (%-25)

TiP I-Mekanik infertilite
Yetersiz koitus so6z konusudur. Bu anatomik bozukluklar, erektil veya

ejakiilatuar bozukluklar nedeniyle olabilir.

TiP I1-Azoospermi
Ejakiilatta spermin olmamasi1 durumudur. Infertil erkeklerde %10-15 oraninda
goriliir. Primer veya sekonder testikiiler yetmezlik durumlarinda (nonobstriiktif)

veya genital yol obstriiksiyonlarinda ortaya ¢ikmaktadir (Obstriiktif).
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TiP ITI- Immiinolojik Infertilite
Spermin fonksiyonu antikor baglanmasi ile bozulmustur. Sperm sayisinin
normal oldugu izole hareket bozukluklari, sperm aggliitinasyonu varliginda ASA

(Anti Sperm Antikor) degerlendirilmesi yapilmalidir.

TiP IV-Anormal semen Kalitesi
3 ana parametre olan say1 hareket ve morfolojide ya tek tek ya da 2’li 3’li

kombinasyonlar seklinde goriilen bozukluk durumunu tanimlar.

TiP V-Sperm Disfonksiyonu
Sperm i¢in 3 ana parametre olan sayi, hareket ve morfolojide herhangi bir
bozukluk yoktur fakat spermler fertilizasyon olaymi ger¢eklestirememektedirler

(Hirsh 1999).

1.1.5.Aciklanamayan Infertilite

Infertil  ciftler ~arasindaki en yaygin nedenlerden biri olarak
degerlendirilmektedir (Adigilizel ve ark 2015). Bir hastaya agiklanamayan infertilite
tanisinin konulabilmesi i¢in; ovulasyonun varligi, normal uterin kavitenin varligi
bilateral tubal agiklik, semen analizinin normal oldugu ve yeterli sayida overyan
rezervinin olmasi gerekmektedir (Balen 2008, Boyraz 2013). Insidans1 degisiklik
gbstermesine ragmen, beraber bagvuran ciftlerin ortalama % 15’ine agiklanamayan
infertilite tanis1 konulmaktadir. Aciklanamayan infertilite insidansi merkezler ve
calismaya dahil edilen gruplar arasindaki farklilardan dolay1 % O ile % 37 arasinda
degismektedir (Abdella ve ark 2015, Isikg1r 2012, Zeren 2016). Standart tam
testlerinde goriilen ama nadir olan yanhis negatif sonuglart dislandiginda,

aciklanamayan infertilitenin iki olast agiklamasi vardir:

1. Gergekte herhangi bir anormallik yoktur ve ¢iftin dogal dogurganligi, muhtemelen

esin yasina ya da tiremeyle ilgili yaslanmaya baghdir.

2. Ozel bir sebep vardir ancak mevcut tan1 testleri ile saptanamamaktadir (Kara

2011).
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Infertiliteye neden olan faktér veya fonksiyon bozuklugu tam olarak bilinemedigi

icin giiniimiizde yapilan tedavi yontemleri genellikle deneye dayalidir (Aksu 2010).

Mantiksal olarak nedeni agiklanamayan Infertilitenin en olasi nedenleri,
giiniimiizde bir tani testi ile degerlendirilemeyen gametlerde veya implantasyonda
gorlilen anomallilerle ilgilidir. ZP proteinlerinde islevsel veya genetik anormallikler
sperm girisini engelleyebilmekte ve bunun sonucunda fertilizasyon basarisizligina
neden olabilmektedir (Conner ve ark 2005). Endometrial fonksiyon ve
reseptivitedeki genetik anormallikler embriyonun adezyon, tutunma apozisyon, veya

invazyonunu bozabilmekte ve implantasyon basarisizligina neden olabilmektedir.

Agiklanamayan infertilitenin, ya iiremeyle ilgili verimin normal dagiliminin
alt smirin;, ya da degerlendirmede kullanilan standart yontemlerle glivenilir bir
sekilde saptanamayan sperm veya oosit islev bozukluklarini, fertilizasyon,
implantasyon veya embriyo gelisimindeki anormallikleri temsil ettigi

diisiiniilmektedir (Collins ve Van Steirteghem 2004, Tapia ve ark 2007).

1.2.Redoks Regiilasyonu ve Tiyoredoksin Mekanizmasinin Erkek

Infertilitesi Uzerindeki Etkileri

Sperm kapasitasyonu, fertilizasyon icin gerekli olan spermatozoalardaki
morfolojik ve metabolik degisimlerdir. Yumurtalik i¢inde gerceklesen karmasik bir
siirectir. Spermatozoonun pellusidaya baglanmasi, niifuz etmesi ve nihayetinde
oolema ile kaynagmasi i¢in gerekli biyokimyasal ve morfolojik degisiklikleri kapsar.
Plazma zar1 ve diger hiicre i¢i bdliimlerde gergeklesen biyokimyasal degisiklikler
sperm kapasitansi ile iligkilendirilmistir (Yanagimachi 1994, De Lamirande ve ark
1997). Kapasitans sirasinda erken biyolojik olaylar, cAMP iireten adenilil siklaz
(AC) aktivasyonu, kalsiyum kanallarmin aktivasyonu, reaktif oksijen tiirlerinin

(ROS) iiretimi, plazma membranindan kolesterol akisi, hiicre i¢i pH artis1 ve protein
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kinazlar ile digerleri arasinda aktivasyondur (Yanagimachi 1994, Ecroyd ve ark

2003, de Lamirande ve O’Flaherty 2012). (Sekil 1.2.1)

_

CAT

L-NAME DPI SOD
L-NMMA
Ekstraselluler matnx N VN ~
Plazma ( NOS / Oxidase Hedeﬂerx

membrani \'\M ( AC pm ,

Sitozol Endojen ROS ? §

came | [ avp ||

Sperm Kapasitasvonu v

Sekil 1.2.1.: Memeli sperm kapasitasyonu sirasinda ROS iiretimi (O’Flaherty ve ark 1999, O’Flaherty
ve ark. 2003, de Lamirande, ve Lamothe 2009, O’Flaherty 2015)

Kapasitans ile iligkili ROS iiretimi, spermatozoonun plazma membraninda
olugsmaktadir. Spontan olarak H,O,; olusturan Siiper oksidaz (SOD) serbest oksijen
radikali tiireterek kapasitasyonu tetikler. Gerek SOD ve gerekse CAT, sperm
kapasitansini bloke edebilir, boylelikle ROS formlarinin iretiminin plazma membran
seviyesinde oldugunu dogrular. Sperm kapasitansi i¢in NO' ya da ihtiya¢ vardir.
NOS, ROS'un spesifik kaynagidir. NOS aktivitesinin inhibitérii olan L-NAME veya
L-NMMA- kapasiteyi Onlemektedir. ROS'un endojen iiretimi, kapasitasyon

stirecinde gereklidir.

Sperm kapasitasyonu prosesinde, protein fosforilasyonu dahil olmak {iizere
bircok olay: tetikleyen ve regiile eden reaktif oksijen tiirlerinin iiretimi Oncelikli
goriilen olusumdur. Giiniimiizde insan sperm kapasitasyon silirecinde oksidatif
olaylarin oldugu bilinmektedir.(Aitken ve ark 1995, De Lamirande ve ark 1997,

Ecroyd ve ark 2003). Siiperoksit anyonu, hidrojen peroksit, nitrik oksit,peroksinitritin
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artmis konsantrasyonuyla birlikte ROS iiretimi kapasitasyonda siirecinde karsilasilan

biyokimyasal olaylardir.(O’Flaherty 2015) (Sekil 1.2.2)

Disik H,0, Yiksek H,0, |=——3 | Sinyal

GSH varken Aktif olan
TRX /TRD / NAPDH
sistemi

Diisiik H,0, ﬁ Yiiksek HyOy |y Toksite

\ GSH veya NADPH

- _ tikenmesi durumunda
Inaktif / Aktif olmayan TRX /
PRDX TRD / NAPDH sistemi

Sekil 1.2.2.: PRDX'lerin fizyolojik ve patolojik durumlarda inaktivasyonunun sonuglari (Q ‘Flaherty
2014) .

A) H,0,; artisina bagh olarak PRDX'lerin inaktivasyonu, fizyolojik siirecler i¢in
sinyallesmeyi saglamak amaciyla gergeklesir. Sinyal tetiklendikten sonra, GSH ve
NADPH mevcudiyeti ve aktif TRX / TRD sisteminin varligi, PRDX'in H,O,'nin
hiicre ici seviyelerinde azalmalara sebep olur.
B) Patolojik durumlar altinda, Halihazirda yiiksek H202 seviyeleri GSH ve NAPDH
tilkkendikce daha da artmaktadir. Bu nedenle PRDX'ler pasif kalir ve sonug olarak
spermatozoonlar lipidler, proteinler ve DNA iizerindeki H202'ye bagli hasarlara

kars1 korunmaz.

Spermatoozoa, kapasitans kosullarinda bekletildiginde, Sg ve Zn®" plazma
membranindan ayrilir ve sperm oksidaz salinir. Bunun sonucunda O, {iretimine izin

verilir (de Lamirande ve Lamothe 2010). Epididimal gegis sirasinda
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spermatoozoalarin serbest tiyol gruplarini kaybettiklerini dair bulgular mevcuttur
.(Baker ve ark 2015, Cornwall ve ark 1988, Shalgi ve ark 1989, Dias ve ark 2006,
Nakamura ve ark 2008). En yaygin bilinen tiyol oksidasyon reaksiyonu, molekiiller
arasi distilfidlerin reaksiyonudur (O’Flaherty 2015). TRX’in rediikte olmus ditiyol
formu [Trx-(SH)2] disiilfit grubu iceren okside protein substratlarini rediikte eder.
Okside disiilfit formu [Trx-(S-S)] ise TrxR tarafindan diizenlenen NADPH’a bagimli
bir yolla siklusa geri katilir (Nishinaka ve ark 2001) .

Trx-S; + NADPH + H+L Trx-(SH)2 + NADP+ (1)

Trx-(SH),+ Protein-S2 <R > Trx-S, + Protein-(SH), (2)

Net: NADPH + H' + Protein-S2 —22—> NADP" + Protein-(SH), (3)

Son yillarda erkek infertilitesi tizerine yapilan ¢alismalar bu bilgilerden kdken
alarak tiyoredoksinler mekanizmas1 iizerine yogunlasmistir. Her ne kadar
biyokimyasal mekanizmalarin bu olusumda rolleri tam olarak aydinlatilmamis olsa
da, kapasitasyon sirasinda spermatozoonlarin subselliiler boliimleri ve plazma
membranina lokalize olan proteinlerin tiyol gruplarindaki degisiklikler ile iliskili
oldugu diisiintilmektedir. Gerek disiillfit kopriileri olusturan tiyol gruplarmin
oksidasyonu ve gerekse yiiksek tiyol igerigi, kapasitasyonla iliskili olan bir¢ok farkli
sperm proteinlerinin regiilasyonu i¢in gereklidir. Bununla birlikte NADH ve NADPH
gibi rediikte bilesikler kapasitasyonda rol alirlar. LDH, G6PD, ve izositrat
dehidrogenaz enzimleri sperm kapasitasyonu i¢in NADPH saglarlar (O’Flaherty
2015).

PRDX'lerin aktiviteleri i¢in GPX'lerin aksine metal iyonlar1 gerektirmez
(Ishii ve ark 1995, Jin ve ark 1997, Syed ve Hecht 1998). Hem organik hem de
inorganik hidroperoksitleri (Zhang ve ark 1997) ve peroksinitriti (Peshenko ve Shichi
2001, Dubuisson ve ark 2004) tiyoredoksinler (TRX) TRX rediiktaz (TRD) sistemi
araciligiyla eslestirerek azaltabilirler (Kang ve ark 1998, Wood ve ark 2003, Wood
ve ark 2003).

28



2-Cys PRDX'lerin TRX / TRD sistemi tarafindan ile tekrardan
etkinlestirilebilir (Sekil 1.2.3 ). Bu etkinlestirme hiicrede bulunan NADPH miktari ile
sinirlidir.  Oksidatif stres durumunda, NADPH kaynagi olan glikoz 6-fosfat
dehidrogenaz inaktive edilir ve boylece NADPH miktar1 hizla tiikenir. Bu sonuca
bagl olarak bu indirgeyici esdeger artik kullanilamaz (Griveau ve ark 1995).(sekil
1.2.4)

NADPHH

TRX TRX

(okside)

(rediikte)

2 PRDX-SH 2 PRDX-SOH —— PRDX-SS-PRDX
(rediikte) | H202 H,O (okside)

Aktif R cantl T inaktif

SH donér PRDX-SO,

(hiperokside)

ATP

2 PRDX-S-P

[

Re-aktif

Sekil 1.2.3: Peroksidanlar in yeniden aktiflenmesi (Q’ Flaherty 2014)

Peroksi redoksinler (PRDXs) insan spermatozooalari oksidanlardan
koruyan antioksidan Ozellige sahip enzimlerdir. Bununla birlikte sperm
kapasitasyonu icin gerekli olan redoks sinyallerinin regiilasyonunun garantisini
olusturur (O’Flaherty 2015). ROS diizeylerinin bolgesel kontroliine izin veren
(O'Flaherty ve Rico de Souza 2011, O'Flaherty 2014) kosulda farkli olarak lokalize

edilir. PRDX6 icermeyen farelerin, sperm motilitelerinin azaldig1 ve sperm kromatin
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anormallikleri gosterdikleri ve oksidatif strese duyarli olduklar1 son zamanlarda
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. (Ozkosem ve O'flaherty 2012). Oksidatif stresle
miicadelede yiiksek bir duyarlilia sahip olsa da oksidatif strese karsi savasmak i¢in
sinirlt bir sistemi vardir.(Tremellen 2008, Alvarez ve Aitken 2012).Ciinkii, SOD ve
sitosolik PRDX'lerin bulundugu sitosolik alan ¢ok sinirlidir. 2-Cys PRDXs (PRDX1—
4) ve PRDXS5, spermatozooada bulunan tioredoksin / tioredoksin rediiktaz sistemi ile

oksidatif stresten korunmada etkili rol oynar.

G6PDH
NADP-ICDH G6PDH
NADP-ICDH

0 NO'!

\ 1
2
lSOD l NADPH

NADPH H,0, ONOO R;
2Cys-PRDX PRDXS5 pctive TRX/TRD
active PI’dXS inactive
Trx/TRD _ys-PRDX PRDX6,tive
GST,;/GSH
inactive
Sinyal

PRDXinactive

Kapasitasyon

Sekil 1.2.4 : PRDX'ler insan spermi kapasitasyon sirasinda ROS sinyalini diizenler (Q Flaherty
2015).

Kapasitans indiikleyicileri tarafindan spesifik stimiilasyon {izerine O,"~, H,O,,
NO ve ONOO iretilir. 2 - Cys PRDX'ler oksitlenir ve bu nedenle H,O, ile
reaksiyona girerek inaktif hale gelir. PRDXS ve PRDX6, ya H,O, ya da ONOO' ile
reaksiyona girer ve aktif hale gelir. PRDX'lerin bu inaktivasyonu, kapasitans i¢in
gerekli redoks sinyalini tetiklemek iizere, spermatozoonun farkli hiicre i¢i
boliimlerinde ROS'un yiikselmesini saglar. Sinyal verildiginde PRDX'ler,
tiyoredoksin-tiyoredoksin rediiktaz sistemi (2-Cys PRDXs ve PRDXS5 igin) ve
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GSH'yi (PRDX6 i¢in) azaltmak i¢in baglanan glutatyon -S— transferazlar tarafindan
yeniden aktive edilir. PRDX'lerin yeniden aktivasyonunu gerc¢eklestirmek icin yeterli
bir NADPH kaynagi1 (G6PDH ve NAP' ye bagimli ICDH tarafindan) ve GSH' nin
saglanmas1 gereklidir. Yeterli NADPH ve GSH' nin saglanamamasi, PRDX'leri
yeniden aktive etme ve bOylece ROS'un toksik seviyelere yiikselmesine izin verme

yetenegini azaltacaktir

Spermatozoanin oksidanlardan korunmasinda TRX'lere duyulan ihtiyac,
Txndc2 ve Txndc3 ¢ift rastgele se¢ilmis erkek fareler kullanilarak gosterilmistir.
Calisma sonucuna gore hayvanlarda yaslanmaya bagli bozulmus sperm motilitesi,
yiiksek DNA hasar1 ve kromatin anomalileri; spermatoozoa bozuklugunu
gostermektedir (Smith ve ark 2013). In vivo olarak oksidatif stresin artmasina bagh

bir durumdur (Weir ve Robaire 2007, Tremellen 2008, Smith ve ark 2013)

1.2.1.Tiyoredoksin Sistem:

Tiyoredoksin sistemi TrxR ve onun ana substrati olan Trx den olusur.
Tiyoredoksin rediiktaz 1ile glutatyon rediiktaz ayni enzim ailesine ait
flavoproteinlerdir fakat TrxR bir selenoproteindir (Witte ve ark 2005). Trx ayn1 anda
birden fazla yerde ifade edilen antioksidan bir proteindir (Sung ve ark 2014). Yapisal
Trx ve TrxR ifadesi deri keratinositleri, plasental hiicreler, karaciger hiicreleri, salgi
hiicreleri ve 106kositleri igceren memeli viicudunun ¢esitli hiicre tiplerinde
gozlenmistir. UV 151k, hidrojen peroksit ve mitojenleri igeren fizyolojik uyaran, Trx

ve TrxR ekspresyonunu uyarabilir (S6derberg ve ark 2000).

1964 yilinda E.coli’de ribonukleotid reduktaz i¢in hidrojen vericisi olarak ilk
defa gosterilmistir (Laurent ve ark 1964). Trx’ler molekiil agirliklar1 yaklagik olarak
12 kDa olan ve archaebacteria grubundan insana kadar tiim yasayan canlilarda
karstmiza ¢ikan  kiigiik  multifonksiyonel  proteinlerdir. Trx  hiicrelerde
riboniikleotidlerin rediiksiyonunda hidrojen vericisi olarak bir¢ok reaksiyonda yer
alir. Bunlar; 6karyotik hiicrede transkripsiyon, fotosentetik enzim regiilasyonu gibi

regiilasyon faktorlerinin diizenlenmesi, kanserli hiicre gelisiminde sinyal molekiilii,
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ROS’larin yok edilmesi gibi gorevler iistlenmektedir (Fujii ve ark 1991, Jacquot ve
ark 1994, Gasdaska ve ark 1995, Holmgren 1995). Bu asamalarin tamaminda
Tiyoredoksinler rol oynar ve oksidatif stres sonucu gelisen DNA hasari i¢in énemli
bir faktor olarak kabul edilir.(Becker ve ark 2000). Bir tiyol (stilfidril (-SH)) protein
olan Trx oksidasyonu dengeleyerek redoks kontroliinii saglar (Burke-Gaffney ve ark
2005, Matsuo ve Yodoi 2013). Yapilan calismalarda TrxR’nin selenol grubunun
mutajenik H,O, i¢in primer sensér olarak fonksiyon gorevi gorebildigi ve
antioksidatif proteinleri kodlayan genlerin transkripsiyonuna yol agan bir sinyal

akisini baglattigini gostermistir.(Becker ve ark 2000).

Tiyoredoksin’in Yapisi

Okside Trx yapist (108 rezidu iceren protein), Escherichia coli’de 1,68 A°
coziinlirliikle X-ray kristallografide gosterilmistir (Katti ve ark 1990). Bu yap1 Trx
icin referans yap1 olarak kabul edilir. Bu karisik B-tabaka yapisi bes zincir ve donus
ierir. Insan Trx’i bir¢ok biyolojik siirecte aktif komponent ifade edilmis ve sonradan
bunlar Trx olarak tanimlanmistir (Tagaya ve ark 1989, Clarke ve ark 1991, Gasdaska
ve ark 1994). Bircok biyolojik olayda fonksiyon goren insan Trx ‘nin rediikte formu
hem de okside formunun kristal yapisi ¢alisilmistir. (Weichsel ve ark 1996). Rediikte
Trx’nin aktif formu dimerik yapida olup her bir monomer sistein birbirine disiilfid
baglariyla baglanmis iki monomerden olusur (aktif merkezde 3 sistein rezidiisii igerir
(Weichsel ve ark 1996). Trx’de bulunan ve redoks aktif olan iki sisteinden (cys)
(Trx-1-sitoplazmik- cys 32 ve cys 35), cys 35 yapiya gomiilii olarak bulunurken, cys
32 agikta yer alir. Ayrica insan Trx’i 73. Pozisyonda Trx’nin dimer olusumu ve
diizenleyici yollarla iliskisi olabilecek ek bir cys (cys73) igermektedir. Fakat
memelilerde (mitokondrial Trx-2 gibi ) ilave cys bulunmayan Trx’lerde bulunabilir.
Tiim Trx’ler aktif merkezlerinde “Trx motifleri” (ditiyol/distilfid aktif merkez motifi)
olarak adlandirilan ve yapisinda iki komsu sistein yapisi bulunduran Cys-X-X-Cys
dizesini igermektedir (Stefankova ve ark 2005). Bu dize B zincirin sonunda a-

heliksin baslangicinda yer almaktadir (Holmgren 1985, Martin 1995)

Tiyoredoksin Rediiktaz (TrxR)
TrxR’larin simiflandirilmasi kiigiik TrxR (35 kDa) ve biiyiik TrxR (55 kDa)
olmak tizere molekiil kiitlelerine gore yapilmaktadir. Biiyiik TrxR’larda kiigiik

TrxR’lara gore ilave bir C-terminal redoks merkezi igermektedir. Tiyoredoksin
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rediiktazlar (EC 1.6.4.5); lipoamid dehidrogenaz, glutatyon ve civa iyonu rediiktaz
enzimlerini de kapsayan ‘piridin niikleotid-disiilfid oksidorediiktazlarin’ flavoprotein
ailesine ait olan enzimlerdir (Mustacich ve Powis 2000). Flavin niikleotidler
etkilerini; (FMN ve FAD) oksidasyon ve rediiksiyon reaksiyonlarini katalizleyen
enzimlerde prostetik grup olarak gosterirler. Bu enzimlerin adlandirilmasi

flavoenzimler veya flavoproteinler olarak yapilmaktadir.

Bu enzimler amino asitlerin , yag asitlerinin ve piruvatin oksidatif
bozulmalarinda rol oynadiklar1 gibi, elektron transport zincirinde (ETZ) de gorev
alirlar. Flavoproteinler daha giiclii elektron akseptorii olduklarindan elektronlar

piridin niikleotidlerden ¢ok kolaylikla almaktadirlar.

Flavin niikleotidler, flavo enzimlere kuvvetlice baglanmaktadir fakat bu
baglanma kovalent degildir. S6z konusu olan piridin niikleotid, tiyoredoksin rediiktaz
(TrxR) enzimi i¢in nikotinamid adenin diniikleotid fosfat’tir (NADPH). NADPH
indirgeyici biyosentez olaylarinda gorev alirken bunu koenzim olarak kullanan
enzimlere ‘rediiktazlar’ denir. Tiyoredoksin rediiktazlar (TrxR) her bir monomerinde,
bir FAD prostetik grup, bir NADPH baglanma boéliimii ve redoks aktif distilfid i¢eren
aktif bir bolge bulunduran homodimerik proteinlerdir. Elektronlar NADPH’dan
TrxR’nin aktif bolgesine FAD aracihigiyla aktarilir (Ozgengli 2014). TrxR enziminin
aktivitesi; oksidatif hekzos monofosfat (HMPS) dongiisiinlin kontrol noktasi enzimi
olan glukoz-6-fosfat dehidrogenaz (G6PD) enzimi ile iiretilen NADPH tarafindan
diizenlenir (Biaglow ve Miller 2005).

TrxR, bir selenoprotein (Witte ve ark 2005) olup okside Trx’ in
reduksiyonunu saglayan yaklasik olarak 10-12 kDa’luk, kii¢lik ubikutoz redoks aktif
peptittir. Aktif merkezinde —Trp- Cys-Gly-Pro-Cys-lys dizesini bulundurur ve iki
sisteinin reversibl oksidasyon/reduksiyonunu gerceklestirmektedir (Mustacich ve
Powis 2000). Trx/TrxR sistemi serbest radikalleri azaltir ve okside askorbat
resiklusunda aktivite gosterir. TrxR; NADPH varliginda okside tiyoredoksinin

elektron almasini saglayarak indirgenmesini saglar (Karaca ve Giider 2009).
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Tiyoredoksin ’in etki mekanizmasi

Trx’ in fonksiyonel alani, proteinin tersiyer yapisi igerisinde yer alir ve
disiillfit baglarinin reversibl oksidasyonunu igerir (Mustacich ve Powis 2000).
Proteinin okside formu, NADP bagimli sistemle islevsel olan rediikte formuna
cevrilmektedir. Bu sistemde elektronlar okside Trx’e tiyoredoksin rediiktaz (TrxR)
araciligiyla NADPH’dan alinarak aktarilmaktadir (Stefankové ve ark 2005). Rediikte
Trx major hiicresel “Protein disiilfid rediiktaz”dir ve primer metabolizmadaki bir¢ok
enzime elektron dondrii olarak islev goriir (Schafer ve Buettner 2001). TRX’in aktif
hidrofobik bolgesi ile (Cys 32) disiilfit bag1 arasinda niikleofilik atak olusur. Bu
ataktan sonra Cys32 ile Cys 35 arasinda niikleofilik atak ve bir disiillfit kopriisii
olusur. Daha sonra hedef bagdan tamamen indirgenmis olarak ayrilir. (Mustacich ve
Powis 2000). TRX’in indirgenmesi, TRX Rediiktaz tarafindan olmaktadir ve TRX
rediiktaz, FAD igeren bir protein olup C terminalinde selenosistein rezidiisii bulunur

(Miranda-Vizuete ve ark 2000).

Indirgeyici giiclerini NADPH’dan alan bir diger tiyol redoks sistemi
glutatyon reduktaz/glutatyon sistemidir. Bu iki sistem birbirine ¢ok benziyor olsada
Ozellikle hiicreyi ROS’lara ve elektrofilik maddelere karst korumada glutatyon
sistemi daha onemlidir. Her iki sistemde piridin niikleotid-disiilfid oksidorediiktaz
grubundan, kiiclik redoks aktif peptidlerdir (Trx ve glutaroredoxin) ve tiyol-disiilfid
degisimini yaparlar. Bu iki sistemden Glutatyon rediiktaz TrxR’dan farkli olarak
sadece glutatyonu rediikler ve Trx sistemi GSH sisteminin aksine hiicrede ¢ok daha
diisiik konsantrasyonlarda bulunmaktadir (GSH, 1-10 mM; Trx 1-10 \M) (Schafer ve
Buettner 2001). Trx ve GSH’nun hiicrenin korunmasindaki rolleri bakimindan
farklilik gosterir. GSH o0zellikle diisiik redoks potansiyelinin ve serbest tiyol
seviyelerinin yiikseltilmesinden sorumludur. Trx ise sinyal iletimi ve gen
regililasyonunda rol oynayan tiyollerin redoks regiilasyonunda rol oynar (Schafer ve
Buettner 2001). Trx’ler hiicrede bircok ayr1 bdliimde cesitli izoformlarda karsimiza
cikar. Trx’ler TrxR’la bir¢ok proteinin disiilfid baglarinin indirgenmesine katilir ve
bu sistem peroksidazlarida (Prxs) kapsamaktadir (Holmgren 1985, Mitsui ve ark

1992, Arnér ve Holmgren 2000, Nordberg ve Arner 2001)
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Sekil 1.2.5:Tiyoredoksin rediiktazin substratlar1 ve Tiyoredoksinin hiicredeki fonksiyonlar

(Mustacich ve Powis 2000)

Sekil 1.2.5°de Tiyoredoksin rediiktaz enzimi, tiyoredoksin proteinin
yiikseltgenmis formunu NADPH bagiml olarak indirger, indirgenmis tiyoredoksin,
tiyoredoksin peroksidaza elektron saglayarak hidrojen peroksidin suya doniisiimiinii
saglar, riboniikleotid rediiktaza elektron saglayarak DNA sentezi igin
riboniikleotidlerin ~ deoksiriboniikleotidlere =~ doniisiimiinii  gerceklestirir  ve
transkripsiyon faktorlerinin DNA ’ya baglanmasini etkiler. Ayrica tiyoredoksin hiicre
bliylimesine ve programli hiicre 6limii olan apoptozda inhibisyona neden olur

(Mustacich ve Powis 2000)

Memelilerde birincisi hiicre sitoplazmasinda bulunan TrxR-1 ikincisi
mitokondride bulunan TrxR-2, {iciinciisii ise testislerde bulunan TrxR-3 seklinde
tanimlanmis 3 adet izoenzimi bulunmaktadir. (Urig ve Becker 2006). Protein
ekspresyon ifade yerlerine dayanarak, tiyoredoksinler iki farkli gruba ayrilabilir;
grup I, her yerde bulunan tiyoredoksinleri TRX-1 (Wollman ve ark 1988), TRX-2
(Spyrou ve ark 1997), TXL-1 (Lee ve ark 1998, Miranda-Vizuete ve ark.1998),
ERDJ5 (Cunnea ve ark 2003, Hosoda ve ark 2003), farkli hiicre i¢i bolmelerde
bulunur. Grup II ise SPTRX-1 (Miranda-Vizuete ve ark 2001, Jiménez ve ark 2002),
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SPTRX-2 (Sadek ve ark 2001, Miranda-Vizuete ve ark 2003) ve TXL-2 (Sadek ve
ark 2003) gibi dokuya 6zgii tiyoredoksinleri ifade eder. SPTRX-1 ve -2 gibi dokuya
O0zgii Trx ‘ler oOzellikle erkek germ hiicrelerinde eksprese edilirler. TXL-2 ise
spermatozoa veya akciger hava yolu epitelyumu gibi silyalar ve flagella dokular
iceren dokulardan eksprese edilir. Bu dokuya 6zgii Trx’ler erkek germ hiicrelerinde
fazla bulunmasi, spermatogenezdeki bu protein ailesinin énemli bir roliinii yansitir,
ki bu da yeni bir testis spesifik sitozolik Tiyoredoksin Rediiktaz olabilecegini ifade

eder. (Rundlof ve ark 2004)

Son zamanlarda yapilan c¢alismalarda SPTRX1 ve SPTRX2 eksik olan
farelerin subfertil oldugu bildirilmistir (Smith ve ark 2013). Bu bulgular, basarili bir
fertilizasyonun olmasi i¢in saglam bir TRX sistemine olan ihtiyaci desteklemektedir.
Insan spermatozoasinda SPTRX1 ve SPTRX2'nin yam sira TRX benzeri 2 farkli
protein tanimlanmistir. Bunlar TRD1 ve TRD2 (SPTRX’ ler dahil olmak iizere
oksitlenmis TRX'leri azaltan enzimler) olarak adlandirilmis olup varliklari
immiinoblotlama ile gosterilmistir (Miranda-Vizuete ve ark 2001), fakat sperm
hiicresindeki kesin lokalizasyonlar1 hala tam olarak aydinlatilamamistir (O'Flaherty

2014).

TrxR’lar i¢in Trx’lerin yanisira bagka endojen substratlarda belirlenmistir.
Sitotoksik peptid NK-lisin, Lipoik asit, lipid hidroperoksit, dehidroaskorbik asit,
askorbil serbest radikal vitamin K3 ve p53 tiimor-supresor proteini enzimin bilinen
diger substratlaridir. (Mustacich ve Powis 2000). Bunlarin disinda kiiciik molekiiller
olarak; metilseleninat, 5,5 dithiobis (2-nitrobenzoate) (DTNB selenodiglutatyon, S-
nitrozoglutatyon ), alloksan ve ebselen enzimin bilinen diger substratlaridir (Witte ve
ark 2005). TrxR hidroperoksitler, vitamin C ya da selenitler gibi disiilfid yapida
olmayan substratlar1 da indirgenmesini de saglar (Arnér ve Holmgren 2000) . TrxR
selenosistein igeren aktif bolgesi araciligiyla ¢ok sayida substratin indirgenmesini
saglayabiliyor olsa da selenolat parcasinin asir1 yiiksek reaktivitesi yliziinden
elektrofilik bilesikler tarafindan kolaylikla hedef haline gelebilir (Witte ve ark 2005).
TrxR ‘in karboksi peptidaz ve tripsin tarafindan sinirlanan Se-Cys rezidiistiniin kismi

cikarilmasi aktivitesinin azalmasina neden olur (Bar-Noy ve ark 2001).
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TRX 1 sitozolik form

Primer olarak sitozolde bulunan; 12 kDa agirliginda, 104 amino asit iceren
kiiciik globiiler bir protein olup ilk defa E coli’de tanimlanmustir. E. coli tiyoredoksin
1’1 in vivo ve invitro ortamda en etkili disiilfid bagi indirgeni olarak belirtilmis
olsada ailenin farkli iiyeleri, tamamen zit reaksiyonlar1 bile verimli bir sekilde
gerceklestirebilirler. Disiilfit baglarinin  rediiksiyonu veya sistein tiyollerinin
oksidasyonu oOrnek olarak verilebilir. Bu antagonistik reaksiyonlar, genellikle
hiicrenin farkli subseliiler alanlarinda meydana gelir. Hiicre biiylimesi ve apoptozun
diizenlenmesinde, embriyonik implantasyonda transkripsiyon faktorlerinin DNA
baglanma aktivitelerinin diizenlenmesinde ve co-sitokinler ve serbest oksijen

radikallerine kars1 koruyucu mekanizmalarda rolii vardir (Holmgren 1985).

Cesitli calismalarda, Trx1’in ifadesinin astrositomlar gibi insan primer
kanserlerinde ve tiimdr hiicrelerinde arttigi gosterilmistir. Trx yiikselmesinin de,
DNA sentezinin artisi, redoks aracili transkripsiyon faktorlerinin uyarilmasi gibi
mekanizmalarla kanser hiicrelerinin gelisimini ve kemoterapiye karsi direncini
artirdig1 saptanmistir (Gasdaska ve ark 1994, Berggren ve ark 1996, Kawahara ve ark
1996, Baker ve ark 1997, Powis ve ark 2000, Soini ve ark 2001, Haapasalo ve ark
2003). Trx-1’in lenfoid hiicre kiiltiiriine eklendiginde ya da geni bu hiicrelere transfer
edildiginde hiicre Oliimiinii engelledigi gosterilmistir (Powis ve ark 1998). Trx-1’e
maruz kalan lenfositler, fibroblastlar ve bir¢ok I6semik ve solid tiimor hiicre

serilerinin bilylime hizinda artig goriilmiistiir (Powis ve Montfort 2001).

TRX 2 mitokondriyal form

18,2 kDa agirliginda, 166 aa asit uzunlugunda olup mitokondride bulunur.
Uzunluk ve agirhigindaki fark, TRX 2 ‘nin N terminalindeki 60 aa’lik mitokondriyal
translokasyon sinyalinden kaynaklanir (Spyrou ve ark 1997). TRX2, mitokondriye
lokalize olup TRX- I’le sekans benzerligi gostermektedir. Bu maddenin, oksidan
iliskili sinyal iletiminde herhangi bir rolii saptanmamistir (Chen ve ark 2002).
Mitokondrial izoenzim Trx2’de, enerji iretimi ve hiicre yasami siiresinin
regiilasyonunda 6nemli gorevleri bulunmaktadir (Akin 2008). Son calismalarda
tiyoredoksin ailesinin yeni farkli tipi tanimlanmistir. Spermatik spesifik tiyoredoksin

(SPTrx) olarak adlandirilmistir ve spermatogenezin haploid fazini sinirlar (Jiménez
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ve ark 2002). Trx-2’nin hiicre 6liimiine kars1 hangi mekanizma ile koruma sagladigi
heniiz bilinmemektedir. Ancak hiicre rediiksiyon giiciindeki artigin, oksidatif stresin
zarar verdigi proteinleri indirgedigi, boylelikle hiicre Oliimiinii engelledigi

diisiiniilebilir (Kemerdere 2008).

1.2.3.Sperm spesifik Tiyoredoksin Rediiktaz-3 (SPTrxR-3)

Memeli germ hiicreleri, spermatid ve sperm kuyrugu yapilarinda spesifik
olarak bir redoks protein sinifi olan tiyoredoksin (Trx) bulundururlar (Jiménez ve ark
2004). Insanlarda negatif sperm kalitesinin biyo gdstergesinin en 6nemli rnegi
spermatid spesifik tiyoredoksin 3 tiir (SPTrx-3 / TXNDCS) (Jiménez ve ark 2004).
Androlojik degerlendirmeye yonelik “negatif” biyobelirte¢ tabanli yaklasim, agirlikli
olarak veya yalmizca kusurlu spermatozoada saptanabilen proteinler ve lektin
ligandlarina odaklanir. Sonug olarak, bu tiir biyobelirte¢ler normal sperm morfolojisi
ve fonksiyonunun ‘“negatif” gostergeleri olarak kabul edilir ve bu sekilde erkek
fertilitesi veya tam sterillik azalmasi ile iliskilendirilmistir (Sutovsky ve Lovercamp
2011). Bu yaklasimin ters yoniinde, fenotipik olarak normal, morfolojik olarak
saglam, yasayabilir, ilerleyen hareketli spermatozoada mevcut oldugu bilinen
biyobelirtegler asag1 regiile edilebilir, ektopik olarak eksprese edilebilir, translasyon
sonrast modifiye edilebilir veya tamamen kusurlu spermatozoa eksik olabilir. Eksik

oldugunda tekrarlayan diisiiklere bireyler daha yatkindir.

SPTrx-3 golgi aparatinda spermatosit ve spermatitlerde lokalize oldugu
belirgin sekilde 151k ve elektron mikroskobu ile yapilan ¢alismalarda gézlenmis olup
akrozomun gelisimi i¢in spermatitlerde gecici lokalizasyon gosterir. SPTrx-3 bir
postobstriiksiyon otoantijen olarak tanimlanmaktadir (Jiménez ve ark 2004). SPTrx-3
ekspresyonunun infertil erkeklerde artmasi anormal insan spermlerinin olusmasina
neden oldugu distintilmektedir (Jiménez ve ark 2004). SPTrx-3 / TXNDCS,
spermatosit ve spermatidler ile gelismekte olan akrozomlar arasinda gegici bir iligki

kurulmaktadir (Sutovsky ve ark 2015).
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SPTrx-3 RNA'nin fare testis gelisimi sirasinda ekspresyonuna iligkin olarak,
ourin sitin hibridizasyon sonuglari, SPTrx-3 mRNA'nin dogumdan sonraki ii¢lincii
haftada ortaya ciktifim1 ve dordiincii haftada ve yetiskin yasma kadar arttigimi
gostermektedir. Buna ek olarak, Insan testis kesitlerinin immiinohistokimyasi
spermatositler ve yuvarlak spermatidlerde SPTrx-3 ekspresyonunu ortaya c¢ikardi.
Tiyoredoksin baslangicta, pachytene spermatocytes'in Golgi aparatinda goézlenir;
Daha sonra gelisen akrozomal graniil ile yakin iligki i¢inde yuvarlak spermatidlerde
post-miyotik olarak tutulmakta ve akrozomal biyojenezde bir fonksiyonu oldugunu
diisiindiirmektedir (Jiménez ve ark 2004).Akrozom olustuktan sonra, kalan SPTrx-3,
kalan govdeler seklinde bosalmaya hazir uzun spermatidlerin sitoplazmik lobunda
birikir. ilging bir sekilde, SPTrx-3 cesitli hayvan tiirlerinin tamamen farklilasmus
normal spermatozoasinda tespit edilememekte, ancak niikleer vakuolleri dolduran ve
morfolojik olarak anormal insan spermatozoasinda sperm kuyrugu orta kisimlarinin
etrafina sarilmis bol miktarda sitoplazmada tutulmaktadir (Jiménez ve ark 2004,
Buckman ve ark 2009). Daha da onemlisi, olgun epididimal spermatozoada, SPTrx-
3, sitoplazma ve organellerin son kalintilarinin farklilasma sonrasi sperm
hiicresinden atildig1 sitoplazmik damlacikta bulunur (Ramalho-Santos ve ark 2001).
Bununla birlikte, bazi teratospermik hastalarda SPTrx-3 niikleer vakuollerde ve
morfolojik olarak anormal spermatozoanin rezidiiel sitoplazmasinda birikir ve tespit
edilebilir. Bu nedenle, olgun spermatozoada SPTrx-3'lin asir1 ekspresyonu veya
tutulmasi, erkek infertilitesinin yeni bir fenotip belirteci ve ayn1 zamanda diagnostik

deneyler ve ilaglar gelistirmek i¢in potansiyel bir hedef olarak diisiiniilebilir.

Yapilan bir ¢alisma, 19 infertil ve 5 fertil bireyden olusan bir kohortta SPTrx-
3 ve ubiquitin (onaylanmis bir defektif sperm biyobelirtegleri (Ozanon ve ark 2005)
ile sperm seviyeleri arasinda giiclii bir pozitif korelasyon oldugunu ortaya koymustur
(Jiménez ve ark 2004). Daha sonraki bir ¢alismada, fazla sitoplazma veya niikleer
vakuoller i¢eren anormal spermlerde yiiksek SPTrx-3 oldugunu gostermek i¢in, akis
sitometrisi ve 151k mikroskopisini birlestiren ImageStream teknolojisini kullanilmigtir

(Buckman ve ark 2009) .
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Incelenen memeli tiirlerinin ¢ogunda testis yuvarlak spermatidler
bulunurken, sadece anormal insan spermlerinin niikleer bosluklar ve orta parca
sitoplazmasinda korunmus oldugu tespit edilmistir (Jiménez ve ark 2004). Sperm
biyolojisi ag¢isindan o6nemli oldugundan redoksin arastirmalar1 ve redoks
diizenlenmesi konularindaki ¢aligmalar bir¢cok yoniiyle giderek énem kazanmaktadir
(Fujii ve Tsunoda 2011). Cogu organizmada tiyoredoksin ve glutatyon /
glutaradoksin sistemleri tarafindan redoks homeostazi korunur (Bindoli ve Rigobello

2013).

SPTrx-3, diger iki sperm-spesifik tiyoredoksin, SPTrx-1 / TXNDC2 12 ve
SPTrx-2 / TXNDC3 ile yakindan iligkilidir (Sadek ve ark 2001). SPTrx-1 lokasyon
olarak kisitlidir. SPTrx-2 spermatozoanin kuyrugunun yapisal bileseninde bulunur.
Bu iki protein sperm motilitesi ve dogurganlikta olduk¢a onemlidir. Sasirtict bir
sekilde, fareler her ikisinde de hedeflenen inaktive edici mutasyonlar1 barindirir

(Smith ve ark 2013).

SpTrx1 ve SpTrx2 genleri agik bir fenotipe sahip olmasa da yasa bagl bir artis
hari¢ reaktif oksijen tiirleri (ROS) iiretimi ile hareket kaybi1 bakimindan sperm
fonksiyonuyla iligkilidir (Smith ve ark 2013). Sperm tiyoredoksinlerin bir ¢ogu
farkli patolojilerle erkek fertilitesi dahil en tiirleri (ROS) {iretimi ile hareket kaybi
bakimindan sperm fonksiyonuyla iligkilidir olur (Miranda-Vizuete ve ark 2003,
Jiménez ve ark 2004). SPTrx-3’niin erkek infertilitesinde biyobelirte¢ olarak
kullanilip kullanilmayacagini arastirmak i¢in 239 infertil c¢ift kapsamli olarak
incelenmigtir. Yiiksek semen SPTrx-3 diizeylerine sahip bireylerde, yardimci lireme
tedavileri ile daha diisiik olasilikla gebelik yasanmasi miimkiin oldugu ve de c¢oklu
gebeliklerde tekrarlayan diisiikler ile iliskili oldugu tespit edilmistir. SPTrx-3
seviyeleri, erkek infertilitesinin daha onceki klinik tanisin1 dogrular ve idiyopatik ve
sadece kadin infertilitesi olan vakalarin bir kisminda tani konmamis erkek

infertilitesini ortaya ¢ikarir (Sutovsky ve ark 2015).
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1.3.Testis - ifade Protein 101 (TEX-101)

TEX-101 (testis-eksprese edilen gen 101, TEX-101 tarafindan kodlanan,
Testis-ifade protein 101), fetal testiste prospermatogonia'nin plazma zarlarinda
goriinen, fakat epididimal spermatozoadan yok olan, germ hiicresine 6zgii, GPI-bagh
protein (Kurita ve ark 2001, Jin ve ark 2006) olarak bilinir (Takayama ve ark (2005
a), Takayama ve ark (2005 b)). TEX-101, sadece testikiiler germ hiicreleri tarafindan
eksprese edilen ve seminel plazma igine dokiilen bir hiicre zar1 proteinidir.
Immunohistokimyasal boyama ile TEX-101 in germ hiicrelerinde ve ekstraselluler
membranda lokalize oldugu tespit edilmistir. (Korbakis ve ark 2017) .TEX-101 hiicre
i¢i bir alandan yoksun bir GPI-sabitlenmis proteindir (Jin ve ark 2006).

TEX-101'in molekiiler ve biyokimyasal analizleri, N-ve C-terminalinde
(Kurita ve ark 2001) gii¢lii bir sekilde hidrofobik sinyal peptidleri olan 250-amino
asitten olusan bir polipeptidi oldugunu gostermistir. Bu da glikosilfosfatidilinositol
(GPI) ile baglantili proteinlerin tipik bir 6zelligini olusturur (Peshenko ve Shichi
2001).Memeli hiicrelerinde gecici bir ekspresyon sistemi kullanarak, yakin zamanda
TEX-101'"in GPI-pargasi ile hiicre ylizey membranina baglandig1 Jin ve arkadaslari
tarafindan dogrulanmistir (Jin ve ark 2006).

llging bir sekilde, TEX-101 amino asit sekansi DNA / protein veri
tabanlarindaki herhangi bir molekiile belirgin bir homoloji gdstermez (Kurita ve ark
2001). Bu durumda, makul bir alternatif yaklasim, TEX-101 ile iligkilendirilen
molekiilleri tanimlamaktir, ¢iinkii birgok protein, biyolojik aktivitelerini etkileyen
bazi diger proteinlerle (6rn., Substratlar saglayarak veya aktiviteyi diizenleyerek)
fiziksel olarak iligkilidir (Pawson ve Nash 2003). TEX-101 hakkindaki bilgimizin
cogunun fare modelleri kullanilarak yapilan caligsmalardan kaynaklanmaktadir.
Bununla birlikte, sistein kalintilarinin ve dizideki potansiyel glikosilfosfatidilinositol
(GPI) -anchoring pozisyonunun memeli tiirlerinde yiiksek oranda korundugu goz
Oniline alindiginda, fare modelleri ile iiretilen verilerin ¢cogunun insan TEX-101 igin

gecerli olabilecegi kabul edilmektedir (Tsukamoto ve ark 2007).
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Fare TEX-101 proteini (testis tarafindan 101 gen, TEX-101 tarafindan
kodlanan) ilk olarak Kurita ve arkadaglari tarafindan farelerde tanimlanmis olup

testislerde yiiksek ekspresyon gosteren proteindir (Kurita ve ark 2001).

Yetiskin farelerde, TEX-101 esas olarak testis i¢indeki spermatositler,
spermatidler ve spermatozoanin (6zellikle kuyruk kisminda) plazma membram
tizerinde yer alir (Kurita ve ark 2001, Takayama ve ark (2005 a)) TEX-101'in fare
testis homojenatindaki biyokimyasal lokalizasyonu, hem sitozol hem de ¢oziinebilir
fraksiyonlarinda TEX-101'in bulundugu gostermektedir (Kurita ve ark 2001).
Bununla birlikte, Nagdas ve ark. i verileri sigir testis spermatozoasin da TEX-
101’in bulundugunu gostermistir(Nagdas ve ark 2014). Takayama ve ark. Farede,
(Takayama ve ark (2005 b)) TEX-101 polipeptidinin epididimal gecis sirasinda
cogunlukla sperm yiizeyinden c¢ikarildigint bildirmislerdir. Bunun Aksine, Yin ve
arkadaslar1 (Yin ve ark 2009), hem insan hem de fare testislerinde NYD-SP8 (fare
TEX-101 polipeptidine homolog) ve insan ejakiilatinda ve fare sperminin kaudasinda
bulundugunu gostermislerdir. TEX-101, fare kauda epididimal sperminin lipit tabaka
fraksiyonlarinda mevcuttu ve lipit fraksiyonlarinda TEX-101'in yeniden dagiliminin

kapasitans sirasinda meydana geldigini gostermislerdir (Sleight ve ark 2005).

TEX-101'in testis igindeki subseliiler lokalizasyonu iizerindeki deney
sonuglara gore, TEX-101 proteini, testikiiler suda ¢oziiniir fraksiyonda tespit edilen
hidrofilik bir forma sahiptir. (Kurita ve ark 2001) TEX-101'in ¢ikarilan amino asit
terminallerinin buundugunu gosermistir. (Kurita ve ark 2001). Spermde, GPI ile
baglanmis proteinlerin boliinmesinin fertilizasyonda rol oynadigi dnceki ¢alismalarda
bildirilmistir (Kondoh ve ark 2005). Daha 6nceki bir ¢alismada, tipik olarak GPI
bagli proteinlerde bulunan N ve C terminallerindeki varsayilan iki sinyal dizisinin
bulundugu gosterildi (Yeh ve ark 1994, Udenfriend ve Kodukula 1995, Kinoshita ve
ark 1997, Jin ve ark 2006). Fare TEX, yliksek oranda N-glikozile edilmis (Jin ve ark
2006) iken, sigir TEX-101, 17 kDa N bagl1 oligosakkarit icerir.
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Daha sonra, insan testistisinde TEX-101, cDNA mikrodizi analizi (Gerhard
ve ark 2004) ile tanimland1 ve inseminasyon siirecinde akrozom reaksiyonuna dahil
oldugu bulundu (Yin ve ark 2009). Fare TEX-101, gametojenez sirasinda agirlikli
olarak germ hiicrelerinin plazma membran iizerinde bulunan testis germ hiicresine
zgii bir proteindir. Insan Protein Atlasi'na (www.proteinatlas.org) gore, insan TEX-
101, testis dokusunun Sertoli ve Leydig hiicreleri dahil olmak iizere baska bir insan
dokusu veya hiicre tipinde eksprese edilmez. TEX-101 geni, insanlarda 19q13.31
pozisyonunda kromozom 19'un uzun kolunda ve farede yaklasik olarak % 55'lik bir
homoloji ile farede kromozom 7'de yer almaktadir (Tajima ve ark 2003). TEX-101'in
ekspresyon profilini agiklamak i¢in 28 normal bireyin farkli organlari toplanip
yiiksek kaliteli anti TEX-101 antikoru ile immiinohistokimyasal bir ¢alisma
yapilmigtir. Calisma sonuncunda testislerin, TEX-101'in yiiksek oranda ifade edildigi
tek organ oldugu tespit edilmistir ve yumurtalik dahil olmak tizere diger 27 organda
tespit edilememistir. Bu sonucglar, TEX-101'in testis-bol bir protein oldugunu

dogrulamistir (Shen ve ark 2014).

Yin ve ark. (Yin ve ark 2009) tarafindan sperm-yumurta etkilesimi sirasinda
spermin  TEX-101'in yumurta kiimiiliisiiyle etkilesim icinde olabilecegini oOne
stirmiiglerdir. Yin ve arkadaslar1 (Yin ve ark 2009) tarafindan yapilan bir ¢calismada,
sperm-kiimiiliis etkilesiminde TEX-101 rolii Onerilmistir. TEX 101 kiimiilis
hiicrelerinin yiizeyine ayrilmasi ve baglanmasi, kiimiiliisin Ca™ mobilizasyonuna ve
progesteron iiretimine, AR"1 indiikledigi ve kiimiiliis tabakasinin penetrasyonunu
kolaylastirdigi gibi bilinen olaylara yol agar. Kallulus hiicrelerinin AR igindeki
roliinii incelemek amaciyla, aym1 grup, kiimiiliis hiicreleri iizerinde TEX-101
baglanmasina aracilik eden ve Ca™ mobilizasyonunu indiikleyen aday molekiilleri
tanimlamaya odaklanmistir. TEX-101'in uPA / uPAR kompleksine baglanabilecegini
ve uPA aktivitesine miidahale edebilecegini kanitlamiglardir. UPA sisteminin, serin
proteaz aktivitesi disinda, sinyal transdiiksiyonuna dahil oldugu bilinmektedir ve

Ca" mobilizasyonu ile iligkilidir (Chen ve ark 2013)

Ayrica, spermatozoa iizerinde TEX-101'in varliginin  anjiyotensin

doniistiiriicii enzim (ACE) tarafindan diizenlendigini ve fonksiyonel olarak verimli
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spermatozoa tretildigini, GPI ile baglanmig TEX-101 proteininin ACE tarafindan
cikarilmasinin gerekli oldugunu da yaptiklar1 ¢aligma da sonucunda gostermislerdir

(Fujihara ve ark 2013).

ACE'nin bir glikosilfosfatidilinositol (GPI) ile baglantili protein salgilama
(GPlaz) aktivitesi oldugu ve bu farkli enzimatik aktivitenin erkek fertilitesi ile iligkili
oldugu bildirilmistir (Kondoh ve ark 2005). Daha ileri ¢alisma ile TEX-101'in
ACE'nin GPlaz aktivitesi i¢in spesifik bir hedef oldugunu ve spermatogenez
sirasinda  TEX-101'in bozulmasimin, sperm plazma membranindaki ADAM 3
eksikligi nedeniyle normal goriiniimlii ancak fertilizasyon ile yetersiz spermatozoa

ile sonug¢landigini ortaya koymustur (Fujihara ve ark 2013).

TEX-101'in genomik diizeyde incelenmesi, Tsukamoto ve ark. (Tsukamoto
ve ark 2007), fare TEX-101 geninin iki farkli promoter tarafindan diizenlendigini ve
lic ana transkript olusturdugunu bulmuslardir. Niikleotid ve amino asit dizisine
dayanarak, insan ortologunun iki promotoriin regiilasyonu altinda Sitosolik form ve
hiicre dis1 GPI-ankrajli form, olmak {izere iki izoformda mevcut oldugu tahmin
edilmektedir. Ancak, immiinohistokimya (IHC) deneyleri yaparak Kurita ve ark.
(Kurita ve ark 2001), TEX-101'"in tiim gametegonez siireci boyunca esas olarak germ
hiicrelerinin plazma membrani tizerinde bulundugunu gostermistir. Ancak hiicrelerin

sitoplazmasinda da zayif bir sekilde bulunabildigini géstermistir.

Jin ve ark. (Jin ve ark 2006), Kurita ve arkadaglar1 tarafindan tahmin edildigi
gibi TEX-101'in ve hiicre yiizeyinde GPI-bagl1 bir protein olarak ifade edildigini tiim
potansiyel alanlarda yiliksek glikozile oldugunu gdostermistir. (Kurita ve ark 2001).
TEX-101'in, Spight ve ark. Tarafindan da gosterildigi gibi, sperm ylizeyindeki lipid
kisimlarinda bulunduguna dair kanitlar sundular. (Sleight ve ark 2005). TEX-101
ekspresyonunun Oncelikli olarak daha once bildirildigi gibi spermatositler,
spermatidler ve spermatozoa ile sinirlt oldugunu gostermislerdir (Peshenko ve Shichi
2001, Takayama ve ark (2005 a)). Diger yandan, Cellubrevin spermatocytes ve erken

evre spermatidler gibi haploit germ hiicreleri iizerinde bol miktarda bulunmustu ve
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gec evre spermatidler, spermatozoa, spermatogonia ve interstisyel hiicrelerde
nispeten daha az miktarda bulundugunu raporlarinda bildirdiler. Birlestirilmis TEX-
101 ve cellubrevin floresan goriintiilerinin incelenmesi, iki protein arasindaki
iliskinin o6ncelikle ve erken evre spermatidlerde olustugunu gostermektedir

(Tsukamoto ve ark 2006)

1.3.1.TEX 101 Etki Mekanizmasi

Son caligmalarda azoospermisi olan infertil bireylerde TESE ameliyati ile
testislerde sperm bulma olasiligini tespit etmeye yonelik iki yeni belirtegc (ECM 1ve
TEX-101) tanimlanmigtir (Drabovich ve ark 2013). Bunlardan biri TEX 101 dir.
TEX-101 yakin zamanda AR (Yin ve ark 2009) sirasinda kiimiiliis-sperm

etkilesiminde tanimlanmis olup sperm {iretimi sirasinda agiga ¢ikan bir proteindir.

TEX-101 ilk olarak primordial germ hiicrelerinin gonadal c¢ikintiya
ulagmasindan sonra prospermatogoniada ortaya ¢ikmis ve daha sonra yaklasik 14
giin sonra koitustan sonra prospermatogoniye doniismiistiir. Fetal testiste, TEX-101
ilk olarak olgunlagsmamis seminifer tiibiillerin i¢inde prospermatogonyanin plazma
membraninda goriiliir. Ergenlikten sonra, artik spermatogoniada goériinmez; bunun
yerine spermatositler, spermatidler ve testikiiler sperm dahil olmak iizere mayotik
hiicreler iizerinde ortaya ¢ikmaktadir (Takayama ve ark 2005).dimorfic TEX-101,
prespermatogenez sirasinda hayatta kalan prospermatogonia iizerinde yapisal olarak
eksprese edildi. Spermatogenezin baglatilmasindan sonra, prospermatogonia
spermatogoniaya ayrilmis olup TEX-101 ekspresyonu spermatogoniden kayboldu,
fakat spermatositler, spermatidler ve testikiiler sperm iizerinde tekrar ortaya ¢iktigi
tespit edilmistir. Dahasi, TEX-101, gelismekte olan yumurtalikta folikiilojenez
baslangicina kadar kadin germ hiicreleri (oogonia ve oositlerde )iizerinde de gegici
olarak eksprese edildigi bildirilmistir (Takayama ve ark (2005 a)). Son olarak,
epididimal spermin hiicre ylizeyinden kaput epididimis kanali boyunca tasinmasi
sirasinda dokiiliir (Takayama ve ark (2005 b)). Yazarlar, epididimal olgunlagsmadan

sonra ortadan kalktigini gosteren raporlarin ¢ogunun aksine, TEX-101'in olgun
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spermatozoada tespit edildigi goriisiini desteklemektedir (Fujihara ve ark 2013, Li ve

ark 2013, Takayama ve ark (2005 b)).

Bu proteinin gorevi sperm yumurtaya yaklastiginda gerekli hiicreleri uyarip
progestron salgisin1 artirarak akrozom reaksiyonunu baslatmaktir. Akrozom
reaksiyonunun baslamasiyla sperm yumurtanin zarlarini delerek, yumurtanin igine
girmesini saglar. Sperm kok hiicreleri olgunlasmaya basladiginda, TEX-101 proteini
de sperm hiicresinin membranina yapigsmis halde belirmeye baslar. Daha sonra
olgunlagmis sperm hiicresi olan spermatozoa meydana gelir. Daha sonra spermatozoa
testisi terk ederek epididim bezinin i¢inden gecer. Buradan gegerken TEX-101 sperm
membranindan ayrilir ve seminal siviya dokiiliir. Sperm tahlilinde bu protein
bulunursa, genital kanallarda olgun sperm hiicresi de var oldugunu gosterir. Olgun
sperm bu proteinin miktar1 dogru orantilidir. Sperm {iiretiminin oldugu ve sperm
tahlilinde normal diizeyde sperm olan olgularda TEX-101 miktar1 anlamli derecede
yiiksektir. Fakat sperm {iiretiminin hi¢ olmadigi Sertoli Cell Only (SCO) sendromu
vakalarinda bu miktar sifira yaklasir. TEX-101 miktarinin belli bir esik degerin
tizerinde olmasi, testiste olgun sperm hiicresi varligi agisindan 6nemli bir bulgudur
(Drabovich ve ark 2013, Korbakis ve ark 2017). Sonug olarak, eger azoospermik bir
erkekte hormon veya kanal tikaniklig1 gibi bir sorun yoksa spermde TEX-101’1in esik
degerine yakin bulunmasi, testislerde olgunluk asamasinda sperm iiretiminin
oldugunu gostermektedir. Esik degerinin {izerinde olmasi ise testislerde olgun sperm
hiicresi varliginin ¢cok daha yliksek oldugunu gosterir (Drabovich ve ark 2013). TEX-
101 ekspresyon kinetiginin cinsel dimorfizmi, TEX-101'in, germ hiicre gelisimi ve
farklilagmasi sirasinda 6nemli bir fizyolojik rol oynadigini gosterir (Tsukamoto ve

ark 2006).
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1.3.2.Epididimal Olgunlasmada TEX-101 Proteinin Rolii

Testis spermatozoalarina germ hiicrelerinin gelisimi, testis sonras1 matiirasyon
icin epididime gecisi takip eder. Testikiller spermatozoanin morfolojisi, sperm
hiicrelerine benzer olmasina ragmen, tam olarak olgunlasmamis ve Zona Pellusida
baglanma ve yumurta hiicreleriyle etkilesime girme kabiliyeti ve yeteneklerinden

yoksundur (Cornwall 2009).

Testikiiler spermler epididim tiibiil i¢ine girdiginde, transkripsiyonel ve
translasyonel suskunlugun eslik ettigi post-testikiiler olgunlagma baslar (Engel ve ark
1973). Bu translasyonel suskunluk gz oniine alindiginda, spermin epididimal
olgunlagmasinin esas olarak post-translasyonal modifikasyonlar (PTM'ler) tarafindan
kullanildiginin  g6stergesidir (Aitken ve ark 2007, Aitken ve Baker 2008).
Spermatozoa epididimal sivida (epitel hiicreleri tarafindan salgilanir) bulunurken
sperm yiizeyinde degisiklikler meydana gelir (Cooper 1986) Spermatozoayi
cevreleyen ortam, protein igerigi ve kimyasal bilesimi agisindan epididimisin (caput,
corpus, cauda) ii¢ bolgesi boyunca degismektedir. Bu degisikliklere bagl olarak,
sperm membranina baglanan testis proteinlerinin ¢ogunun asamali bir modifikasyonu

vardir. Bu modifikasyonlar sunlardir:

(1) proteoliz ile sperm yiizey proteini ¢ikarilmasi,

(i1) sperm yiizey proteini isleme ve olgunlagmasi,

(i11))  zarin yiizeyindeki proteinlerin yeniden dagitilmasi ve son olarak

(iv)  epididimal proteinlerin sperm i¢ine gec¢ici veya kalict membran

entegrasyonudur (Dacheux ve ark 2012).

GPI ile baglanmis proteinlerin, lipit sallar1 adi verilen 6zel membran mikro
bolgelerinin 6nemli bir bileseni oldugu iyi bilinmektedir (Varma ve Mayor 1998).
Lipit sallarinda lokalize oldugu tespit edilen proteinler, spermatozoa ile oositin dis
tabakasi olan ZP'nin taninmasinda rol oynarlar (Pike 2006). Baz1 proteinlerin sperm
ylizeyinden dokiilmesi sperm baglama yetenegi i¢in ¢ok Onemlidir ve iki olasi

mekanizm Onerilir;
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i.  GPI-ankorlanmis proteinler sperm membranindan serbest birakildiktan
sonra aktive edilir,
ii.  GPI-ankorlanmis proteinler Sperm-ZP baglanmasini kolaylastirmak

i¢in yarilmis olabilir (Kondoh ve ark 2005).

TEX-101, bu GPI ile baglanmis proteinlerden biridir ve sperm yiizeyinden
ayrilarak seminal siviya salinir. TEX-101'in epididimal sperm yiizeyinden enzimatik
olarak dokiildiigii kanitlanmis olsa da (Takayama ve ark (2005 b)), bu siirece dahil

olan enzim yakin zamana kadar bilinmemektedir.

Kondoh ve ark. (Kondoh ve ark 2005), bir baska GPI bagl proteinin, testikiiler
anjiyotensin doniistiiriicii enzimin (tACE), testikiiler spermin hiicre ylizeyinde de
ifade edildigini ve epididimal olgunlasma sirasinda sperm membranindan
dokiildiigiinii bildirmislerdir. (Métayer ve ark 2002). Dahasi, tACE’nin GPI ile
baglanmis proteinlerin sperm yiizeyinden katalize edilmesini ve fertilizasyon
sirasinda yumurta-sperm baglanma yetenegini etkiledigini rapor etmislerdir. Bu iki
bulgunun kombinasyonu, tACE'nin epididimal gecis sirasinda TEX-101'in
salinmasindan sorumlu oldugu varsayimina yol agmistir. Kondoh'un tACE'nin yeni
GPI-ase aktivitesi ile ilgili kesfi, ACE'in 1yi bilinen dipeptidaz aktivitesini 6ne
stirerek, reprodiiksiyonda sperm olgunlagsmasi ve fertilizasyon i¢in ¢ok dnemli olan
GPl-ase aktivitesinin 6nemini sorgulayan bir¢ok tartigma makalesinin yazilmasini
saglamigtir (Corvol 2005, Fuchs ve ark 2005, Leisle ve ark 2005, Mayor 2005).
Birka¢ yil sonra, aym1 grup (Watanabe ve Kondoh 2011), tACE'in sperm-Zona
Pellusida etkilesimi i¢in gerekli olan GPI-ase ve dipeptidaz aktivitelerine (Corvol
2005, Fuchs ve ark 2005) sahip oldugu sonucuna varmistir. Dipeptidaz aktivitesi
epididimde (Deguchi ve ark 2007) gerceklesir ve dipeptidaz eyleminin iiriinii olan
anjiyotensin I, epididimal stvinin pH homeostazini korur (Shum ve ark 2008). (Sekil

1.3.1)
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Sekil 1.3.2.1.:Fare spermatogenez siirecinde spermatozada TEX-101, ADAM3 ve ACE’nin rolleri
(Fujihara ve ark 2013).

Sonug olarak, ACE'nin dipeptidaz aktivitesi, epididimde (Watanabe ve Kondoh
2011) optimal bir pH’1 (6,5) muhafaza ederek GPI-ase aktivitesini dolayli olarak
desteklemektedir. Kalan diger siipheler Fujihara ve ark. (Fujihara ve ark 2013), TEX-
101'in  ACE tarafindan epididimal spermden ayrildigi Ace”” fare modeli ile
giderilmistir. TEX-101'in epididimal olgunlagsmasindaki basarisizligin infertilite ile
iliskili oldugu in-vivo deneyler (Ace” ve TEX-101"" fare modelleri ) ile
gosterilmistir (Fujihara ve ark 2013, Li ve ark 2013).
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2.GEREC ve YONTEM

Sunulan tez ¢alismasi Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan
Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'nun 2018/103 sayili kararinca gergeklestirilmistir.
18202024 proje numarasi ile S.U Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatérliigiince
desteklenmistir. Calismamizda Selguk Universitesi Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Unitesi
Androloji Laboratuvarmma gelen bireylerden alinan semen numuneleri kullanilmig
olup, goniilliiler 18-44 yas araliginda erkek bireylerdir. Spermiyogram sonrasinda
biyoatik seklinde atilmis olan ve numunesi yeterli miktarda olan goniillii bireyler
dahil edilmistir. Toplam 80 erkek goniillii iizerinde yapilan g¢alismada iki grup
olusturulmustur. Grup 1 Normozoospermi olan 40 bireyden (n=40) , grup 2 ise
Oligozoospermi olan 40 bireyden olusmaktadir (n=40) . Spermiyogram i¢in gelen
kullanilan numunelerden biyoatik olarak arta kalan miktarlar {izerinden SPTrx R 3 ve
TEX101 diizeylerinin analizi ticari ELISA test kiti ile ger¢eklestirilmistir. SPTrx R 3
ve TEX101 diizeyleri analizleri Universitemiz biinyesindeki Biyokimya Arastirma

Laboratuvarlarinda gerceklestirildi.

2.1. Sperm Orneklerinin Toplanmasi, Muhafaza Edilmesi ve Spermiyogramin

Degerlendirilmesi

2-6 giin koitus yasagi sonrasinda hastanede mastlirbasyon ile elde edilen
sperm Ornegi ozel steril plastik bir kapta toplandi. Likefaksiyon icin 37 °C de 20
dakika inkiibatorde bekletildikten sonra degerlendirilmeye basland1.20 dk. Icerisinde
likefaksiyon gerceklesmediyse 15 dk. daha inkiibatérde bekletildi. Sperm 6rneginden
sperm konsantrasyon, motilite ve progresif motilite, immotilite gibi fiziksel ozellikler
mikroskop altinda WHO kriterlerine gore degerlendirildi. Daha sonra ayni
numunelerin morfolojik degerlendirilmeleri yapildi. Spermiyogram analizi sonuglari
kaydedildi. Arta kalan biyoatik olarak tanimlanan semen numuneleri falcon tiiplere
alindiktan sonra 1000 rpm de 20 dk. a santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 numunelerin
siipernatan kisimlar1 ayrilarak ependorf tiiplere ayr1 ayri ilave edildi. Epondorf tiipler

daha sonra -80 "C’de analiz yapilincaya kadar muhafaza edildi.
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2.2.Semen Analizleri

Spermiyogram analizi numune alindiktan hemen sonra yapilmistir. Arta kalan
numunede biyokimyasal olarak SPTrxR-3 ile TEX-101 analizleri gerceklestirilmis

olup, ayrintilar1 asagida agiklanmaktadir.

2.2.1. SPERMIYOGRAM

Semen analizinin fiziksel parametreleri
1) Koagiilasyon: Ejakiilasyon sonrasi semenin sivi halden semisolid hale
gecmesi koagiilasyon olarak ifade edilir. Koagiilasyon gerceklesmediginde seminal

vezikiil ve vas deferensin eksikligi diisiiniilebilir. (Du Plessis ve ark 2013)

2) Likefaksiyon: Koagiile halde olan semen yaklasik 5-20 dakika arasinda
likefiye olur. Bu silire¢ prostattan yapilan proteolitik bir enzim olan fibrinolizin
tarafindan gergeklestirilir. Bu nedenle likefaksiyon prostatin normal islevinin bir

gostergesidir.

3) Viskosite: Likefiye olan semen bir pipet yardimi ile damla yontemi
kullanilarak ol¢iiliir. Damla yonteminde pipete ¢ekilen semen damlatilarak olusan
iplik¢igin boyunun 6lgiilmesidir. Olusan ipligin boyu 20 mm’ye kadar normal, 20-40
mm arasi hafifce artmis, 40-80 mm aras1 olduk¢a artmis ve 80 mm iistii ise ¢ok
artmis olarak degerlendirilir. Viskozitenin artmis olmasi seminal vezikiilde, genital
traktusda veya prostatta olan bir enfeksiyonu gosterir.(Mikhailichenko ve Esipov

2005)

4) Voliim: 3-5 giinliik cinsel yoksunluk sonras1 2-6 ml’dir.

5) Renk: Normalde gri opak renktedir. Fakat cinsel yoksunluk siiresi artarsa
rengi degiserek sarimsi bir renge doniisiir. Konsantrasyona bagli olarak da renk

degisir; konsantrasyon diisilk oldugunda renk acik/sulu sekle doner, artarsa

bulaniklik diizeyi artar.
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6) Koku: Prostat sekresyonu olan sperminin oksidasyonu sonucu olusan koku
atkestanesi agaci cigce8i kokusuna benzetilir. Kokunun normalden farkli olmasi

enfeksiyon varligini gosterir.

7) pH : 7.2-7.8 arasinda olan degerler normal olarak kabul edilir.(Cooper ve ark
2010)

Mikroskobik inceleme

Makroskobik incelemenin tamamlanmasindan sonra, mikroskop ve Makler
sayim kamarasi kullanilarak sperm konsantrasyonu, hareket 6zellikleri, sperm dis1
hiicreler, agregasyon veya agliitinasyon varligi agisindan degerlendirmek amaciyla

mikroskobik degerlendirme yapilir.

1. Sperm agregasyonu: Mukus iplikleri gibi hareketsiz spermlerin birbirleri ile
ortamdaki debris materyali ile veya sperm dis1 hiicreler ile yapigsmasiyla gozlenebilir.
2. Sperm agliitinasyonu: Hareketli spermlerin birbirine kuyruk-kuyruk, bas-
bas veya karisik olarak yapisik sekilde bir arada bulunmasidir.
3. Sperm konsantrasyonu: Sayim Makler sayim kamarasi ile yapildiginda 10
tane orta boy karedeki toplam sperm sayis1t milyon/ml olarak kaydedilir. Ayni sayim
10 farkl karede 4 kez tekrarlanir ve bulunan degerlerin ortalamasi alinir. Normal bir
semende alt referans degeri 15X10%/ml’dir
4. Total sperm sayis1 : Tiim semendeki toplam sperm sayisidir ve alt referans
degeri 39X10%/ml’dir. Sperm konsantrasyonunun total hacim ile ¢arpimindan elde
edilir.
5. Sperm Motilitesi

Sperm motilitesi; total sperm popiilasyonunda bulunan hareketli olan
spermlerin yiizde olarak ifadesidir. Ileri hareket degisken bir dlgiim sisteminde
degerlendirilir (0-4 arasinda derecelendirme). Hizli hareket eden yiizde (3-4.
Derece), yavas (2.derece), progresif olmayan (0-1. Derece). Total progresif sperm
hareketi genellikle amagh ileri hareket eden spermleri kapsar (derece 2-4).
Motilitenin %60’a yaklagmasi ile konsepsiyonun goriilme olasiligi artar. ABD’de
yapilan biiylik bir calisma sonucuna gore motilitenin %32 altina diistiigii bireylerde;

erkek infertilitesinde yaklasik 5 kat artma goriilmistir (Guzick ve ark 2001).
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Progresif motilite i¢in glinlimiizde WHO tarafindan Onerilen alt limit %32’dir
(Cooper ve ark 2010).

a. lIleri hareketli (Progresif Motilite; PR): Hizdan bagimsiz olarak dogrusal
bir daire i¢inde aktif hareket eden spermatozoa olarak ifade edilir.

b. Yerinde hareketli (Nonprogresif Motilite; NP ) : ileriye dogru hareketin
olmadig1 ya da ileriye herhangi baska bir yone dogru hareketin olmadigi
kaliplar. Ornegin; kiiciik daireler halinde yiizme, basi yerinden giicliikle
oynatan kamgisal hareket veya yalmizca kuyrugun kamgisal hareketi
gbzlenebilir.

c. Hareketsizlik (Immotilite; TM ): Hareketin olmadig1 spermatozoa olarak

ifade edilir.

Tablo 2.2.1.1. Seminal siviyr olusturan sekresyonlarin yiizde olarak dagilimi
(Cooper ve ark 2010).

Sekresyon yeri Ejakulat (%)
Testisler 5

Seminal Vezikiil 45-80
Prostat 13-33

Bulboiiretral bez 2-5

Tablo 2.2.1.2. Semen degiskenleri icin terminoloji ( WHO)

Normozoospermi

Voliim >2ml

pH 7,2-8,0

Sperm Sayis1 > 15 milyon/ml

Motilite (+4)+(+3) >%50 veya +4 >%25
Morfoloji >%4

Canlilik >%75

WBC <Imilyon/ml

Asthenozoospermi Motilite yiizdesi (+4)+(+3) %50’den veya +4 %25’den diisiik

Teratozoospermi
Morfoloji yiizdesi %30 (WHO Kriterlerine gore) veya %4 (Kruger Strict Kriterlere
gore)’den diisiik

Oligoasthenoteratozoospermi Her {i¢ degiskende bir arada bulunmaktadir.

Azoospermi Ejakiilatta hi¢ spermatozoa bulunamamasi

Aspermi Ejakiilat elde edilememesi
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2.3. Biyokimyasal Analizler

2.3.1. Semen de Sperm spesifik Tiyoredoksin Rediiktaz-3 (SPTrxR3) Analizi

Analiz, mybiosource marka, MBS9341730 katalog numarali Elisa test Kkiti ile
gerceklestirilmis olup ,kitin duyarhiligi 0.1 ng / ml'dir. Kitin referans aralig1 ise 0.25 ng /
ml - 8 ng / ml'dir. Elisa analizinde; Elisa yikayici olarak Rayto microplate washer (RT-
2600 Cin ) ile Elisa okuyucu BMG LABTECH (Almanya) kullanildi. Analizler i¢in
asagidaki soliisyonlar kit prosediiriine uygun olarak hazirlandi.

SPTrxR3 yikama soliisyonu :1 20 oraninda yikama soliisyonu deiyonize su
ile seyreltilerek hazirlandi. Standart olarak;sirasiyla 0,25 ng/ml, 0,5 ng/ml, 1 ng/ml, 2
ng/ml, 4 ng/ml, 8 ng/ml olmak {izere 6 standart kullanilarak grafik ¢izildi.
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SPTrxR-3 Test Prosediirii

Tim reaktif ve numuneler 30 dk. a oda sicakliginda bekletildi.

Her standart kuyucuguna 50 mikr_olitre standart ilave edildi).2 kere)

A4

g

Her kontrol kuyucuklarina 50 mikrolitre blank ilave edildi).2 kere)

N

Numune kuyucuklarina 50 mikrolitre numune ilave edildi.

L

Her kuyucuga 100 mikrolitre HRP-konjuge reaktif eklendi.

)

Plate kapatma membrani ile kapatilip 37 °C de 60 dk inkiibe edildi.

iy

4 kez otomatik yikama ile yikand1).300 mikrolitre)

!

Vv
Kromojen soliisyon A ve Kromojen soliisyon B den 50 mikro ilave edildi

)

Plate kapatma membrani ile kapatilip 37 °C de 15 dk inkiibe edildi.

W

50 mikrolitre stop soliisyonundan her kuyucuga ilave edildi.

0

450 nm’ de ELISA da okutuldu.
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2.3.2. Semen de Testis - ifade Protein 101 (TEX-101) Analizi

Analiz, Mybiosource marka MBS7606254 Kkatalog numarali test Kiti ile
gerceklestirilmis olup kitin duyarlihg <0.188 ng / ml'dir. Elisa analizinde ; elisa
yikayici olarak Rayto microplate washer (RT-2600, Cin ) ile Elisa okuyucu BMG
LABTECH (Almanya) kullanildi. Analizler icin asagidaki soltisyonlar kit prosediirtine
uygun olarak hazirlandi. Semen analiz sonugclari ng/ml birimi olarak hesaplandi.

Standart hazirlanmasi

1)Standart soliisyondan 20 ng/ml Standart bir tiip igerisine 1 ml numune/ Standart

seyreltme tamponundan eklenip, oda sicakliginda 10 dk a bekletilip hazirlandz.

2)10 ng/ml 0,313 ng/ml standart ¢ozeltiler epondorf tiipler; sirasiyla birden yediye
kadar numaralandirildi. Sirasiyla tiiplere 10 ng/ml,5ng/ml, 2.5 ng /ml, 1.25 ng/ml,
0.625 ng/ml, 0.313 ng/ml etiketleri yapistirildi. Her tiipe 0.3 ml o6rnek/standart

seyreltme tamponu eklendi.
3) Birinci tiipe 20 ng/ml standart ¢ozeltiden 0.3 ml eklenip karistirildi.

Ikinci tiipe birinci tiipten 0.3 ml eklenip ve iyice karistirilir. Sirasiyla ayni islemler

diger epondorf tliplere uygulanip iyice karistirildi.
Biyotin etiketli antikor ¢alisma soliisyonunun hazirlanmasi

Kullanilmadan bir saat O0nce Biyotin etiketli antikor calisma soliisyonu
hazirlandi.1 mikrolitre antibody den ilave edilirken, 99 mikrolitre seyreltme tamponu

ilave edilerek hazirland1 (gerekli miktar hesaplanip bir mililitre fazlasi hazirlandi.)
HRP-Streptavidin Konjugat (SABC)Calisma Soliisyonunun Hazirlanmasi

SABC kullanilmadan yarim saat i¢inde hazirlandi.1 mikrolitre antibody ile 99

mikrolitre seyreltme tamponu ilave edilip vortex de iyice karistirilarak hazirlandi.

Yikama Tamponunun Hazirlanmasi:30 ml konsantre yikama tamponu

deiyonize su ile 750 ml seyreltilerek hazirlandi.

56



TEX - 101 Test Prosediirii

Tim reaktif ve numuneler 20 dk. a oda sicakliginda bekletildi

g

TMB substrati 30 dk a boyunca 37 °C de dengelendi.

=

Mikroplet kullanilmadan 6nce otomatik yikama cihazinda iki kere yikandi.

=

Standart kuyucuklarina 100 mikro litre standart alikuotu ilave edildi.

=

Kontrol kuyucuklarina 100 mikrolitre standart seyreltme tamponu ilave edildi.

Y=

Numune kuyucuklarina 100 mikrolitre numune ilave edildi.(seyreltilmis)

V=

37 °C de 90 dk’a inkiibasyonda bekletildi.

g

Inkiibasyondan sonra otomatik ytkama cihazi ile 2 kere aspirasyon yapildi.

=

[

100 mikrolitre biyotin etiketli antikor ¢alisma soliisyonundan her kuyucuga ilave
edildi.

]

k=

37 °C de 60 dk’a inkiibasyonda bekletildi.

&
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3 kez yikama (her seferinde 1 dk ‘a kuyucuklarda bekletildi).

Her kuyucuga 100 mikrolitre SABC ¢alisma soliisyonundan ilave edildi.

¢

37 0C de 30 dk’a inkilibasyonda bekletildi.

<4

5 kez aspirasyon (her seferinde kuyucuklarda 2 dakika bekletildi ).

=

90 mikrolitre TMB substratindan her kuyucuga ilave edildi.

U

37 0C de 20 dk’a inkiibasyonda bekletildi).karanlikta)

I

50 mikrolitre stop soliisyonundan ilave edildi.

J

Hemen 450 nm’de okutuldu. (ELISA)
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2.4. istatiksel Degerlendirilmesi

Istatistiksel analiz Statistical Package for the Social Sciences (20.0 Veri
Analizi SPSS) programi kullanilarak yapildi. Karsilastirma yapmak tlizere Shapiro-
Wilk testi kullanilmis olup, normal dagilima uyup uymadigi kontrol edildi. Shapiro —
Wilk testi sonucuna gore p degeri 0,05 den biiyiik olanlara Independent t testi; p
degeri 0,05 den kiiciik sonug gdsterenlere ise Mann Whitney U Testi uygulandi. Bu
testlerin sonuclarina gére p>0,05 den biiylik sonug gosterenler de istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik olmadig1 gozlemlenmigken, p<0,05 olanlarda ise istatiksel olarak
anlamli  bir  farklilk  oldugu  gozlenmistir.  Korelasyon  derecesinin
degerlendirilmesinde, Shapiro- Wilk testi ile normal dagilima uyup uymadig1 kontrol
edilmistir. Shapiro — Wilk testi sonucuna gore p degeri 0,05 den biiyiik olanlara
pearson korelasyon katsayisit kullanilirken p degeri 0,05 den kiigiik olanlara ise

spearman‘in korelasyon katsayis1 kullanilmigtir.
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3. BULGULAR

Calismamizda olusturulan gruplara ait spermiyogram sonuglari tablolarda

belirtilmektedir. Tablo 3.1 deki veriler WHO kriterlerine gore; bu grupta yer alan

kisiler Normozoospermisi olan bireylerine aittir ve grup 1 de yer alan bireylerin yas

ortalamalar1 31,63+2,15 yildir.

Grup 1 Normozoospermi olan 40 bireyden (n=40)

Oligozoospermi olan 40 bireyden olusmaktadir (n=40) .

Tablo 3.1. Normozoospermi grubundaki semen paremetreleri ( n=40)

b

ise

Semen Parametreleri Normozoospermi
Yas 31,63+2,15
PH 7,62+0,05
Voliime (ml) 3,73+0,45
Konsantrasyon (Mlyn /ml) 53,80+6,81
Total Say1 (Mlyn) 195,76+30,74
Motilite 70,48+4,31
Progresif Motilite 56,63+4,49
Non Progresif Motilite 14,21+1,36
Immotilite 29,53+4,31
TPMSS (Milyon) 118,07+20,83
Normal Sperm 2,25+0,21
Bas Anomalisi 88,60+0,59
Amorf Bas 76,93+1,13
Biiyiik Bas 4,35+0,72
Kiiciik Bas 2,33+0,51
Uzun Bas 4,03+0,91
Multiple Bas 0,98+0,55
Boyun Veya Kuyruk Anomalili Spermler 9,08+0,55
Boyun- Orta Kisim Anomalisi. 12,53+0,76
Kuyruk Anomalisi 14,18+1,08
Cift Kuyruk 1,35+0,37
Tail Stump (Siddetli Kuyruk Defekti) 0,38+0,19
Dag Defekt 6,25+0,78
Uzun Kuyruk 0,35+0,21
Kisa Kuyruk 5,90+0,55
Teratozoospermi Indeksi 1,27+0,015
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Tablo 3.2 deki veriler WHO kriterlerine gore; bu grupta yer alan kisiler

Oligozoospermisi olan bireylerine aittir ve grup 2 de yer alan bireylerin yas

ortalamalar1 29,33+1,65 yildir.

Tablo 3.2. Oligozoospermi grubundaki semen paremetreleri; ( n=40)

Semen Parametreleri Oligozoospermi
Yas 29,33+1,65
PH 7,60+ 0,10
Voliime(ml ) 4,35+0,47
Konsantrasyon (Milyon/MIl) 4,47+1,17
Total Say1 (Milyon) 19,68+5,59
Motilite 57,3045,65
Progresif Motilite 39,05+5,12
Non Progresif Motilite 18,25+2,52
Immotilite 43,20+5,88
TPMSS (Milyon) 8,45+2,89
Normal Sperm 1,38+0,16
Bas Anomalisi 91,00=+0,50
Amorf Bas 79,25+1,40
Biiyiik Bas 5,50+1,49
Kiiciik Bas 2,13+0,56
Uzun Bas 3,63+0,74
Multiple Bas 0,50+0,23
Boyun Veya Kuyruk Anomalili Spermler 7,63+0,40
Boyun- Orta Kisim Anomalisi. 16,88+1,01
Kuyruk Anomalisi 13,75+0,87
Cift Kuyruk 1,13+0,48
Tail Stump (Siddetli Kuyruk Defekti) 0,38+0,23
Dag Defekt 6,38+0,76
Uzun Kuyruk 0,43+0,24
Kisa Kuyruk 5,50+0,47
Teratozoospermi Indeksi 1,31+0,01
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Tablo 3.3. Gruplarin TEX-101 ve SPTrxR-3 Degerleri

Gruplar TEX 101( ng/ml) SPTrxR-3( ng/ml)
Grup 1 (Normozoospermi) | 2,12+0,08 3,07+0,35
Grup 2 (oligozoospermi) 1,55+0,04 6,98+0,46

Yukaridaki tabloda ifade edildigi {izere, SPTrxR-3 konsantrasyonu Oligozoospermik
bireylerde (6,98+0,46 ng/ml ) Normozoospermik bireylere (3,07+0,35 ng/ml ) gore
onemli diizeyde yiiksektir. ( sekil 3.1). Diger taraftan Normozoospermik bireylerde
TEX -101 diizeyi (2,12+0,08 ng/ml) Oligozoospermik (1,55+0,04 ng/ml) bireylere gore
anlaml diizeyde yiiksektir. (p =0,000) ( sekil 3.2 )
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Asagidaki tabloda Norrmozoospermi ve Oligozoospermi gruplarinin semen
parametreleri ile TEX-101 protein diizeyleri arasindaki anlamlilik diizeyleri ve

korelasyon katsayilar1 verilmistir.

Tablo 3.4 de gorildigi gibi normozoospermik bireylerde semen
parametrelerinden 6zellikle kiiclik bas ve normal sperm kisminda; oligozoospermik
bireylerinde de dag defekt, kuyruk anamolisi, amorf bas ve kisa kuyruk ile TEX-101

diizeylerinin arasinda pozitif ancak dnemsiz iliski bulunmustur.( p > 0,05).

Tabloda belirtildigi iizere Grup I’in semen paremetreleri ile TEX-101
diizeyleri arasindaki iliskileri inceledigimizde; semen voliime, konsantrasyon, total
say1, motilite, progresif motilite, non progresif motilite, immotilite, tpmss, bas
anomalisi., amorf bas, biiylik bas, multiple bas, boyun veya kuyruk anomalisi, boyun
orta anomalisi, kuyruk anomalisi, ¢ift kuyruk, tail stump, dag defekt, uzun kuyruk,
kisa kuyruk, teratozospermi indeksi gibi semen paremetreleri bakimindan (r >0 )

aralarinda dogrusal 6nemli bir iligki oldugu soylenebilir.

Tabloya gore grup II’'nin semen paremetreleri ve TEX-101 diizeyleri
acisindan  karsilagtirdigimizda buldugumuz sonuglar ise; semen vollime,
konsantrasyon, total say1, motilite, normal, progresif motilite, non progresif motilite,
immotilite, tpmss, normal sperm, bas anomalisi, biiyiik bas, kiiclik bag, multiple bas,
boyun veya kuyruk anomalisi, boyun orta anomalisi, ¢ift kuyruk, tail stump,uzun
kuyruk, teratozospermi indeksi gibi semen paremetleri ile (r >0) 6nemli dogrusal bir

iligki var oldugunu gostermektedir.

63



Tablo 3.4. Normozoospermi ve Oligozoospermi li gruplarin TEX-101 diizeyleri ile

semen paremetreleri arasindaki korelasyon ve anlamlilik diizeyleri

Normozoospermi (r) Oligozoospermi(r)
Semen Parametreleri TEX-101( ng/ml) TEX-101( ng/ml)
Voliime(MI) 0,134%* 0,700%**
Konsantrasyon (Milyon/ml) 0,091%*** 0,54 1%
Total Say1 (Milyon) 0,814 0,600%**
Motilite 0,980%** 0,092%
Progresif Motilite 0,955%** 0,1971%**
Non Progresif Motilite 0,871%** 0,527%***
Immotilite 0,980 0,088
Tpmss (Milyon) 0,707** 0,988***
Normal Sperm 0,656* 0,714%**
Bas Anomalisi. 0,922%** 0,862%**
Amorf Bas 0,591%** 0,609%*
Biiyiik Bas 0,544 0,965%**
Kiiciik Bas 0,630% 0,06 1%
Uzun Bas 0,553%xx* 0,234%**
Multiple Bas 0,475%** 0,596%%**
Boyun Veya Kuyruk Anomalisi | 0-857*** 0,660%***
Boyun Orta Anomalisi 0,818 0,938
Kuyruk Anomalisi. 0,190 0,716*
Cift Kuyruk (Siddetli Kuyruk 0,513%** 0,263%%*
Defekti)
Tail Stump 0,088%%** 0,655%**
Dag Defekt 0,357 0,788*
Uzun Kuyruk 0,035%** 0,619%*x
Kisa Kuyruk 0,745%** 0,648%*
Teratozospermi indeksi 0,433%** 0,974%**

*** p=0,000, * p> 0,05 oldugunu géstermektedir. p > 0,05 den biiyiik
olanlarda anlamsal farklilik olmadig1 kabul edilmistir.

Asagidaki tabloda Norrmozoospermi ve Oligozoospermi gruplarimin semen
parametreleri ile SPTrx 3 protein dilizeyleri arasindaki anlamlilik diizeyleri ve

korelasyon katsayilar1 verilmistir
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Tablo 3.5. Normozoospermi ve Oligozoospermili gruplarin SPTRX 3 diizeyleri ile
semen paremetreleri arasindaki korelasyon ve anlamlilik diizeyleri

Normozoospermi (r) Oligozoospermi(r)
Semen Parametreleri SPTRX-3 (ng/ml) SPTRX-3 (ng/ml)
Voliime(ml) 0,527*** 0,853 %
Konsantrasyon(Milyon/MI) 0,838*** 0,293 ***
Total Say1 (Milyon) 0,402%** 0,316%**
Motilite 0,705%** 0,923 ***
Progresif Motilite 0,744%** 0,661%***
Non Progresif Motilite 0,607*** 0,454
Immotilite 0,705%x* 0,91 8%
TPMSS(Milyon) 0,806%** 0,359*
Normal Sperm 0,31 7% 0,519%**
Bas Anomalisi. 0,898 0,672%**
Amorf Bas 0,219%%* 0,804*
Biiyiik Bas 0,331+ 0,679%**
Kiiciik Bas 0,412%** 0,210% %
Uzun Bas 0,964* 0,500%**
Multiple Bas 0,761%** 0,050%%*
Boyun Veya Kuyruk Anomalisi | 0-304™** 0,433 %
Boyun Orta Anomalisi 0,909%** 0,980%**
Kuyruk Anomalisi. 0,784** 0,920%*
Cift Kuyruk (Siddetli Kuyruk 0,559%%** 0,951 ***
Defekti)
Tail Stump 0,823 0,674%**
Dag Defekt 0,295%#* 0,716%**
Uzun Kuyruk 0,408%#* 0,676%**
Kisa Kuyruk 0,069%** 0,692 %**
Teratozospermi indeksi 0,535%** 0,807

*** p=0,000, * p> 0,05, oldugunu géstermektedir. p > 0,05 den biiyiik
olanlarda anlamsal farklilik olmadig1 kabul edilmistir.

Tablo 3.5 de goriildiigli gibi normozoospermi grubunda bulunan bireylerin
semen parametrelerinde; uzun bas anomalisi olanlarda ve oligozoospermi grubunda
bulunan infertil bireylerin de TPMSS, kuyruk anamolisi ve amorf bag anomalisi
bulunan bireylerin, SPTrxR-3 diizeyleri ile olan korelasyonlar1 istatiksel agidan

anlamli bulunmamastir.
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Bu tabloya gore grup I'in semen paremetreleri ve SPTrxR3 diizeyleri
acisindan  karsilastirdigimizda  buldugumuz  sonuglar  sdyledir;  vollime,
konsantrasyon, total sayi, motilite, progresif motilite, non progresif motilite,
immotilite, tpmss, normal sperm, bas anomalisi., amorf bas, biiyilik bas, kii¢iik bas,
multiple bas, boyun veya kuyruk anomalisi, boyun orta anomalisi, kuyruk anomalisi,
cift kuyruk, tail stump, dag defekt, uzun kuyruk, kisa kuyruk, teratozospermi indeksi
gibi semen paremetleri agisindan Grup I de r >0 oldugundan bu paremetreler ile

SPTrxR3 diizeyleri arasinda dogrusal ve 6nemli bir iliski vardir.

Grup II nin voliime , konsantrasyon, total sayi, motilite, progresif motilite,
non progresif motilite, immotilite, normal sperm, amorf bag, biiyiik bas, kiiciik bas,
uzun bas, multiple bas, boyun veya kuyruk anomalisi, boyun orta anomalisi, ¢ift
kuyruk, tail stump, dag defekt, uzun kuyruk, kisa kuyruk, teratozospermi indeksi ve
SPTrxR3 konsantrasyon diizeylerini karsilastirdigimizda ise yine énemli korelasyon

tespit edilmistir.

Tablo 3.6. Normozoospermi ve oligozoospermi li gruplarinin TEX-101 ve SPTrxR3

parametrelerinin korelasyon katsayisi

Normozoospermi ve Oligozoospermi (r)

TEX 101 0,83 7*#*

SPTRXR3 0,768%**

*4%* p =0,000 , oldugunu gostermektedir.
Tablo 3.6 da goriildiigii iizere p<0,05 oldugundan dolayr normozoospermi ve

oligozoospermi gruplarinin arasinda anlamli diizeyde farklilik gozlenmistir.
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4. TARTISMA

Sunulan tez c¢alismasi ile agiklanamayan infertil erkek bireylerde etkili
olabilecegi diisiiniilen tanimlanmis proteinlerden TEX-101 ve SPTrxR-3 diizeyleri
analiz edilmistir. Calismamiz, Normozoospermi ve Oligozoospermili bireylerin
seminal plazmada TEX-101 ve SPTrxR-3 diizeylerini tespit eden ilk ¢aligsmadir.
Spermatogenez ve fertilizasyondaki onemli rolleri oldugunu diisiindiigiimiiz bu iki
proteinin, idiopatik erkek infertilitesinde yeni potansiyel biyobelirte¢ olabilecegini

diistinmekteyiz.

Bilindigi {izere, genler, mRNA, mikro RNA, proteinler, metabolitler veya
bunlarin  kombinasyonu gibi farkli tiplerde molekiiller, biyobelirtecler olarak
kullanilmaktadirlar (Boschetti ve ark 2012). Son zamanlarda, proteomikteki
ilerlemeler seminal plazmada erkek infertilitesinde yeni biyobelirteglerin arayisina
tesvik etmistir. Seminal plazmanin veya spermatozoanin proteomik analizi, bir
proteinin varligi, bollugu ve translasyon sonrasi modifikasyonlar1 hakkinda bilgi

saglayabilmektedir (Kovac ve ark 2013) .

Bugiine kadar, germ hiicrelerinde ifade edildigi bilinen genlerin ve
proteinlerin listesi hizla c¢ogalmakta ve spesifik ekspresyon sergileyen bazi
molekiillerin spermatogenezde Onemli rol oynadigma diistiniilmektedir (Schrans-
Stassen ve ark 2001, Zhang ve ark 2001, Lipkin ve ark 2002, Mendoza-Lujambio ve
ark 2002, Tanaka ve ark 2003, Hamer ve ark 2004). Genel olarak protein
molekiilleri, diger proteinlerle etkilesimleri yoluyla fizyolojik eylemlerini
gerceklestirirler (Pawson ve Nash 2003). Proteinler arasinda var olan iglevsel ve
fiziksel aglarin aydinlatilmasi, islevlerini ve diizenleyici mekanizmalarini anlamada
temel 6neme sahiptir (Natsume ve ark 2002, Pawson ve Nash 2003). Gelismekte olan
proteomik alani, protein-protein etkilesimlerinin fonksiyonel ¢aligmalar1 i¢in giiglii
araclar saglamistir (Natsume ve ark 2002). Erkek infertilitesini teshis etmenin en
yaygin yolu olan semen analizi, seminal sivinin makroskopik (koagiilasyon, renk,

viskozite, pH ve hacim) ve mikroskobik (sperm sayisi, konsantrasyon, motilite,
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morfoloji ve canlilik) parametrelerinin incelenmesini igermektedir (Turek 2012).
Standart olarak yapilan semen analizleri, spermin fertilizasyon kapasitesini
gostermede spesifik degildir ve hatta bazen standart semen analizi, bireylerin fertil -
infertil ayiriminda yetersiz kalabilmektedir (Siu ve Cheng 2004). Seminal plazmanin
kompozisyonu ¢evresel faktorlerden, enfeksiyonlardan ve diger patolojilerden
etkilenebileceginden, semen analizi sonuglar1 siklikla ya normal ya da belirsizdir ve
sonugta kesin olmayan taniya yol acar (Guzick ve ark 2001). Bu olgularda hastalara
idiyopatik infertilite tanis1t konulur ve spesifik tedavi saglanamaz (De Kretser ve

Baker 1999).

Erkek faktoriiniin infertiliteye etkisi, erkek sagligindaki onemine ragmen
geleneksel olarak gézden kagirilmistir. Ancak, son on yilda, bu konu artan ilgiyle
onemi artmig ve erkek infertilitesinin biyokimyasal yolaklari konusunda kayda deger
bir ilerleme olmustur. TEX101, LDHC ve ECM1 gibi bazi testis spesifik proteinler,
erkek infertilitesinde anahtar biyobelirtegleri olarak tanimlanmistir (Drabovich ve ark
2011). Diger taraftan, iireme sisteminin hiicresel ve molekiiler mekanizmalar1 ve
bunlarin klinik sonug¢ iizerindeki etkileri, erkek ilireme sisteminin karmagiklig

sebebiyle hala tam olarak anlagilamamustir.

TEX-101 roliiyle ait calisma verileri, gerek erkek gerekse disi ilireme
sisteminde diger molekiillerle etkilesimleri dogrulanmalisinin  yapilmasi
zorunlulugunu gostermektedir. TEX-101 ve ECMI1, azospermi formlarinin non-
invaziv ayirict tanist icin bir algoritma (OA'ya karsi NOA) gelistirmek icin

kullanilmistir (Drabovich ve ark 2013).

llgingtir ki, Kondoh ve ark. (Kondoh ve ark 2005), bir baska GPI bagh
proteinin, testikiiler anjiyotensin doniistiiriicii enzimin (tACE), testikiiler spermin
hiicre yiizeyinde de ifade edildigini ve epididimal olgunlasma sirasinda sperm
membraninda oldugunu gostermistir (Métayer ve ark 2002). tACE, GPI ile
baglanmis proteinlerin sperm yiizeyinden katalize edilmesini ve ddlleme sirasinda

yumurta-sperm baglanma yetenegini etkiledigi tespit edilmistir. Bu iki bulgunun

68



kombinasyonu, tAP'nin epididimal ge¢is sirasinda TEX-101'in salinmasindan
sorumlu oldugu varsayimina yol agmistir. Kondoh ve ark.'nin tACE'nin yeni GPI-a-
aktivitesi ile ilgili kesfi ile birlikte, daha sonraki yillarda ACE'nin iyi bilinen
dipeptidaz aktivitesiyle spermin olgunlagsmas1 ve fertilizasyon i¢in GPIl-az
aktivitesinin 6nemini sorgulayan bir¢ok tartisma makalesi (Corvol 2005, Fuchs ve
ark 2005, Leisle ve ark 2005, Mayor 2005) yazilmistir. Birkac yil sonra, ayni grup
bir diger caligmalarinda (Watanabe ve Kondoh 2011), tACE'min sperm-Zona
Pellusida etkilesimi i¢in gerekli olan GPI-ase ve dipeptidaz aktivitelerine (Fuchs ve
ark 2005, Kondoh ve ark 2005) sahip oldugu sonucuna varmistir. TEX-101'in uPA /
uPAR kompleksine baglanabilecegini ve uPA aktivitesinde rolleri oldugunu
kanitlamislardir. UPA  sisteminin, serin proteaz aktivitesi disinda, sinyal
transdiiksiyonuna dahil oldugu bilinmektedir ve Ca™ mobilizasyonu ile iliskilidir
(Chen ve ark 2013). Son zamanlarda Mondejar ve ark. (Mond¢jar ve ark 2012), uPA
sistem bilesenleri tarafindan fertilizasyonun diizenlenmesini gozden gecirmistir.
Plazminojen / plazmin sisteminin sperm motilitesi ve AR'ye karistigini ve islev

bozuklugunun insanlarda infertiliteye yol agtigini bildirmislerdir.

Lin ve ark (2013), TEX-1017" fare disi genital yolu ylizeyindeki 6zelliklerini
tanimladilar. Tex101”" fare kauda epididimal sperminde dort ADAM proteininin
(ADAM3, ADAM4, ADAMS, ve ADAMO6) kaybimi tespit ederek, sadece
ADAM3"in degil, ayn1 zamanda diger ADAM protein ailesi iiyelerinin de sperm
fonksiyonlarinda 6nemli bir rol oynayabilecegini gosterdiler (Li ve ark 2013).
Bununla birlikte, TEX-101"" sperm, yardimci lireme yoluyla hem in vivo hem de in
vitro olarak oositleri dolleyebildigi de tespit edilmistir. TEX-101'in ultrastriiktiirel
diizeyde lokalize edilmesi ve memeli fertilizasyonunda TEX-101'in fizyolojik
roliinlin uyumsuzlugunun giderilmesi ic¢in ilave calismalara ihtiya¢ oldugunu

vurgulayan caligmalar da mevcuttur (Nagdas ve ark 2014).

Testis Ifade Gen- 101 (Tex- 101, TEX-101) 'in, sperm plazma membrani
tizerinde bir disintegrin ve metallopeptidaz domen 3 (ADAM3) eksikligi ile normal
goriinliglii ancak fertilizasyon-yetersiz spermatozoa iirettigi Fujihara ve arkadaglar

tarafindan bildirilmistir. TEX-101'in germ hiicrelerinin GPI baglantili proteinler ile
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rollerini incelemek i¢in TEX-101 defektli bir fare grubu iiretilmis ve erkek fertilitesi
tizerindeki etkilerini arastirmiglardir. Sonug olarak, TEX-101'in olgun spermatozoada
bulunmadigini, ancak spermiyogenezde fertil spermatozoa olusumunda esas faktor
olarak gerekli oldugunu gosterilmistir. TEX-101'in bozulmasinin spermatozoa ile
zona-baglama kabiliyeti kaybina neden oldugunu bildirmislerdir (Fujihara ve ark

2013).

Bir disintegrin ve metallopeptidaz domen 3 (ADAM3), sistein agisindan
zengin, glikosile edilmis bir zar proteindir ve ADAM3 gen defektli (Adam3 ™) erkek
fareler infertildir, ¢linkli spermin in vitro zona pellusida'ya baglanma yeteneginin
yanisira spermin yumurta kanalina go¢ etme yetenegi bozulmustur (Fujihara ve ark
2014). ADAM3'iin sperm ylizeyi iizerinde eksprese edilmesi i¢cin TEX-101’in, bir
glikosilfosfatidilinositol (GPI) ile baglanarak etkilesimi esastir. TEX-101 olmadan,
ADAM3 epididimden sperm gegisi sirasinda bozulmaktadir (Fujihara ve ark 2014).
Takayama ve ark yaptiklar1 calismada, TEX-101'in prospermatogonia i¢in spesifik
bir belirte¢ oldugunu tespit etmislerdir (Takayama ve ark 2005).

Sunulan tez ¢alismasinda 40 Normozoospermisi ve 40 Oligozoospermisi olan
80 infertil bireyin semen analiz sonuglar1 ile TEX-101 proteini arasinda gii¢lii bir
korelasyon ve de grular arasinda anlamli bir fark tespit ettik. Elde ettigimiz bulgular
yukarida ifade edilen ¢alismalarin sonuglar1 ile uyumluluk gostermistir. TEX-101
verilerine ait sonuglarimiz; Normozoospermili infertil bireylerde (2,12+0,08 ng/ml)
Oligozoospermisi olan infertil bireylere (1,55+0,04 ng/ml) goére daha yiiksek
diizeylerde oldugunu gostermektedir. Bu diisiincelerden yola ¢ikarak, TEX-101’in
infertilite ile arasinda pozitif bir iliski oldugunu ve bir belirte¢ olabilecegini

sOyleyebiliriz.

Diger taraftan, grup I’de semen paremtreleri ile TEX-101 konsantrasyonlari
arasindaki iliskiyi inceledigimizde tiim paremetreler acisindan pozitif iliski (r>0)
oldugunu tespit ettik. = Voliime (0,134), Konsantrasyon (0,091),Total Sayi
(0,814),Motilite (0,980),Progresif Motilite (0,955), Non Progresif Motilite (0,871),
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Immotilite  (0,980),Tpmss (0,707), Normal Sperm (0,656), Bas Anomalisi
(0,922),Amorf Bas (0,591),Biiyiik Bas (0,544 ), Kiicik Bas (0,630), Uzun Bag(
0,553), Multiple Bas (0,475), Boyun veya Kuyruk Anomalisi (0,857), Boyun Orta
Anomalisi (0,818), Kuyruk Anomalisi (0,190), Cift Kuyruk (0,513), Tail Stump
(0,088), Dag Defekt (0,357), Uzun Kuyruk (0,035) Kisa Kuyruk(0,745),
Teratozospermi Indeksi (0,433). Verilerimizin, spermiyogram sonuglari ile iligki
gostermesi sperm bas, kuyruk, boyun anomalileri ile TEX-101 diizeylerinin
paralellik oldugunu vurgulamaktadir. Bu bulgulardan farkli olarak, Grup I de kiigiik
bas anamolisi ile TEX-101 arasinda bir iligki tespit edilmedi.

Grup II de semen paremetreleri ve TEX-101 arasinda buldugumuz sonuglar
(r>0) ise; Voliime (0,700),Konsantrasyon (0,541), Total Say1 (0,600), Motilite
(0,092), Progresif Motilite (0,191), Non Progresif Motilite (0,527), Immotilite
(0,088), Tpmss (0,988), Normal Sperm (0,714), Bas Anomalisi.(0,862), Amorf Bas
(0,609), Biiyiik Bas (0,965), Kii¢iik Bas (0,061), Uzun Bas( 0,234), Multiple Bas
(0,596), Boyun veya Kuyruk Anomalisi ( 0,660), Boyun Orta Anomalisi (0,938),
Kuyruk Anomalisi.(0,716), Cift Kuyruk (0,263), Tail Stump (0,655), Dag Defekt
(0,788), Uzun Kuyruk (0,619), Kisa Kuyruk (0,648), Teratozospermi Indeksi (0,974
arasinda Onemli korelasyon oldugunu gosterdi. Grup II de dag defekt, kuyruk
anamolisi, amorf bas ve kisa kuyruk paremetrelerinde p > 0,05 diizeyinde iliski
bulunmus olup, istatistiksel olarak anlaml farklilik gézlenmemistir. Her iki grubun
TEX -101 konsantrasyonlarim1 karsilastirdigimizda ise aralarinda yaklasik olarak iki
kat farklilik oldugunu bulduk. Literatiirii taradigimizda bu sekilde karsilastirma
yapan bir ¢aligmaya rastlamamakla birlikte, buldugumuz sonuglarin dogrultusunda
TEX-101 proteinin semen analizine ek olarak erkek fertilizasyonunun

degerlendirilmesinde kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Redox diizenlenmesi normal spermatogenezin fizyolojisinde énemli olmakla
birlikte, baz1 spermatogenetik anomalilerde redoks dilizenlenmelerindeki
aksakliklarin rol alabilecegi diisiiniilmektedir. Son yillarda yapilan ¢alismalarda
tiyoredoksin ve tiyoredoksin rediiktazlar erkek iireme hiicreleri ile baglantili olarak

tanimlanmasi agiklanamayan infertiliteye yeni bir bakis sergilemistir.
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Hayat1 boyunca, canli viicudu siirekli bir denge durumundadir. Canliligin
geregi olarak siireklilik arz eden metabolik faaliyetler; bir taraftan yapim, diger
taraftan yikim fonksiyonlar1 siirekli birlikte devam etmektedir. Normal kosullarda,
metabolik faaliyetler sonucu olusabilecek oksidatif stres-antioksidan kapasite
arasinda belirli bir denge mevcuttur. Ancak, ani olarak ortaya ¢ikan ek kosullar bu
dengenin bozulmasma neden olabilir (Hall 2006). Canli sistemlerde akut ROS
artisina kars1 koyma gorevi ilk etapta hiicrede mevcut kimyasal antioksidanlarin
kullanimi ile basarilmaya c¢alisilir. Ancak canli dokusu sahip oldugu smirh
antioksidan kapasite nedeniyle her zaman bu artisa karst koyamaz. Bu durumda
bozulan dengenin korunmasi i¢in ikinci asamada enzimlerden olusan antioksidan
savunma sistemi faaliyete gecerek ortaya ¢ikan yeni durumla bas etmeye calisir

(Ozalpan 2001, Hall 2006).

Tiyoredoksin Rediiktaz glutatyon rediiktaz gibi flavoenzimler ailesine ait
homodimerik bir proteindir. TrxR; FAD aktif bolgedeki selenosistein iizerinden
tiyoredoksin ve diger substratlardaki distilfid baglarint NADPH’a bagimli olarak
indirgeyen bir enzimdir. Memeli TrxR enzimi oksidasyon/rediiksiyon reaksiyonlarini
iceren ¢esitli metabolik yollarda yer alir ve yaygin olarak hiicre i¢i reaktif oksijen
tirlerinin kimyasal siirecinin merkezindedir (Tibodeau ve ark 2009). Cesitli
calismalarda, Trx1’in ifadesinin astrositomlar gibi insan primer kanserlerinde ve
tiimor hicrelerinde arttigi gosterilmistir. Trx yiikselmesinin de, DNA sentezinin
artisi, redoks aracili transkripsiyon faktorlerinin uyarilmasi gibi mekanizmalarla
kanser hiicrelerinin gelisimini ve kemoterapiye karsi direncini artirdigi saptanmistir
(Gasdaska ve ark 1994, Berggren ve ark 1996, Kawahara ve ark 1996, Baker ve ark
1997, Powis ve ark 2000, Soini ve ark 2001, Haapasalo ve ark 2003). Diger taraftan,
Trx-1’in lenfoid hiicre kiiltiiriine eklendiginde ya da geni bu hiicrelere transfer

edildiginde hiicre 6liimiinii engelledigi gosterilmistir (Powis ve ark 1998).

Genel infertilite klinigi popiilasyonundan rastgele alinan 239 infertil ¢iftin
kapsamli bir c¢alismasinda, SPTrx-3'lin insan erkek infertilitesinin bir tanisal
gostergesi olabilirligi diisiincesinden yola ¢ikildi. Erkeklerin SPTrx-3"in yiiksek
semen icgerigi gosterdigi ciftlerde, ART tarafindan normal zigot iirettiminde azalma

ve ART tarafindan gebe kalma sansini anlamli derecede diisiirdliglinii tespit ettiler.
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SPTrx-3'lin yiiksek sperm diizeylerinin tekrarlayan diisiiklere ve diisilk SPTrx-3'e
sahip c¢iftlerin ¢oklu embriyo transferinden sonra ¢oklu dogumlara daha fazla olup
olmadigini belirlemek icin takip ¢alismalarmin yapilmasina karar verilen ¢alismada,
SPTrx-3 tabanli semen taramasi, erkek infertilite, tedaviye karar verme ve ART
sonras1 yerlesik gebeliklerin tedavisinin kesin tanisi i¢in yararli olabilecegi ifade

edildi (Buckman ve ark 2013).

19 infertil ve 5 fertil bireyden olusan bir Kohort ¢alismada, SPTrx-3 ve
ubiquitin (Ozanon ve ark 2005) sperm seviyeleri arasinda gii¢lii bir pozitif
korelasyon oldugu ortaya koyulmustur (Jiménez ve ark 2004). Bununla birlikte,
idiopatik olgularin% 20'sinde yiiksek SPTrx-3 degerleri (% 0,15 M3) saptanmustir.
SPTrx-3'liin gebelik oranlar1 {izerindeki etkisinin 6nemli oldugu bildirilmekte ve
verilerin tedavi sonucunda da SPTrx-3 -bazli semen analizin dngorii teskil edecegine

dikkat ¢ekilmektedir. (Buckman ve ark 2013).

Bulgularimiz; infertil erkeklerin, semen Orneklerinde, fertil erkeklere kiyasla
onemli Ol¢iide daha yliksek bir SPTrx-3 igerigine sahip olacagini gostermektedir.
SPTrxR-3 konsantrasyonu Oligozoospermik bireylerde (6,98+0,46 ng/ml)
Normozoospermik bireylere (3,07£0,35 ng/ml) gore onemli diizeyde yiiksektir. (p
=0,000). Semende yiiksek miktarlarda SPTrxR-3 {in bulunmasi fertilizasyonun
saglanmasi i¢in gerekli ve fertilizasyon i¢in yeterli kapasitede spermin yoklugunun
gostergesi olarak kabul edilebilir. SPTrx-3 proteinin diisiik olmasi fertilite ile dogru

orantiliyken yiiksek diizeylerde olmasi infertilite ile iligkilendirdik.

Diger taraftan verilerimiz, grup I’in semen paremetreleri ve SPTrxR-3
diizeyleri acisindan karsilastirdigimizda buldugumuz sonuglar anlamli pozitif iliski
oldugunu gostermektedir. Voliime (0,527), Konsantrasyon (0,838), Total Sayi
(0,402), Motilite (0,705), Progresif Motilite (0,744), Non Progresif Motilite (0,607),
Immotilite (0,705), TPMSS (0,806), Normal Sperm (0,317), Bas Anomalisi. (0,898),
Amorf Bas (0,219), Biiyiilk Bas (0,331), Kiiciik Bas (0,412), Uzun Bas (0,964),
Multiple Bas (0,761), Boyun veya Kuyruk Anomalisi (0,304), Boyun Orta Anomalisi
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(0,909), Kuyruk Anomalisi. (0,784), Cift Kuyruk (0,559), Tail Stump (0,823), Dag
Defekt (0,295), Uzun Kuyruk (0,408), Kisa Kuyruk (0,069), Teratozospermi Indeksi
(0,535). Grup I de semen parametreleri ile SPTrxR3 konsantrasyon diizeylerini
karsilastirdigimizda; uzun bas anomalisi olanlarda p > 0,05 biiyiik oldugunda
istatiksel olarak anlamli farklilik gozlenmemistir. Buldugumuz sonuglari

karsilastirabilecegimiz bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Grup II'nin semen analizleri ile SPTrxR-3 konsantrasyon diizeylerini
karsilastirdigimizda r degerleri; Voliime (0,853), Konsantrasyon (0,293), Total Say1
(0,316), Motilite (0,923), Progresif Motilite (0,661), Non Progresif Motilite (0,454),
Immotilite (0,918), TPMSS (0,359), Normal Sperm (0,519), Bas Anomalisi ( 0,672),
Amorf Bas (0,804), Biiyilk Bas (0,679), Kiiciik Bas (0,210), Uzun Bas (0,500),
Multiple Bas (0,050), Boyun veya Kuyruk Anomalisi (0,433), Boyun Orta Anomalisi
(0,980), Kuyruk Anomalisi (0,920), Cift Kuyruk (0,951), Tail Stump (0,674), Dag
Defekt (0,716), Uzun Kuyruk (0,676), Kisa Kuyruk (0,692), Teratozospermi indeksi
( 0,807) olarak bulunmustur. Diger taraftan, grup II de bulunan infertil bireylerin
TPMSS, kuyruk anamolisi ve amorf bas anomalisi bulunan bireylerin p > 0,05
oldugundan dolayr SPTrxR-3 ve semen paremetreleri arasinda istatistiksel olarak

anlaml farklilik gdzlenmemistir.
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5.SONUC ve ONERILER

Bu bilgilerden yola ¢ikarak sunulan ¢alisma ile infertilitede bilinmeyen ve
henliz  acgiklanamayan  biyokimyasal yolaklardan olan  Tiyoredoksinlerin
mekanizmalar1 ile Testis-ifade protein 101’in diizeyleri ile olan olast iliskilerini
aydinlatmaya calistik. Erkek infertil bireylerde sperm spesifik tiyoredoksin rediiktaz-
3 (SPTrxR-3), testis spesifik protein-101 (TEX101) ile semen parametreleri arasinda
onemli iligkilerin ve de normozoospermik bireyler ile oligozoospermik bireyler
arasinda SPTrxR-3 ve TEX-101 diizeyleri acisindan 6énemli farkliligin belirlenmesi,
bu parametrelerin infertil erkek bireyler i¢in bir biyo belirte¢ olabilecegi

diistincelerini desteklemektedir.

Calisma sonucunda yukarida bahsedildigi gibi TEX-101 proteinin semende
islevsel ve fertilizasyon i¢in yeterli kapasitede spermin varhi§iyla dogru orantili

oldugunu tespit edilmesi dikkat ¢ekici bir bulgudur.

Erkek infertilitesine sebep olan biyokimyasal mekanizmalar yolaklara ait
calismalar ile yeni tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesi yoniinde arastirmalara,
SPTrxR 3’lin anormal spermlerin iretilmesi ile iligkili oldugunu gosteren

bulgularimizin katki sagladigini diisiinmekteyiz.

Sonug olarak, redox diizenlenmesi normal spermatogenezin fizyolojisinde
onemli  olmakla  birlikte, bazi  spermatogenetik  anomalilerde  redoks
diizenlenmelerindeki aksakliklarin rol alabilecegi diisiinciilerinden yola ¢ikarak,
TEX-101 ve SPTrxR-3 diizeylerinin erkek {iireme hiicrelerindeki rollerinin
tanimlanmasi agiklanamayan infertiliteye yeni bir bakis agis1 getirmis olup umut dolu

sonuglar vadetmektedir.

Sonug¢ olarak diinya literatiiriinde aciklanamayan infertil hastalarda etkili

olabilecegi diisiiniilen ¢ok sayida protein tanimlanmis olmakla birlikte, s6z konusu
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calisma spermiyogram sonuglari ile bu proteinler arasindaki iligskiyi arastiran ilk

calisma olup diinya literatiiriine katki sagladig1 kanisina varilmistir.

Bu proteinlerin, yakin gelecekte semen analizini destekleyecegini ve fertil-
infertil bireylerin tanisinin yanisira infertil erkeklerde prognozda analizlerinin 6nemli

olacagini ve de yeni bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Vakalarin infertil tedavileri sirasinda da bu biyokimyasal parametrelerin

analiz edilecegi yeni arastirmalarin ve ¢alismalarin yiiriitiilmesi 6nerilmektedir.
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