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OZET

INFERTIL ERKEKLERDE SPERM HAREKETLILIGI ILE KISSPEPTIN
ILISKISININ INCELENMESI

Adem KOCAMAN

Ondokuz May1s Universitesi

Lisansiistii Egitim Enstitiisii

Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim Dali
Doktora, Mart/2021
Danisman: Dog. Dr. Biilent AYAS

Sperm hareket bozuklukluklar1 erkek infertilitesinin en Onemli nedenleri
arasinda yer almaktadir. Sperm hareket kabiliyetine dair mekanizmalarin
aydinlanmasiyla birlikte, bu problemin {istesinden gelmek i¢cin muhtemel tedavi
yontemleri lizerine yapilan arastirmalarin sayisi her gecen giin artmaktadir. Son
yillarda, puberteye girigin diizenlenmesinde ve iireme fonksiyonlari iizerinde etkinlik
gosteren kisspeptin (KISS1) isimli bir peptit kesdefilmistir. Bu peptitin sperm
hareketliligi iizerine etkilerinin olabilecegi varsayilmaktadir. Caligmamizda, sperm
hareket bozukluklar1 goriilen erkek infertilitesi alt gruplarinda KISS1’in sperm
hareketliligi {izerine olas1 etkilerinin arastirilmast amacglanmistir. Calisma gruplar
normozoospermi (NZ), astenozoospermi (AZ), oligoastenozoospermi (OAZ) ve
oligoastenoteratozoospermi (OATZ) tanilarindan birisini alan 25-40 yaslar1 arasinda
40 erkek goniilliiniin katilimiyla olusturuldu. Olgulardan alinan serum ve semen
orneklerinde biyokimyasal metotlarla KISS1 konsantrasyon tayini yapildi. Semen
orneklerinde bazal sperm parametreleri tayin edildi. Her olguya ait sperm 6rneklerinin
yarist kisspeptin-13 (KP-13) ile muamele edilirken diger yarisina herhangi bir islem
uygulanmadi. Tiim Orneklerde KISSI, KISSIR, CATSPERI ve AKAP4 gen ifade
diizeyleri qRT-PCR iglemi ile tespit edildi. Hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonlari
floresan spektrofotometre ve floresan atagmanli lazer taramali konfokal mikroskop ile
tayin edildi. Tiim veriler istatiksel olarak analiz edildi. Semen biyokimyasal
analizinde, AZ grubunda diger infertilite gruplarina kiyasla daha yiiksek diizeyde
KISS1 ifadesi tespit edildi. AZ grubuna ait sperm Orneklerinde KISS7 gen ifadesi diger
infertil gruplara gore daha yiiksekti. Infertil gruplarda CATSPER1 ve AKAP4 gen ifade
diizeyleri KP-13 uygulamas1 sonrasi belirgin artig gosterdi. CATSPERI gen ifadesi
acisindan en yliksek artis AZ grubunda, AKAP4 gen ifadesi agisindan en yiiksek artig
OATZ grubunda tespit edildi. KP-13 uygulamasi sonrast hiicre i¢i kalsiyum
diizeylerindeki artigin sadece AZ grubunda istatiksel olarak anlamli farklilik gosterdigi
tespit edildi. Semen KISS1 konsantrasyon sonuglari, KZSS/ gen ifade diizeyi analizleri
ile paralellik gostermektedir. KP-13 uygulamasi sonrasi AZ, OAZ ve OATZ
gruplarinda, sperm motilitesi ile iliskili parametrelerde belirgin artis gdzlenirken, en
belirgin etki AZ grubunda goézlendi. KP-13 uygulamasinin incelenen sperm motilite
parametreleri tizerinde motiliteyi artirici yonde etkilerinin oldugu tespit edildi.

Anahtar Sozciikler: erkek infertilitesi, kisspeptinler, sperm hareketliligi, gen ifadesi.
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE RELATIONSHIP OF SPERM MOTILITY AND
KISSPEPTIN IN INFERTILE MEN
Adem KOCAMAN
Ondokuz Mayis University
Institute of Graduate Studies
Department of Histology and Embryology
Doctorate, March, 2021
Supervisor: Assoc. Prof. Biilent AYAS

Sperm motility problems are among the most important causes of male
infertility. In parallel with the enlightenment of the possible mechanisms of sperm
motility, the number of researches on possible treatment methods to overcome this
problem is increasing day by day. In recent years, a peptide named kisspeptin (KISS1)
has been discovered that has an effect on the regulation of puberty and reproductive
functions. It is assumed that this peptide may have effects on sperm motility. In our
study, we aimed to investigate the possible effects of KISS1 on sperm motility in male
subfertility groups with sperm motility disorders. The groups were formed with the
participation of 40 male volunteers between the ages of 25-40 who diagnosed wtih
normozoospermia (NZ), asthenozoospermia (AZ), oligoastenozoospermia (OAZ) or
oligoastenoteratozoospermia (OATZ). KISS1 concentration was determined by
ELISA in serum and semen samples. Basal sperm parameters were determined. Half
of the sperm samples of each case were treated with kisspeptin-13 (KP-13), while the
other half was not treated. KISSI, KISSIR, CATSPERI and AKAP4 gene expression
levels were determined by qRT-PCR. Intracellular calcium concentrations were
determined by fluorescence spectrophotometer and laser scanning confocal
microscope with fluorescent attachment. All data were analyzed statistically. A higher
level of KISS1 expression was detected in the AZ group compared to the other
infertility groups in biochemical analysis. KISS/ gene expression was higher in sperm
samples belonging to AZ group compared to other infertile groups. CATSPERI and
AKAP4 gene expression levels in subfertile groups increased significantly after KP-13
administration. The highest increase in terms of CATSPERI gene expression was
found in the AZ group. The highest increase in terms of AKAP4 gene expression was
found in the OATZ group. The increase in intracellular calcium levels after KP-13
administration showed a statistically significant difference only in the AZ group.
Semen KISS1 concentration results were in line with KISS/ gene expression levels.
After KP-13 application, significant increase was observed in the parameters related
to sperm motility in AZ, OAZ and OATZ groups, while the most significant effect was
observed in the AZ group. KP-13 administration had effects on sperm motility
parameters.

Keywords: male infertility, kisspeptins, sperm motility, gene expression.
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Miidiir Yardimeis1 Dr. Ogretim Uyesi Nihal Simsek Ozek'e, Dr. Ogretim Uyesi
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Hayat bir sekilde yasanilabilir ve siirdiiriilebilir hale getirilebilir. Fakat, her
sabah yasama azmi ve zorluklarla miicadele hissiyle uyanmayi, kendi ayaklar
tizerinde nasil durulmasi gerektigini 6grenmeyi, yasanilabilir bir diinya i¢in
baskalarinin haklarina saygi duymayi ve onlarin gozetilmesini kavramayi canim
annemden bagskas1 6gretemezdi. Koskoca bir hayatin her kdsesini varligiyla dolduran
ve var olmami saglayan biricik sevgili anneme sonsuz siikran bor¢luyum.
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1. GIRIS

Cocuk sahibi olmak insanoglunun arzu ettigi en vazgecilemez isteklerden
birisidir. Ciftlerin ¢cogu (yaklasik %85°1), birlikteliklerinin ilk on iki aymda dogal
yollarla bu isteklerini gergeklestirebilmektedir. Ne var ki, kisirlik tanisi alan diger
%15’lik popiilasyon ise, ¢esitli tedavi yontemleri ile gebe kalmaya c¢alismaktadir
(Gnoth, vd., 2005). Infertilite sorununun temelinde yatan problemlerin aydinlatiimast,
infertilite gelisim mekanizmalarinin agiklanmasi ve ilgili problemlere ¢oziimler
iiretilmesi glinlimiizde lireme alaninda en ¢ok caligsma yiiriitiilen konular arasindadir

(Lishko, vd., 2011; Strunker, vd., 2011; Visconti, 2009).

Sperm sayisindaki diislikliik, sperm hareketliliginin zay1flig1 ve spermde sekilsel
bozukluklarin bulunmasi, dogal yolla gebelik elde edilmesini zorlastiran faktorler
arasindadir (Bhilawadikar, vd., 2013; Freitas, vd., 2017). Hipotalamus-hipofiz-
gonadal (HPG) aksin diizgiin ¢alismasi sperm olusumu ve gelisiminde biiylik bir
oneme sahiptir. Puberte doneminde, hipotalamusun medial preoptik alanindaki
ndronlar, 6n hipofize ulastirilmak iizere portal kan sistemine gonadotropin salgilayan
hormonun (GnRH) pulsatif salgisin1 baglatir. Hipofize ulasan GnRH, luteinlestirici
hormon (LH) ve folikiil uyarict hormonun (FSH) salgilanmasi i¢in gonadotropik
hiicreleri uyarir. Salgilanan gonadotropinler, spermatogenez ve oogenezin baslamasi
ve devamui i¢in gerekli olan gonadal hormonlarin sentezini uyarmak iizere gonadlara
etki ederler (Maeda, vd., 2010). Pubertede GnRH salgisinin baslatilmasinda anahtar
bir role sahip olan kisspeptin peptiti (KISS1) yakin bir déonemde kesfedilmistir.
Etkilesimini G-proteine bagli reseptor 54 (GPR54) lizerinden gostermektedir. GPR54
reseptorli daha sonra KISSI reseptorii (KISS1R) olarak ifade edilmistir. KISS1R nin
beyin bolgelerinde ve ayrica periferik organlarda (testis, karaciger, pankreas ve

bagirsak) eksprese edildigi ortaya konulmustur (Lee, vd., 1999).

KISS1/KISSIR sisteminin iireme kontroliine iliskin ilk kanitlari, KISS/R’deki
mutasyonlarin insanlarda hipogonadotropik hipogonadizm ile iliskili oldugunu
gosteren iki farkli calisma ile gosterilmistir. LH ve FSH eksikligi ile karakterize olan
hipogonadotropik hipogonadizm neticesinde ilireme fonksiyonunun gecikmesiyle
kisirlik  goriilmektedir. Kiss//KissIr’nin susturuldugu transgenik farelerde de
hipogonadotropik hipogonadizm ve infertilite gézlenmistir (de Roux, vd., 2003). Bu
sebeple, testiste ekspresyonu gerceklesen KISSI/KISSIR sisteminin, sperm

parametreleri lizerinde etkisinin olabilecegi diisliniilmektedir. Glinlimiizde, infertilite
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tanis1 alan erkek hastalara ait 6rneklerde KISS1 diizeyinin sperm motilitesi ile iligkili
parametreleri hangi diizeyde ve nasil etkiledigini ortaya koyan bir literatiir bilgisine
rastlanmamistir. Bu ¢alismada, KISS1’in sperm motilitesi {izerine olasit etkilerinin
incelenmesi ile literatlirdeki bu eksikligin doldurulmasinin yani sira, infertil hastalarda
sperm motilitesinin iyilestirilmesine yonelik nasil bir etkisinin olabileceginin ortaya

konulabilmesi amaglanmastir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK OZETLERI

2.1. Ureme Sistemi ve Diizenlenmesi

Ureme, canli tiirlerin siirekliligi icin vazgegilmez bir islevdir. Ureme
fonksiyonu, kompleks bir diizenleyici faktorler aginin kontroliinde diizenlenmektedir.
Bu diizenleyici faktorler, memeli hayvanlarda ve diger tiirlerde esas olarak HPG aks1
olarak adlandirilir (Brooks, vd., 1996; Smith ve Clarke, 2007; Smith, vd., 2006). Bu
aks, sinyallerin ortaya ¢iktig1 hipotalamus ile 6n hipofiz bezi ve gonadlar arasindaki

dinamik etkilesime dayanmaktadir.

Hipotalamusun medial preoptik alaninda (kemirgenlerde ve koyunlarda) veya
mediobasal hipotalamusta (insanlarda ve primatlarda) yer alan 6zellesmis noronlar,
GnRH’1mn hipofiz-portal dolasima pulsatil bir sekilde salinimini gergeklestirir (Barry,
1979; Rance, vd., 1994). GnRH, hipofiz bezinin yaklasik %10’luk kismin1 olusturan
gonadotrop hiicreleri uyararak LH ve FSH’in sistemik dolagima salinimini tetikler
(Clarke ve Cummins, 1982; Wildt, vd., 1981). Bu gonadotropinler daha sonra
gametogenezi ve gonadal cinsiyet steroidlerinin salinimini uyarmak igin gonadlar
izerine etki eder. FSH agirlikli olarak gametogenezi uyarmak i¢in salinirken, LH genel

olarak cinsiyet steroidlerinin sentezini indiikler (Whitlock, vd., 2019).

Erkeklerde LH, Leydig hiicreleri iizerindeki reseptorleri aktive ederek basta
testosteron olmak {izere androjenlerin sentezini ve salgilanmasini tetikler. Salgilanan
testosteron, spermatogenezi ve sekonder erkek cinsiyeti Ozelliklerinin gelisimini
uyarir. Kadinlarda ise, LH yumurtalikta teka hiicrelerindeki reseptorleri aktive ederek
androjenlerin saliimin tetikler. Salgilanan androjen daha sonra, teka hiicrelerine
komsu graniiloza hiicreleri tarafindan aromataz aktivitesiyle dstrojenlere dontistiiriiliir.
Bu siiregte FSH, yumurtalik folikiillerinin gelisimini uyarir. Ovulasyon oncesi faz
olarak da adlandirilan orta dongiide LH’nin ani yiikselisinden sonra yumurtlama
gerceklesir. HPG aksinda ortaya ¢ikan hata, ergenlik donemine geg¢ girme ve infertilite
dahil bir dizi patolojiye yol agabilir (Grumbach, 2002; Parent, vd., 2003; Ojeda, vd.,
2010).

2.2. HPG Aksinda GnRH’1n Rolii

Noroendokrin sistemdeki merkezi konumu g6z Oniline alindiginda, GnRH

ndronlart bu sistemin 6nemli bir hiyerarsik elemani olarak kabul edilir. GnRH, HPG



aksindaki yapilarin hipotalamik regiilasyonu i¢in nihai ¢ikis sinyali olarak galisir.
Ureme fonksiyonunun uygun sekilde gelisiminin ve siirdiiriilmesinin anahtar1
GnRH’nin pulsatil salgisidir (Belchetz, vd., 1978; Kelch, vd., 1985). GnRH
ndronlariin eszamanli salinimi, hipotalamik bir ag olan GnRH sinyal {retecinin
entegre fonksiyonunun bir sonucudur. Bu ag, GnRH noéronlarinin yani sira diger
afferentleri de kapsar ve GnRH’nin pulsatil sekresyonunu miimkiin kilar (Knobil,
1980). GnRH’nin pulsatil salgilanmasinin sadece preoptik bolgede (POA) bulunan
GnRH noronlarinin intrinsik aktivitesi tarafindan ger¢eklesmedigi, ayn1 zamanda ek
hipotalamik afferentlerin katkisinin da oldugu gosterilmistir (Maeda, vd., 2010;
Terasawa, vd., 2010). GnRH, insanlarda mediobasal hipotalamusta 6zellesmis GnRH
ndronlar tarafindan sentezlenir ve salgilanir. Bu néronlar, GnRH’ nin hipofiz-portal
dolagimina salindigi medyan eminentiaya dogru uzantilara sahiptir (Gore, 2002).
Memelilerin biiyiik bir kisminda yapisal korunma gosterir. Bununla birlikte, yiiriitiilen
caligmalarda GnRH noronlarinin kendi basina pulsatil salgilama kabiliyetine sahip
oldugu gosterilmistir (Maeda, vd., 2010; Terasawa, vd., 2010). Son zamanlarda
yapilan noroanatomik analizler, GnRH salgisinin senkronize edilmesine katkida
bulunabilecek dendro-dendritik baglantilarin ve GnRH noronlar1 arasinda paylasilan

sinapslarin varligini da ortaya koymustur (Campbell, vd., 2009).

GnRH hormonunun salinimi ve sentezi, cinsiyet steroid hormonlar1 da dahil
olmak {izere bircok faktdr tarafindan diizenlenmektedir. Ostradiol hormonu, GnRH
salimimin1 hem pozitif hem de negatif olarak modiile ederken (pozitif ve negatif geri
besleme), progesteron ise GnRH sekresyonunu negatif olarak modiile eder (negatif
geri besleme). GnRH saliniminin frekansi ve siiresi, insan gelisimi ve adet dongiisii
stiresince degiskenlik gosterir. Erken gebelik doneminde GnRH’nin pulsatil
salgilanmasinin oldugu tespit edilmis ve erkek cocuklarda 6 aya, kiz ¢ocuklarinda 2
yasina kadar devam ettigi gosterilmistir. GnRH yalnizca lokal hipofiz-portal dolagima
salindig1 i¢in Ol¢limii zordur. Bu nedenle, serumdaki LH, GnRH salinimini temsil eden
bir belirte¢ olarak kullanilmaktadir. LH salininminin frekansi, folikiiler fazin sonuna

dogru artar ve yumurtlamadan hemen 6nce pik yapar (Gore, 2002).

GnRH’nin pulsatil salgilanma mekanizmasi, bir dizi karmagsik yolak tizerinden
gerceklesir. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, GnRH salgilanmasinin kontroliinden
sorumlu noroendokrin yolaklarin gelisimsel olgunlagsmasina ve ana diizenleyici

mekanizmalar hakkindaki bilgilere dnemli Ol¢lide 151k tutmustur. Bu g¢alismalarla,



GnRH noéronlarinin trans-sinaptik ve glial girdiler tarafindan cesitli etkilesimlerle
kontrol edildigi ortaya konulmustur (Ojeda, vd., 2006; Ojeda, Lomniczi, vd., 2010;
Ojeda, vd., 2008). Glial kaynakli biiyiime faktorleri ve glutamat gibi GnRH salinimini
uyaran bu tiir etkilesimler, ergenligin ve yetiskin {ireme doneminin baslamasini
saglayan kritik sinyallesmelerin kaynagi olarak kabul edilmektedir (Ojeda, vd., 2006;
Ojeda, Lomniczi, vd., 2010). GnRH noéronlar1 dogal olarak noronal afferentlerle
etkilesimi neticesinde pulsatil bir sekilde GnRH salgilamasina ragmen (Funabashi,
vd., 2000), bu salgiy1 in vivo modiile eden bir dizi uyarict ve inhibe edici
ndrotransmiterler de bulunmaktadir. Anjiyotensin II, dopamin, galanin, glutamat,
histamin, leptin, néropeptit Y, nor-adrenalin uyaric1 olarak etki gosterirken, gama-
aminobiitirik asit ve opioidler ve inhibe edici etki gostermektedir. Asetilkolin,
kolesistokinin, dopamin, oksitosin, vazopressin ve serotonin ise hem uyarict hem de
inihibe edici etki gosterdikleri ortaya konmustur (Evans, 1999). Stres, beslenme ve
cinsiyet steroidlerinin uyarimi da GnRH salgilanmasima etki eden Onemli
modiilatérlerdendir. Bu nedenle, GnRH salinimlarinin olusumu tek bir molekiiliin
izole bir hareketiyle degil, uyarici ve inhibe edici sinyaller arasindaki dinamik denge
ile yonlendirildigi anlasilmaktadir (Ojeda, vd., 2006; Ojeda, Lomniczi, vd., 2010). Bu
kontrollii mekanizma igerisinde, uyaric1 ve inhibe edici sinyaller dnemi farkliliklar
gosterebilmektedir. Bu durum, GnRH salgilanmasini yoneten en temel unsurlar olan

ndronal afferentlerin daha detayl bir sekilde ele alinmasini gerektirmistir.

Yakin zamanda, GnRH salgilanmasin1 ve dolayisiyla {ireme aksmin
diizenlenmesinde gii¢lii bir role sahip olan KISS1 ve reseptorii olan KISSIR tespit
edilmistir. Bu bulgu tireme histolojisi, fizyolojisi ve genetigi alanlarinda bir¢ok yeni
caligmanin yiiriitiilmesini tesvik etmistir (d' Anglemont de Tassigny ve Colledge, 2010;

Garcia, vd., 2018; Mei, vd., 2013; Patel ve Smith, 2020).
2.3. KISS1/KISS1R Sistemi

Hipotalamik KISS1/KISSIR sistemi ergenlik ¢aginda ve yetigkinlikte HPG
aksinin diizenlenmesinde dnemli bir faktordiir. Bu sistem ayrica, muhtemelen gebelik
esnasinda trofoblast istilasinin diizenlenmesinde ve ayarlanmasinda da yer almaktadir.
KISS1, melanomlarda ve bazit meme kanserlerinde timor olusumunu etkilemeden
metastazlari baskilayan bir inhibitor proteindir. KISS1R ise, GnRH salgisinin kontrolii
ve puberteye giris i¢in gereklidir. Reseptor tarafindan aktive edilen transdiiksiyon

yollarinin analizi neticesinde, KISS1R nin fosfolipaz C’ye baglanma ve hiicre i¢i
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kalsiyum saliniminda 6dnemli bir roliiniin oldugu tespit edilmistir (Min, vd., 2014). Bu
sistemdeki aksakliklar, hipogonadotropik hipogonadizm ile iliskilendirilmistir. KISS1

ile ilgili gerceklesen onemli kesifler, tarihsel olarak Sekil 2.1°de sunulmustur.

KISS1R ile Kisspeptinin
idiopatik GnRH salimm Seminal plazmada
Kisspeptin  hipogonadotropik ve Kisspeptin kisspeptin
KISSI’in KISS1R’nin 54,14,13,10  hipogonadizm puberteye giris sisteminin diizeyinin
(metastin) (GPR54) peptidlerinin arasindaki iizerindeki insan sperminde semen kalitesi
kesfedilmesi  kesfedilmesi kesfedilmesi iligkinin tespiti etkisinin tespiti karakterizasyonu ile iliskilendirilmesi
1996 1999 2001 2003 2011 2015

Sekil 2.1. KISSI ile ilgili kesiflerin tarihsel aktarimi (Tena-Sempere, (2008)’den uyarlanmistir)

2.3.1. KISS1I Geni ve Uriinleri

KISSI geni ilk olarak, 1996 yilinda melanom hiicre hatlarinda metastaz
baskilayict bir gen olarak tanimlanmistir (Lee, vd., 1996). Genin kesfedildigi sehir
olan Hershey (Pennsylvania, ABD), Kisses isimli meshur bir ¢ikolatanin iiretim
merkezi oldugu i¢in, gen ve gen lirlinii olan peptit kisspeptin olarak isimlendirilmistir.
Arastirmacilar, insan melanom hiicre hatlarinda KISS7’in ifade diizeyi ile metastaz
arasindaki baglantiyr gdstermeyi amaglamistir. Bu dogrultuda, KISS/ tamamlayici
deoksiriboniikleik  asitlerin (cDNA) melanom hiicrelerine transfeksiyonu
gerceklestirilmis ve ifade diizeyiyle orantili olarak metastazi bastirdig1 gosterilmistir
(Lee, vd., 1996). Daha sonra genin kromozomal lokasyonu ve dort ekzona sahip
oldugu tespit edilmistir (West, vd., 1998). Birkag yil sonra ise, KISS/ geninin peptit
driinleri tanimlanmistir. KISS/ gen trilinlerinin etkilesim gosterdigi reseptdre ait gen

ise KISSIR olarak adlandirilmaktadir (Kotani, vd., 2001; Ohtaki, vd., 2001).

KISSI geni, insanlarda 1. kromozomun q kolu 32.1. bdlgesinde 204,190,341-
204,196,491 baz ciftleri arasinda yerlesim gostermektedir. Paylasilan ilk bildirimlerde
bu genin, dort ekzon ve ii¢ intron igerdigi, birinci ve ikinci ekzonlardan mRNA
ifadesinin gerceklesmedigi, fakat son iki ekzondan 145 amino asitlik 6nciil bir peptit
kodlandig1 belirtilmistir (Sekil 2.2). Daha sonra, insan KISS!/ geninin {i¢ ekzon
icerdigine dair alternatif bir 6neri sunulmustur. Bu 6neriye gore, ilk ekzon 111 bazdan
olusmakta olup mRNA diizeyinde ifadesi ger¢eklesmezken, 39. konumunda baslangic
kodonuna sahip 2. ekzonun 141 niikleotit igerdigi, 3. ekzonun 322 niikleotidden
olustugu, ardindan mRNA ifadesini durdurma kodonunun ve poliadenilasyon dizisinin

bulundugu sunulmustur (Tena-Sempere, 2013).



KISS1 gen bolgesi

BHHQNID o

Nt it N M N o N O NHO N O AN AN O AN O - O
1 GoRGRerdEdddd SRU HEN EY ¢ SONEENESEYREE Y SONENNSScNd eae

romozom [ 1 T NNICETY
“ i II|||II||IIIII||||||||||||III||||||I|||‘||||||||I I 0 0 0 0 |||||||||‘III|||||| ||||||IIﬂIL|IU_IIl|M|WIPI'ﬂIIFM|I LM||||I||||||III|‘||II||||| i

1 10M 20M 30M 40M SOM 6OM 70M 8OM 90M 100M 11OM 120M, Wﬁou 150M 160M 170M 180M 190M 200M 210M 220M 230M 240M
-

—
—
- \

. \

S’UTR Ekzon 1 Ekzon2 _ -~ Ekzon3 Ekzon4, 3’ UTR
- \
- Transkripsiyon \\
_--" ve kirpilma \
L. \
KISST mRNA
‘ Translasyon
1 19 20 65 68 121 124 145
Kisspeptin

onciil peptidi P

NH: x x x \COOH

Proteolitik
parcalanma
68 121

108 121

Kisspeptin-14 == NH:

109 121

Kisspeptin-13 = NH:

112 121
Kisspeptin-10 m == NH2

Sekil 2.2. KISS1 geninin lokasyonu, ifade edilen ekzonlar1 ve protein tirtinleri (Hu, vd., (2017)’den

uyarlanmistir)

KISS1 geninin 6ncill iirlinii, yaklasik 145 amino asit biiylikliigiinde bir peptitdir.
Bu 6nciil peptit post-translasyonel islemlerden sonra 54 aminoasitlik kisspeptin-54’e
(KP-54) ve ayn1 C-terminal bolge ile benzer fonksiyonel 6zelliklere sahip daha kisa
formlardaki kisspeptin-14 (KP-14), kisspeptin-13 (KP-13) ve kisspeptin-10’a (KP-10)
doniistiiriiliir (Messager, vd., 2005). Uretilen peptit prolin (P), glutamik asit (E), serin
(S) ve treonin (T) agisindan zengin bir peptit dizisine (PEST) sahiptir. PEST dizilerinin



hiicre i¢i yar1 émrii kisa olan proteinlerle iliskili oldugu bilinmektedir. Uretilen
prekiirsor ndropeptit kisspeptin-145 kisa bir yar1 dmre sahiptir (Tena-Sempere, 2006).
Tiim bu alt tlirevler, COOH-terminalinde Arg-Phe-NH2 igerir ve RF-amid ailesine
aittir (Kirby, vd., 2010).

2.3.1.1. KISSI Geninin ifade Edilisi

KISSI belirgin olarak bazal gangliyada ve hipotalamusta ifade edilmektedir.
Hipotalamik KISS/ mRNA’s1, agirlikli olarak infundibular niikleus ve POA’da
gozlenirken, hipokampal dentat girus ve beynin diger bolgelerinde daha diisiik

seviyelerde gen ifadesi tespit edilmistir (Arai, 2009; Smith ve Clarke, 2007).

Genotip-doku ifadesi (genotype-tissue expression, GTEx) ve fare/memeli
genomunun iglevsel agiklamasi 5 (functional annotation of the mouse/mammalian
genome 5, FANTOMS) transkriptomik veri setlerinden elde edilen verilerin
birlestirilmesiyle olusturulan konsensiis insan beyni verilerinde (consensus human
brain data set), 10 beyin bolgesi icin KISS/ ifadesine yonelik konsensiis
normallestirilmis ifade (NX) seviyeleri olusturulmustur. En yiiksek gen ifadesi 11.3
NX ile bazal gangliada gozlenirken, ikincil olarak 4.3 NX ile hipotalamusta tespit
edilmistir. Diger bolgelerde ise bu iki bolgeye nispeten ¢ok daha diisiik seviyelerde
gen ifade diizeyi gozlenmistir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Consensus Human Brain Data Set verilerine gore KISS/ geninin ¢esitli beyin bolgelerinde
ifade edilis diizeyi. NX; Konsensus tarafindan normallestirilmis ifade diizeyi (Uhlen, vd.,

(2015)’ten uyarlanmigtir)



KISSI gen ifadesi periferik olarak testis, ovaryum, pankreas, karaciger, mide,
ince bagirsak, bobrek ve diger bazi organlarda tespit edilmistir (Gaytan, vd., 2009;
Muir, vd., 2001; Ohtaki, vd., 2001; Porzionato, vd., 2011; Richard, vd., 2008). Bu
bolgelerin disinda, gebeligin {iciincii trimesterinde insan plasentasinda ve maternal
plazmada KISS1 seviyesi, hamilelerde hamile olmayanlara gére 7000 kat daha
yiiksektir (Horikoshi, vd., 2003). Gebelikte artig gosteren plazma KISS1 diizeyinin
rolii heniiz agiklanamamustir, fakat bu yiiksek KISS1 diizeyinin gebelik sirasinda

uterusun trofoblastik istilasinin diizenlemesinde rol oynayabilecegi diigiiniilmektedir.

Plasentaya ait mRNA ifade diizeyleri, diger organlara ait verilerden yaklagik
olarak 30 kat daha yiiksek diizeydedir (Uhlen, vd., 2015). GTEx projesi verilerinden
elde edilen bilgiler degerlendirildiginde, bazal gangliadan sonra en fazla KISS/ gen
ifadesinin testiste gergeklestirildigi dikkatleri cekmektedir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. GTEx verilerine gore KISS/ geninin gesitli organ ve dokularda ifade edilis diizeyi. pTPM,;
milyon basina protein kodlayici transkriptler (Uhlen, vd., (2015)’ten uyarlanmistir)

2.3.1. KISSIR Geni

KISS1 reseptorii (daha onceleri GPR54, AXOR12 veya hOT7T175 olarak
biliniyordu), KISS1R geninin tiriiniidiir. KISSIR, ilk olarak si¢an beynine ait bir cDNA
kiitiiphanesinden ¢oklu baglanma ihtimali bulunan dejenere primer stratejisi kullanimi
ile amplifiye edilmistir. Gen ifadesi sonucu G-proteine bagli reseptor ailesinin li¢iincii
ve yedinci transmembran alt birimleri i¢cinde korunmus dizilere sahip oldugu tespit

edilmistir, fakat asil fonksiyonu o donem aydinlatilamamistir (Lee, vd., 1999). KISS1



geninin kesfinden yaklasik bes yil sonra ii¢ bagimsiz arastirmaci grubu tarafindan

tanimlanmustir (Kotani, vd., 2001; Muir, vd., 2001; Ohtaki, vd., 2001).

KISSIR, 19. kromozomda pl3.3 bolgesinde lokalizedir (Sekil 2.5). Bes
ekzondan olusur ve 398 amino asitli bir proteini kodlamaktadir (Muir, vd., 2001). Bu
protein, transmembran bolgelerdeki yaklagik %45°lik amino asit 6zdesligi orani ile
galanin reseptorleri ile homoloji gosterir fakat, galanin ile fonksiyonel etkilesimi
yoktur (Ohtaki, vd., 2001). KISSI’in KISSIR’ye baglanmasi, fosfolipaz C’nin
aktivasyonunu saglar ve bu da fosfatidilinositol 4,5-bifosfat hidrolizine ve ardindan
inositol-(1,4,5)-trifosfat ile diagilgliseroliin birikmesine neden olur. Bu durum
kalsiyum iyonunun mobilizasyonu ile sonuglanir (Constantin, vd., 2009; Liu, vd.,

2008; Muir, vd., 2001).

KISSIR gen bolgesi
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Sekil 2.5. KISSIR geninin lokasyonu ve ekzonlar1 (Lee, vd., (1999)’dan uyarlanmistir)

2.3.1.1. KISSIR Geninin ifade Edilisi

Insanlarda hipotalamus, bazal gangliya, amigdala, hipofiz, serebral korteks,
hipokampus, putamen, singulat girus ve medullada ytiksek seviyelerde KISS/R mRNA
ifadesi tespit edilirken, talamus, pons, kaudat, substantia nigrada da gen ifadesi

gozlemlenmistir (Sekil 2.6) (Clements, vd., 2001; Muir, vd., 2001; Ohtaki, vd., 2001).

KISSIR geninin ifade edildigi doku dagilimi, genin endokrin fonksiyonun
diizenlenmesinde rol oynadigini gosterir ve bu da genin ergenligin baslangicinda bir
rol oynadig1 bulgusuyla desteklenir (Seminara, vd., 2003; Kuohung ve Kaiser, 2006;
Pineda, vd., 2010).

10



8-
6-

2l 15

2 —
Al IE1iarTer
1 1 1
8§} \\‘b'

& & ¥ @ &

\"& 0%\ o o‘,& ot & S \‘b& <

SRS RN N ORI
.Qo AN hd ‘B} o & @‘ Q}'
P @oﬂ & ¢ © o\g‘b

Q %Qa Qe

Sekil 2.6. Gtex verilerine gore KISS/R geninin ¢esitli beyin bolgelerinde ifade edilis diizeyi. NX;
Konsensus tarafindan normallestirilmis ifade diizeyi (Uhlen, vd., (2015)’ten

yararlanilmistir)

Genin periferde pankreas ve plasentada yogun bir sekilde ifade edildigi
gozlemlenirken, 16kositler, testis, dalak, bobrek, timus, adrenal bezler, karaciger, lenf
nodlar1 ve baz1 kan damarlarinin diiz kas hiicrelerinde daha diisiik diizeyde ifade
edildigi tespit edilmistir (Sekil 2.7) (Funes, vd., 2003; Mead, vd., 2007; Muir, vd.,
2001; Ohtaki, vd., 2001).
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Sekil 2.7. GTEx dataset verilerine gore KISSIR geninin gesitli organ ve dokularda ifade edilis diizeyi.
pTPM; milyon basina protein kodlayici transkriptler (Uhlen, vd., (2015)’ten uyarlanmistir)
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2.3.2. KISS1/KISS1R Sisteminin Hiicre I¢i Sinyalizasyon Mekanizmalari

KISS1R’nin karakterizasyonu i¢in yapilan ilk ¢alismalar, bu reseptdr aracilig
ile aktive edilen hiicre i¢i sinyal yolaklarinin heterolog hiicre modellerinde
arastirilmasini igeriyordu (Kotani, vd., 2001; Muir, vd., 2001; Ohtaki, vd., 2001).
Bilinen en yaygin ikincil habercilerden biri olan sitozolik serbest kalsiyum ([Ca?*]),
KISS1 oncii peptitinden tiiretilen farkli peptit iirlinlerinin biyolojik aktivitelerini
karakterize etmek i¢in arastirmalarda yaygin olarak kullanilmistir. Bu arastirmalar,
tim KISSI tlirevlerinin KISS1R’ye baglanabildigini ve bu reseptorii
aktiflestirebildigini gdstermistir. Ayn1 zamanda, hiicre i¢i depolardan bu mekanizma
ile kalsiyum iyonunun salinma mekanizmasi da aydinliga kavusturulmustur (Castano,

vd., 2009).

KISS1R, G protein alt birimi olan Gg/1la’ya baglh bir G proteine bagh
reseptordiir (GPCR) (Kotani, vd., 2001; Muir, vd., 2001). KISS1, fosfatidil inositol
(PI) dongiisiinii uyarir (Stafford, vd., 2002). KISS1’in KISS1R’ye baglanmasi
neticesinde, fosforile olan Gq/11 proteini fosfolipaz C’yi (PLC)- aktive eder. PLC-B,
hiicre membranindaki fosfolipid fosfatidil inositol bifosfatin (PIP2) hidroliz yoluyla
inositol-(1,4,5)-trifosfat (IP3) ve diagilgliserol (DAG) olusturmasini saglar. DAG,
daha sonra protein kinaz C (PKC)’yi aktive eder ve IP3;, endoplazmik retikulum
zarindaki bir Ca?" kanali reseptoriine baglanarak reseptorii etkinlestirir. Sonug olarak,
endoplazmik retikulumdan hiicre i¢ine kalsiyum salinir (Kotani, vd., 2001; Muir, vd.,

2001; Pampillo, vd., 2009; Ringel, vd., 2002; Stafford, vd., 2002).

Hiicre ici kalsiyum sinyal yolagi, gergeklestigi hiicreye bagl olarak ¢esitli farkli
islevleri yerine getirebilen yaygin ve ¢ok yonlii bir ikincil haberci olarak gorev yapar.
Kalsiyum iyonlarindaki artig, lireme sisteminde hormon salinimini tesvik ederken,
kanser hiicrelerinde hiicre proliferasyonunun inhibe edilmesine aracilik edebilir

(Lamprecht ve Lipkin, 2001; Stafford, vd., 2002).

KISS1, gegici reseptor potansiyeli kanonik (TRPC) benzeri kanallar1 aktive
ederek ve DAG ve/veya Ca" tarafindan aracilik edilen potasyum kanallarinin ige
dogru akimin inhibe ederek hiicre i¢i kalsiyum seviyesini artirabilecegi ve boylece

GnRH salgilanmasini uyarabilecegi diigiiniilmektedir (Zhang, vd., 2008).

PLC aktivasyonuyla gerceklesen kalsiyum sinyal yolagina ek olarak,
KISS1R’nin mitojenle aktive olan protein kinazlar (MAPK lar) yolag: {izerinden de
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etkilesim gosterdigi tespit edilmistir (Tng, 2015). MAPK ’lar fosforillenir, boylece -
arrestin ve IP3 aktive edilir (Oakley, vd., 2009; Tng, 2015). PKC, ¢esitli ara ikincil
haberciler (Ras, Raf ve MEK1/2 dahil) araciliiyla hiicre dist sinyal mekanizmasi ile
regiile edilen kinaz (ERK) 1 ve 2’yi fosforile eder. Buna ek olarak KISS1R, B2 arrestin
yoluyla ERK1 ve 2’nin aktivasyonuna neden olabilir. Ayrica tiimor hiicrelerinde
KISS1R, niiklear faktor kappa B (NF-kB) ve matriks metalloproteinaz 9 (MMP-9)’un
inhibisyonuna yol acabilen arrestin 1 yoluyla ERK1 ve 2’yi inhibe edebilir (Sekil 2.8)
(Wahab, vd., 2016).

@ KISS1 @KISS1 KISSIR
Hiicre membrani

Endoplazmik
retikulum

Cekirdek

Sekil 2.8. KISS1’in KISS1R ile olasi etkilesim mekanizmas1 (Wahab, vd., (2016)’dan uyarlanmistir)

2.3.3. KISS1/KISSIR Sisteminin Ureme Uzerine Roliiniin Kesfi ve Onemi

KISS1/KISSIR sistemine ait birimler 2001 yilina kadar tanimlanmis olmasina
ragmen, Ureme sistemine yoOnelik etkileri 2003 yilinin sonuna kadar
aydinlatilamamaisti. 2003 yili icerisinde iki bagimsiz arastirmact grubu, ailesel veya
sporadik idiyopatik (veya izole) hipogonadotropik hipogonadizme sahip (IHH),
puberte gecikmesi yasayan, gonadotropin sentezinde problem goriilen ve infertilite
sorunu yasayan hasta gruplarinda, KISS/R gen delesyonlarinin ve mutasyonlarinin

varligini tespit etmistir (de Roux, vd., 2003; Seminara, vd., 2003).
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Bu ¢aligmalar, tireme fonksiyonlarinin diizenlenmesinde KISS7 ve KISSIR gen
{iriiniiniin kilit roliine 151k tutulan ilk ¢alismalardir. Insanlarda tespit edilen bu bulgular
tizerine, KISS1 ve KISSIR genlerinin genetik yontemlerle susturularak olusturulmus
transgenik hayvan modellerinde daha ileri aragtirmalar yiiriitiilmiistiir (Colledge, 2009;
d'Anglemont de Tassigny, vd., 2007; Garcia-Galiano, vd., 2010). Kisa bir siire
icerisinde bu néroendokrin sistemin molekiiler biyolojisi, ndroanatomisi, fizyolojisi,
farmakolojisi ve patofizyolojisinin temel yonlerinin aydinlatilmasiyla sonuglanan
genetik calismalar, KISSI/KISS1R’nin iireme fonksiyonlar1 iizerine olan etkisinin
altinda yatan temel mekanizmalarin aydmlatilmasmin yolunu agmistir (Pinilla, vd.,

2012).

IHH, otozomal dominant, resesif ve X’e baglh kalitim gosterme 6zellikleriyle
genetik olarak heterojen bir karakteristige sahiptir. Bu heterojenik 6zellikler, gecmis
donemde IHH {izerine yapilacak genetik arastirmalar i¢in zorluklar olusturmustur.
Deoksiriboniikleik asit (DNA) dizileme yontemleri heniiz iyi diizeyde gelismedigi
icin, hastaligin aktarim mekanizmasinin aydinlatilmasinda zorluklar yasanmistir. Bu
giicliiklerin yasandigi donemlerde, {i¢ tane birinci dereceden kuzen evliligi bulunan ve
bes bireyinde IHH saptanmis olan genis bir ailenin tespit edilmesi, genom ¢apinda bir
taramanin gerceklestirilmesi ve aktarim modelinin aydinlatilmasi i¢in aragtirmacilara
yeterince saglam bir istatistiksel gii¢ analizi saglamistir. 19. Kromozomun p13.3
bolgesinde 1,06-Mb aralikta, 5,17°lik maksimum iki noktali olasilik skoru ile aday
baglant1 bolgesi tespit edilmistir (Acierno, vd., 2003).

Aday bolgede, 23 gen ve 49 UniGene kiimesi gozlenmis ve dizi analizi
neticesinde o zamanlar ¢ok fazla bilgi sahibi olunmayan KISS/R genindeki baz ¢ifti
degisiklikleri saptanmistir. Ekzon 3’teki bir homozigot varyantta (443T — C) 148.
pozisyonda (L148S) normalde olmasi gereken 16sin yerine bir serin gectigi tespit
edilmistir. Bu mutasyon aile i¢inde miikemmel bir sekilde ayrilmistir. Iliskili olmayan
bir Afro-Amerikan probandinda, ekzon 5’in 991. niikleotidinde heterozigot C’den
T’ye transisyon [991C — T (R331X)] ve ekzon 5’in 1195. niikleotidinde heterozigot
T’den A’ya transversiyon [1195T — A (X399R)] tanimlanmistir. Bu baz cifti
degisiklikleri, tek niikleotid polimorfizm veri tabanlarinda veya etnik olarak
eslestirilmis ylizlerce kontrol veride gozlenmemistir. Her niikleotid degisikligini
temsil eden mutant yapilar birlestirilmis ve reseptdr fonksiyonu tizerindeki olumsuz

etkileri in vitro fonksiyonel deneylerle gosterilmistir (Seminara, vd., 2003).
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KISS1 tiimdr metastazini inhibe etme kabiliyeti nedeniyle ilk zamanlar metastin
olarak adlandirilmistir. Nicolas de Roux liderligindeki bir arastirmaci grubu,
KISS1R’deki biiyiik bir delesyonu ortaya ¢ikarmak i¢in kendi i¢inde melezlenmis bir
ailede aktarim yoluyla baglantt metodunu kullanmistir (de Roux, vd., 2003). Es
zamanl olarak, Paradigm Therapeutics (Cambridge, Ingiltere) adli kiiciik bir
biyoteknoloji sirketi de genetik susturma yontemleri ile olusturulmus Kiss/r -/- fareler
geligtirmigtir. KISS1/KISSIR sisteminin hem farelerde hem de erkeklerde ergenligin
baslangicinda etkin oldugunu tespit etmek i¢in bu iki ¢alismanin bulgular1 beraber
degerlendirilmistir. Kiss/r -/- farelerde, anormal cinsel olgunlasma, kii¢iik gonadlar ve
IHH go6zlenmistir. Deneklerin fenotiplerinin insan c¢aligmasiyla benzer fenotipler
gosterdigi anlagilmigtir. Bu farelerin hipotalamuslarinda normal &zelliklere sahip
GnRH noéronlarin bulundugu ve Kiss/r’deki mutasyonlarin GnRH néronal gogiinii
veya GnRH sentezini etkilemedigi, fakat GnRH salimimim etkiledigi gosterilmistir

(Seminara ve Crowley, 2008).

2003 sonlarinda yayimlanan genetik ve molekiiler g¢aligmalar, {iremenin
ndroendokrin kontroliinde KISS1R’nin ve bu reseptdre ait ligandlar olan KISS1’in
kapsamli analizinin temelini olusturmustur. KISS1/KISSIR ligand ve reseptorleri
daha Once tespit edildigi i¢in bu bulgularin degerlendirilmesi nispeten kolay olmus ve
boylece bu alanda hizli bir ilerleme i¢in ihtiya¢c duyulacak temel bilgi ve araglar
saglanmistir. KISS1/KISSIR sisteminin {ireme {izerine roliine iliskin ilk ¢alismalarin
hedefleri iki katmanli olarak belirlenmistir. Bunlar, KISS/ geninden ifade edilen peptit
iriinlerinin gonadotropin salgilanmasi tizerindeki etkilerine dair kanit saglamak, belirli
fizyolojik durumlarda ve deneysel modellerde KISS/ ve KISSIR genlerinin
hipotalamik ifade modelini karakterize etmekti. Ikinci katmandaki hedefler, her iki
genin hipotalamustaki ispatlanmis ifadesine ve KISSIR inaktivasyonu ile ilgili insan
ve fare modellerinden elde edilen ¢ikarimsal verilere dayanmaktaydi. 2004 ile 2005’in
baslar1 arasinda gerceklestirilen gonadotropin salgilayici etkilerle ilgili deneysel
hayvanlarda yiiriitiilen ¢alismalar, metastin ve KP-10’un LH ve FSH saliniminin gii¢lii
birer belirleyicileri oldugunu agik¢a gostermistir (Messager, vd., 2005). Bu
hormonlarin serbest birakilmasina yonelik etkiler, peptitlerin hem merkezi
(intraserebroventrikiiler) hem de sistemik (intravendz, intraperitoneal ve subkutan)
uygulamalarindan sonra gozlenmistir (Gottsch, vd., 2004; Irwig, vd., 2004; Matsui,
vd., 2004; Navarro, vd., 2004; Shahab, vd., 2005; Thompson, vd., 2004).

15



Gonadotropik sistemin KISS1’in uyaric1 etkisine duyarliligi ileri diizeyde
hassastir. Sistemik olarak enjekte edilen 0.3 nmol/kg (viicut agirligi/kitle indeksine
gore 0.1 pg’ye esdeger) diizeyinde kiigiik dozlarin, siganlarda serum LH seviyelerini
onemli ol¢iide artirdig1 gosterilmistir (Gottsch, vd., 2004; Navarro, vd., 2004; Tovar,
vd., 2006). KP-54’{in periferal uygulamasinin insanlarda LH sekresyonunu uyardigi
kanitlanmigtir (Dhillo, vd., 2005). KISS1 analiz sonuc¢larinin meta-analizleri ile
glutamat ve galanin benzeri diger néropeptitlerin ve norotransmiterlerin LH salgilama
etkinligi izerine yayimlanmis veriler, KISS1/KISS1R sisteminin GnRH nin en giiglii

uyaricist oldugunu gostermektedir (Tena-Sempere, 2006).
2.3.4. KISS1/KISS1R Sistemi ve Puberte’nin Kontrolii

Insan dogasmin ve biyolojisinin en biiyiik gizemlerinden birisi puberteyi
baslatan mekanizmadir. GnRH néronlarinin olgunlagmasinin ve iglev gostermeye
baglamasinin altinda yatan mekanizmalar ile pubertal gegisin temel unsurlar1 olan
GnRH sekresyonunun diizenlenmesi hakkinda hala ¢ok az sey bilinmektedir. KISS1/
KISS1R’nin puberte ve iireme tlizerindeki roliiniin kesfi, bu protein kompleksinin ele
alinmasina yeni bir boyut katmigtir. Pubertenin baslangicindaki 6énemli olaylardan
birisi, GnRH noéronlarinin ndrosekretuar aktivitesinin ilerleyen artisidir. Bu da
gonadlarin gelisimi i¢cin GnRH sekresyonunu en yiiksek diizeyde uyarir (Ojeda,
Lomniczi, vd., 2010; Parent, vd., 2003; Watanabe ve Terasawa, 1989; Wildt, vd.,
1980). GnRH salgilama mekanizmasindaki bu tiir pubertal degisiklikler, GnRH
ndronal agina trans-sinaptik ve glial girdilerdeki uyumlu degisikliklerin sonucu gelisir
(Ojeda, Dubay, vd., 2010; Ojeda, vd., 2008). Bu olgunlasma olaylar1 esnasinda,
noronal ileticilerdeki GnRH noronlarina yonelik fonksiyonel ve yapisal degisiklikler,
pubertenin nihai tetikleyicileri olarak Onem arz etmektedirler. Bu noktada,
aragtirmalardan elde edilen son bulgular insanlarda pubertenin kontroliinde KISS1’in

onemli bir roliinlin oldugunu gostermistir.

Hipotalamik noronlarda olusan GnRH, LH ile FSH’in biyosentezini ve
salgilanmasin1 uyarmak i¢in hipofizeal portal dolagima pulsatil bir sekilde salinir
(Gharib, vd., 1990). LH ve FSH, gametogenez ve steroid hormon sentezi dahil olmak
tizere gonadal fonksiyonlar1 uyarir. Bu nedenle GnRH, iireme olaylarin1 koordine
etmede ana rol oynar. Buna karsilik, GnRH’nin epizodik salinimi, hipotalamus
diizeyindeki nérohormonlar ve ndrotransmiterler formundaki uyarici ve inhibe edici

sinyallerle modiile edilir. GnRH salinimi, insanlarda ge¢ fetal ve erken neonatal
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gelisim sirasinda hipotalamus tarafindan gergeklestirilir. Bu hormonun salinimi, erken
cocukluk doneminden puberteye kadar baskilanir. Yeniden aktive oldugu zaman
pubertal gelisimi ve iireme organlarinin gelisimini baslatir (Grumbach, 2002;
Terasawa ve Fernandez, 2001). Pubertenin baslangicinda, GnRH’m yeniden
aktivasyonu icin olusan sinyal kaynagi bilinmemektedir. Hem uyarict girdilerin
artmasit hem de inhibe edici sinyallerin azalmasinin puberte déneminde meydana
geldigi ve bu durumun GnRH ndéronlarimin yeniden uyarilmasiyla sonuglandigi
varsayilmistir. KISS1/KISS1R sisteminin, normal pubertal gelisim i¢in gerekli olan
onemli bir uyarici bilesen oldugu gosterilmistir. Ancak bu yolagin pubertenin birincil

tetikleyicisi olup olmadig1 heniiz tam olarak bilinmemektedir.

KISS1/KISSI1R sisteminin puberte baslangicinin kontroliindeki énemli roliine
dair ilk bulgular, insanlarda ve genetik metotlarla susturulmus Kiss/r -/- genine sahip
transgenik farelerle yapilan ilk calismalardan elde edilmistir. Yiriitilen ilk
aragtirmalarda, KISS1/KISSI1R sistemindeki bozukluklardan dolayr pubertenin
ilerleyisinde problemler ve cinsiyet gelisiminde gozlenen eksiklikler tespit edilmistir
(de Roux, vd., 2003; Seminara, vd., 2003). Genel olarak benzer fenotipik 6zellikler
daha sonra Kiss/ geninin genetik metotlarda susturuldugu transgenik farelerde de
gbzlenmistir (d'Anglemont de Tassigny, vd., 2007). Bu arastirmalar, dogustan KISS1
veya KISSIR peptitlerinden yoksun hastalarda veya hayvan modellerinde
gerceklestirildigi icin, pubertenin tetiklendigi aktivasyon mekanizmalarinda
KISS1/KISSIR sinyallesmesinin nasil rol aldigi kesin olarak aydinlatamamaistir.
Ciinkii, bu fenotipik oOzelliklerin KISSI veya KISSIR genlerinin konjenital
inaktivasyonlar1 ile iligkili olarak daha erken donemdeki gelisim kusurlarindan
kaynaklanma ihtimali de bulunmaktadir. Bu sebeple, KISS1/KISSIR’in puberte
baslangicindaki roliinii tam olarak aydinlatmak i¢in daha ileri diizeyde arastirmalara

yonelim olmustur.

KISS1/KISS1R nin puberte lizerindeki etkisini anlamak icin kullanilan KISS1
antogonistleri, muhtemel etki mekanizmalarinin incelenmesinde etkili olurken,
puberteye gecis zamanlamasinin kontroliinde bu sistemin gercek fizyolojik etkisini
aydinlatmayr miimkiin kilmigtir. Bu dogrultuda puberte donemine yaklasan disi
sicanlarda yapilan arastirmalarda, etkili bir KISS1 antagonisti olan peptit-234
puberteden Onceki 7 giinliik siire boyunca siganlara uygulanmig ve sonu¢ olarak

gecikmis puberte bulgularina ulasilmistir (Pineda, vd., 2010). Benzer sekilde
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maymunlara uygulanan peptit-234, puberte Oncesi ve puberte donemindeki
maymunlarda GnRH salgilanmasini baskilamistir (Guerriero, vd., 2012). Sicanlarda
peptit-234°iin intraserebral uygulanmasini takiben gozlenen puberte gelisim geriligine
ragmen, LH ve FSH seviyelerinde 6nemli degisiklikler gézlenmemistir (Pineda, vd.,
2010). Bu bulgu, KISSI1/KISS1R sinyallesmesinin ilk yumurtlamadan 6nceki pre-
pubertal LH mini dalgalanmalar1 gibi temel uyarict olaylarin olusumu ile dogrudan
iligkili oldugunu gostermistir. Tiim bu bulgular, KISS1’in pubertal doneme gegiste

etkin bir rol oynadigina dair hipotezleri desteklemektedir.

Hayvan caligmalarindan elde edilen bulgulara gore, hipotalamustaki KISS/ ve
KISSIR gen ekspresyonu organin gelisim asamasina gore degismektedir. Bu
sinyalizasyon sistemindeki GnRH noronlarinin pubertal aktivasyonundaki roliinii
destekler. Ger¢ek zamanli kantitatif polimereaz zincir reaksiyonu (qRT-PCR)
kullanilarak yapilan ¢aligmalarda, KISS/ ve KISSIR mRNA’larinin postnatal gelisim
boyunca sigan hipotalamusunda ifade edildigi tespit edilmistir. En yliksek ifade
diizeyinin hem erkek hem de disi si¢anlarda puberte doneminde meydana geldigi
gosterilmistir (Navarro, vd., 2004). Bu bulgular, hipotalamustaki KISS1/KISS1R
ligand-reseptor sisteminin her iki bileseninin de puberte doneminde iireme
fonksiyonlarmin aktivasyonuna ve diizenlenmesine katkida bulunabilecegini

gostermektedir (Kuohung ve Kaiser, 2006).

KISS1/KISSIR sistemi, pubertal ilerlemeyi indiiklemek i¢in manipiile edilebilir.
Olgunlagsmamis pre-pubertal donemdeki disi siganlara KISS1 uygulanmasi ile erken
pubertenin baslatilabilirligi gosterilmistir (Matsui, vd., 2004; Navarro, vd., 2004).
Juvenil donemdeki rhesus tiirii maymunlara KISS1 uygulanmasi, pubertal durumun
karakteristik 6zelligi olan LH salinimini indiiklemis ve daha sonra GnRH antagonisti
olan asiklin uygulanmasi ile bu durum sekteye ugramistir. Bu bulgular, KISS1’in
GnRH salinimint modiile ettigine dair bagska 6énemli bir bulgudur (Plant, vd., 2006).
Bu caligmaya benzer olarak sicanlarda yapilan bagka bir calismada, KISS1
noronlarinin GnRH noéronlarina dogru aksonal uzantilara sahip oldugu ve puberte
baslangicinda GnRH hiicre govdeleriyle yakin konumlanmis olan KISS1 ndronlariin
sayisinda artis oldugu gosterilmistir (Clarkson ve Herbison, 2006). Insanlar {izerinde
yapilan bir bagka calismada ise, kan dolasimindaki KISS1 seviyesinin, yetiskinlere
kiyasla puberte donemindeki bireylerde yiikseldigi ve en yiliksek konsantrasyonun 9

ila 12 yaslar1 arasinda oldugu goézlemlenmistir (Jayasena, vd., 2014).
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Tiim bu veriler birlikte degerlendirildiginde, KISS1/KISS1R sinyallesmesindeki
artis, pubertal gelisim i¢in tetikleyici bir mekanizmanin Onemli bir pargasi

olabilecegini diisiindiirmektedir.
2.3.5. KISS1/KISS1R Sisteminin Gonadlar Uzerine Etkisi

KISS1’in gonadlar iizerinde dogrudan etkisi oldugunu gosteren ¢ok sayida
calisma bulunmaktadir. Gonadlar {izerinde immiinohistokimyasal yOntemler
kullanilarak KISSIR lokalizasyonu gozlemlenmeye calisilmistir. Ancak yiiksek
afiniteye ve 6zgiinliige sahip bir antikor ile kesin tespitler hala gergeklestirilememistir.
Bu nedenle, KISSIR’nin olduk¢a spesifik bir antikor ile gonadlar iizerinde
immiinohistokimyasal lokalizasyonlar1 hakkinda dogrulayici c¢aligmalara ihtiyag
vardir. Giiniimiizde KISS1 ve KISSIR’nin erkek veya kadin cinsel organlarinda ifade
edilip edilmedigine dair yeterli veri mevcut degildir. KISS1’in kan damarlarinda ifade
edildigi ve vazokonstriksiyon mekanizmasinda bir rolii oldugu bilinmesinden dolay1
(Mead, vd., 2007; Sawyer, vd., 2011), penil ereksiyon ve erektil disfonksiyonda

muhtemel potansiyel rollerinin hala arastirilmaya ihtiyaci bulunmaktadir.
2.3.5.1. KISS1/KISS1R Sisteminin Disi Gonadlar Uzerine EtKisi

Kiss1 gen ifadesi sigan yumurtaliklarinda ve yumurta kanallarinda, proestrus ve
Ostrusta tepe seviyelerindeyken, metdstrus ve diOstrusta daha diisiik seviyelerle
dongiiye bagl degisiklikler gosterir (Castellano, vd., 2006; Gaytan, vd., 2007; Shahed
ve Young, 2009). Proestrusta Kiss/ ifade diizeyindeki artis, luteinize edici hormon
salgilayan hormon (LHRH) antagonistlerinin uygulanmasiyla azaltilmis ve sonra insan
koryonik gonadotropini (hCG) uygulamasi ile normale dondiiriilmiistiir (Castellano,
vd., 2006). Siganlar iizerinde yliriitiilen bir arastirmada, ovaryumun teka folikiil
tabakasinda, corpora luteada, interstisyel bolgede ve graniiloza kdkenli steroidojenik
hiicrelerin sitoplazmasinda KISS1 immiinoreaktivitesi tanimlanmistir. Bu da KISS1’in
korpora lutea olusumu ve/veya gerilemesi sirasinda dokunun yeniden sekillenmesinde
ve steroidojenik luteal hiicrelerin hormon sekresyonunda potansiyel rol oynadigini
gostermektedir (Castellano, vd., 2006). Bu bulgular, ovulasyonun diizenlenmesinde
KISS1’in ovaryum tizerindeki lokal etkilerini gostermektedir. Kiss/ geni, sigan tuba
uterinasinin  istmusunda yliksek, proksimal ampullasinda orta diizeyde ve
infundibulum ile interstisyel kisimda diisiik diizeyde ifade edilerek, her bolgede ayri
bir dagilim gostermektedir (Gaytan, vd., 2007). Bu dagilim sekli insanlarla
karsilastirildiginda, sicanlarda son derece diisiik ektopik tubal gebelik sikligina katkida
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bulunabilecek embriyo-epitel etkilesimlerinin koordinasyonunda KISS1’in potansiyel

roliinii géstermektedir (Corpa, 2006).
2.3.5.2. KISS1/KISS1R Sisteminin Erkek Gonadlar Uzerine Etkisi

Testis, spermatogenezin meydana geldigi seminifer tiibiillerden ve interstisyel
alandan meydana gelmektedir. Interstisyel bdlmede bulunan Leydig hiicrelerinin ana
fizyolojik islevi, LH ve hCG tarafindan gelen uyariya yanit olarak testosteron
dretiminin saglanmasidir. Yapilan c¢aligmalar testiste KISS1’in HPG aksimin
modiilasyonu yoluyla sergiledigi etkilere ek olarak, gonadlar iizerinde dogrudan bir
etkiye sahip olabilecegini gostermektedir (Papaoiconomou, vd., 2011). Bununla
birlikte testiste KISS1-KISSIR sinyalinin fonksiyonel 6nemi hala tam olarak

aydinlatilamamugtir.

Farkli tlirlerde yapilan ¢aligmalarda testiste KISSI-KISS1R sinyallegsmesinin
rolii ile iligkili zit gézlemler yayimlanmistir. Yetiskin erkek sicanlarda KISS1’in
subkutan yolla uygulanmasi, testis agirliginda 6énemli bir azalmaya, germ ve Sertoli
hiicrelerinin kaybi ile seminifer tiibiillerin dejenerasyonuna, ayrica testis kaynakli
inhibin B hormonunun dolasimdaki seviyesinde énemli bir azalmaya neden oldugu
gosterilmistir (Sekil 2.9). Bu dejenerasyon, LHRH agonistlerinin (Rajfer, vd., 1984;
van Kroonenburgh, vd., 1986) siirekli uygulanmasindan sonra gdzlemlenen
dejenerasyona benzer 6zellikler géstermis ve KISS1’in dogrudan testis iizerine etki

edebilecegine dair varsayimlari desteklemistir (Thompson, vd., 2006).

Yetiskin erkek rhesus maymununlara eksojen KP-10 uygulamasinin, hem
testosteron hem de LH salinimin biiyiik 6l¢iide uyardigi gézlenmistir (Shahab, vd.,
2005). GnRH reseptor antagonisti olan asilin uygulamasinin, KISS1’in testosteron
tizerindeki etkisini bloke ettiZi ve bu kosullar altinda hCG’nin testosteron
salgilanmasini uyarmaya devam edebildigi gosterilmistir. Caligmada, hCG ve KISS1
uygulanan maymunlarda, hCG ve salin uygulanan maymunlara kiyasla sistemik
testosteron konsantrasyonunda %7611k bir artis gézlenmistir. KISS1 uygulamasinin,
sistemik testosteron seviyelerinin LH stimiilasyonuna verdigi yanitin yiiksek doz
KISS1 (400 pg/d) infiizyonu sirasinda siirekli olarak arttigi gosterilmistir (Irfan, vd.,
2014). KISSIR antagonisti olan peptit-234’iin intravendz enjeksiyonu ise, yetiskin
rhesus maymunlarda sistemik testosteron seviyelerini degistirmemistir. Bu sonuglar,
KISS1’in testosteron salinimi lizerinde daha spesifik bir etkiye sahip olabilecegini
gostermistir (Huma, vd., 2014).
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Sekil 2.9. KISS1’in testiste olasi etkilesim mekanizmas1 (Wahab, vd., (2016)’dan uyarlanmistir)

KISSIR geninin dordiincii eksonunda ¢.667T> C (C223R) mutasyonuna sahip
olan ve fenotipik olarak kiigiik penisi ve testisleri olan geng bir erkek ¢ocuk tizerinde
yapilan bir arasgtirmada, KISS1/KISSIR sisteminin testis fonksiyonlar1 iizerinde
dogrudan etkileri arastirilmistir. Mutasyon nedeniyle, hCG uygulamasma karsi
testosteron seviyesinde azalma gozlenmis ve testikiiler organizasyonda bozukluklar
saptanmistir (Semple, vd., 2005). Bu gozlemler birlikte degerlendirildiginde, KISS1’in
testis i¢i steroidogenezde islevsel bir rol oynadigi diisiiniilmektedir. KISS1 ve
KISS1R’nin maymun testisi Sertoli hiicrelerinde lokalize oldugu gosterilmis (Tariq,
vd., 2013), fakat Leydig hiicrelerinde tanimlanamamistir (Mei, vd., 2013). Bu nedenle,
KISS1’in primatlarda testosteron salgilanmasini uyardigi kesin mekanizma hala
belirsizdir. Sertoli-Leydig hiicre sinyalizasyonuna katilabilecek potansiyel otokrin-

parakrin dongiilerinin arastirilmasi gerekmektedir (Wahab, vd., 2016).
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Farelerde yiiriitiilen aragtirmalarda ise hem germ hiicrelerinde hem de Sertoli
hiicrelerinde KISS1 ifadesi gozlenmemis ve testiste Kiss/ gen ifade seviyesinin
goreceli olarak diger dokulardan daha diisiik oldugu tespit edilmistir. Farelerde
testikiiler Kiss/ mRNA ve peptit seviyelerinin postnatal gelisim sirasinda arttigi,
puberte baslangicinda zirveye ulastig1 ve Leydig hiicrelerinde KISS1 seviyelerinin LH
tarafindan diizenlendigi gosterilmistir. Gonadlarin ¢ikarilmasi neticesinde LH’da
yiikselme ve sistemik KISS1 seviyesinde diisiis gézlenmistir. Bu durumun testikiiler
Leydig hiicrelerindeki KISS1’in sistemik KISS1 seviyesine katkida bulunabilecegi
cikariminda bulunulmustur (Salehi, vd., 2015). Benzer sekilde, astenozoospermi,
azoospermi, oligozoospermi, normozoospermi, asthenoteratozoospermi,
oligoastenozoospermi ve oligoasthenoteratozoospermi kategorilerinde degerlendirilen
infertil erkeklerde, normal fertil erkeklere kiyasla plazma KISS1 seviyelerinde ve LH
seviyelerinde ciddi bir diisiis tespit edilmistir (Ramzan, vd., 2015).

2.3.6. KISS1/KISS1R Sisteminin Sperm Fonksiyonlar1 Uzerine Etkisi

Sperm hareketliligi dogal iireme i¢in gereklidir. Sperm, farkli islevsel
durumlarda farkli hareketlilik modelleri gdsterir. Baslangicta, sperm hiicreleri disi
iireme yolu boyunca yiizme ve tagima i¢in gerekli olan diizenli ve dogrusal
yorlingelerle ilerleyen bir hareketlilik gelistirir (Mortimer, 1997; Subiran, vd., 2008;
Turner, 2006). Sperm hiicreleri yumurta kanalina ulagtiginda, oositi bulmak ve onunla
kaynagmak i¢in hiperaktif bir motilite gelistirir (Chang ve Suarez, 2010; Suarez ve
Pacey, 2006). Daha onceki ¢aligmalarda, KISS1’in tuba uterinada bulundugu ve
hiicresel liimen yiizeyinde yogun oldugu gosterilmistir (Gaytan, vd., 2007). Bu
bulgulardan yola ¢ikilarak, KISS1’in sperm hiperaktivasyonu ve oosit fertilizasyonu
gibi tuba uterinada meydana gelen bazi 6nemli olaylarda etkinlik gosterebilecegi

ongoriilebilir (Chang ve Suarez, 2010; Visconti, 2009)

Insanlar da dahil olmak iizere birgok tiirde testisin tiibiiler boliimiinde yerlesim
gosteren Sertoli hiicrelerinde ve ayrica spermatositler, spermatidler ve spermler dahil
olmak tizere g¢esitli germ hiicrelerinde hem KISS1 hem de KISSIR protein ifadesi
tespit edilmistir (Hsu, vd., 2014; Mei, vd., 2013; Pinto, vd., 2012). Bu durum
KISS1/KISSIR sisteminin, spermatogenezde dogrudan otokrin veya parakrin rolii
oldugunu diislindiirmektedir. Sertoli hiicre aktivasyonun diizenlenmesi yoluyla
KISS1/KISSIR sisteminin spermatogenezde rol oynamasin miimkiin olabilecegi ileri

stiriilmiigtiir (Wahab, vd., 2016). Bu kapsamda yapilan arastirmalarda, KISS1’in
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sperm hareketliligi ve fertilizasyon kapasitesinin regiilasyonunda etkisi oldugu
gosterilmistir (Pinto, vd., 2012). Insan sperminde KISS1 karakterizasyonunun
yapildigi calismalarda, KISS1 ve KISS1R’nin sperm bas bolgesinde, boyun ¢evresinde
ve kuyruk orta kisminda bulundugu bildirilmistir (Pinto, vd., 2012). Sperm hiicresi
icinde kalsiyum degisimini tespit etmek ic¢in yapilan spektroflurometrik analizler ve
konfokal mikroskopla goriintiilemeler neticesinde, KISS1 uygulamasiin hiicre ici
kalsiyum iyonunu arttirdigi, spermin progresif hareketliligini tetikledigi ve hipermotil

faza geciste etkili oldugu gosterilmistir (Pinto, vd., 2012).

KISS1 ve KISSIR’nin olgun insan sperminde spesifik hiicresel dagiliminin
gosterdigi bu calismada hem KISS1 hem de KISSIR i¢in en giiglii immiinofloresan
boyanma, oosit-sperm flizyonunda 6nemli bir role sahip bir bolge olan ekvatoral
segmentte bulunmustur (Bedford, vd., 1979; Flesch ve Gadella, 2000). Buna ek olarak,
flagellar aktivitenin diizenlenmesinde dnemli bir rolil olan sperm boyun ¢evresinde ve
enerji gereksiniminin, kalsiyum depolarinin ve hareketin kontroliinde 6nemli rolii olan
orta bolmede de KISS1 ve KISSIR’nin lokalize oldugu gdsterilmistir (Bedu-Addo,
vd., 2008; Publicover, vd., 2008; Suarez ve Pacey, 2006).

Kalsiyum sinyallesmesi, bircok farkli sperm fonksiyonunun kontroliinde
merkezi bir rol oynar (Darszon, Acevedo, vd., 2006; Publicover, vd., 2008; Rossato,
vd., 2001). 1uM-10uM dozunda KP-13, sperm hiicre i¢i kalsiyumunda kademeli bir
artis1 tetikleyerek 3-6 dakika i¢inde kalsiyum seviyesini platoya ulagtirmistir. Bunun
sonucu olarak sperm progresif motilitesinin yiikselise gectigi gozlenmistir. Ayni
calismada, Orneklere progesteron uygulanmasi neticesinde sperm hiicrelerinin
progresif motiliteden hipermotil hale gegtigi gozlenmistir. Bu bulgu, KISSI ve
progesteronun farkli mekanizmalar1 tetikleyerek hiicre i¢i kalsiyumu artirdigini
gostermektedir (Sekil 2.10). KP-13’tin sperm motilitesi ve hiperaktivasyonu
tizerindeki etkileri, KISS1R antagonisti peptit-234 tarafindan bloke edilmis ve sperm
motilitesinde diislis gozlenmistir. KP-13’1in akrozom reaksiyonu iizerinde hicbir etkisi
gbézlenmemistir (Pinto, vd., 2012). Tiim bu gdzlemlerin sadece normozospermik
bireylerde yapilmis olmasi, KISS1’in infertilite problemi yasayan erkeklerde nasil bir

etki gosterecegine dair soru isaretleri dogurmustur.
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Sekil 2.10. KP-13 (10 pm) ve progesteronun (1 pm) Fura-2 yiiklii insan sperminde hiicre igi serbest
Ca?" seviyeleri lizerine etkileri. X ekseni zamani saniye cinsinden gostermektedir. Y eksenti,
F 340/380 orani ile ifade edilen Ca®" verilerini gosterir (Grafik Pinto, vd., (2012)’den
uyarlanmuistir)

Bugiine dek infertil hastalara ait 6rneklerde, KISS1’in sperm motilitesi lizerine
etkisini hangi yolaklar {lizerinde gosterdigine dair belirgin bir bulgu literatiir ile
paylasilmamistir. Bir calismada, biyokimyasal yontemler ile seminal plazmadaki
KISS1 ifade diizeyi ve kan 6rneklerindeki total KISS1 seviyesinin, total sperm sayist,
sperm konsantrasyonu ve total motil sperm sayist ile iligkili olabilecegine dair bulgular
paylasilmistir. Bu ¢alisma, iiniversitede 6grenim goéren ve heniiz evlenmemis 18-23
yas arast geng¢ erkek olgulardan alinan 6rnekler ile gerceklestirilmistir. Bu sebeple,
infertilite tanis1 konan erkek olgulara ait seminal sivida KISS1 diizeyleri hakkinda
aydinlatic1 bir bulgu sunulamamustir (Zou, vd., 2019). Infertil erkek hastalardan olusan
bir baska ¢alismada ise goniillillerden alinan kan 6rneklerinde serum KISS1 seviyesi
arastirtlmis ve kontrol grubundaki saglikli olgularin Orneklerine kiyasla infertil
gruplarda KISSI1 seviyesinin istatiksel olarak anlamli derece diisik oldugu
gosterilmistir (Ramzan, vd., 2015). Bu calisma, infertilite tanisi konmus erkek
olgularda serum KISS1 seviyesinin, sperm parametrelerinde gozlenen farkliliklar ile
iligkisini biyokimyasal yontemler ile ortaya c¢ikaran ilk ¢aligmadir. Fakat, ¢alisma
bulgular1 dikkatle analiz edildigi zaman, saglikli kontrol grubuna ait paylasilan serum

KISS1 degerlerinin literatiirde paylasilan benzer parametrelerden ¢ok daha yiiksek
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oldugu goézlenmistir (Jayasena, vd., 2014; Kavvasoglu, vd., 2012; Kaya, vd., 2015).
Bu sonuglar, infertil gruplarda 6lgiilen KISS1 degerlerinin tekrar analiz edilmesi
gerekliligini ortaya c¢ikarmaktadir. Bu calismalar igerisinde, infertil gruplarin
incelendigi tek calisma Ramzan, vd., (2015)’te sunulan bulgulardir. Bu ¢alismaya ait
bulgular dikkatle incelendiginde, biyokimyasal verilerin diger ¢aligmalarda sunulan

biyokimyasal verilerden ¢ok biiyiik farkliliklar gosterdigi gdzlenmektedir.

Sperm motilitesini degerlendirebilmenin en 6nemli parametrelerinden birisi de
hiicre i¢i kalsiyum sinyal mekanizmasinin/yolaklarinin anlasilabilmesidir. Sperm
kapasitasyon asamasinda ve fertilizasyonun basarisinda kalsiyum kanallariin
etkinligi ile kalsiyum sinyal yolaklar1 6nemli rol oynar. Spermde, sperm katyon kanali
(CatSper) yoluyla hiicre i¢i kalsiyum miktarinin artmasi neticesinde kapasitasyon,
motilitenin hiperaktivasyonu ve akrozom reaksiyonunun tetiklenmesi gerceklesir
(Hildebrand, vd., 2010). KISS1’in CATSPERI gen ekspresyonu iizerine olas1 etkisine
dair literatiirde herhangi bir bulgu bugiline dek paylasilmamistir. A-kinaz ankor
proteini (AKAP) ise, sperm hareketinde rol aldig1 bilinen sperm fibroz kilifin ana
bilesenlerinden (~%>50) birisidir ve spermin hareketliligine etki eder (Ben-Navi, vd.,
2016). AKAP4 yoklugunda, sinyal iletimi gerceklesmedigi ve glikolitik enzimler
fibroz kilif ile etkilesime giremedikleri icin sperm motilitesi olumsuz yonde etkilenir
(Miki, vd., 2002). Es zamanli hiicre i¢i kalsiyum goriintillemesi yapilan GnRH
ndronlarinda, KISS1’in hiicre i¢i kalsiyum seviyelerinde ~%10 diizeyinde artiga neden
oldugu ve sonrasinda kalsiyum seviyesinin yavas yavag azalarak test Oncesi

seviyelerine geri dondiigii gosterilmistir (Liu, vd., 2008).

Yukarida da bahsedildigi tizere, KISS1’in sperm motilitesi iizerine belirgin
etkileri s6z konusudur. Fakat bu etkilerin hangi mekanizma veya yolak ile
gerceklestirildigi  bilinmemektedir. KISS1’in hipokampal noronlarda kalsiyum
depolarizasyonuna neden oldugu gosterilen ¢aligsma baz alinarak (Liu, vd., 2008) ve
Pinto, vd., (2012)’nin verilerinden yola ¢ikilarak, ¢alismamizda KISS1’in sperm
motilitesini hangi yollarla/yolaklarla/mekanizmalarla nasil sagladig1 sorusu iizerinde
odaklanilmistir. KISS1-kalsiyum kanali etkilesimi ya da KISS1-sperm fibroz kilifi
arasindaki olas1 bir iligki, KISS1’in motilite {izerindeki etkisini aydinlatmaya yonelik
bir bulgunun ortaya konmasini saglayabilecektir. Literatiir taramasi neticesinde,
bugiine dek yapilan ¢alismalarda infertilite tanis1 alan erkek hastalara ait 6rneklerde

KISS1’in sperm motilitesi ile iligkili genler {izerindeki etkisini gdsteren bir bulgu
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paylasilmamistir. KISS1’in sperm motilitesi lizerine olasi etkilerinin hangi yollarla
gerceklestiginin incelenmesi, hem literatiirdeki bu eksikligin doldurulmasi hem de
KISS1’in infertil erkek olgularda tedavi amagl kullaniminin aydinlatilmasi agisindan

onem arz edecegi diistiniilmiistiir.

Literatiirde yer alan c¢aligmalarda ya saglikli erkek olgulara ait Ornekler
degerlendirilmis, ya da infertil erkek gruplarinda sadece seminal sivi veya serum
orneklerinde KISS1 diizeyinin 6l¢iimii gergeklestirilmistir. Bu caligmalar arasinda
Pinto, vd., (2012)’nin arastirmasi, KISS1’in sperm motilitesine doniik etkilerini
inceleyen tek calismadir (Pinto, vd., 2012). Calismamizda, KISS1’in motilite {izerine
etkisini hangi yollarla gosterdigi aydinlatilmak istenmektedir. Pinto, vd., (2012)’nin
calismast doza yonelik gerceklestirilmis bir ¢alisma oldugu icin, bu ¢alisma
verilerinden yola ¢ikarak optimum dozda KISS1 tiirevinin kullanilmasi planlanmistir.
Tiim bu deneysel ¢aligmalara ragmen, infertil erkek olgulara ait sperm Orneklerinde
KISSI ve KISSIR gen ifadelerini ve motilite ile iliskili gen parametrelerini biitiinliik
icerisinde analiz eden bir calisma literatiirde yer almamaktadir. Buna ek olarak,
KISS1’in kalsiyum kanallar1 iizerine olast etkilerinin aragtiritlmasi, KISS1 ve motilite
iliskisinin aydinlatilmasi noktasinda 6nemli bir bulgu saglayabilir. Dolayistyla, 6nemli
bir saglik sorunu ve sosyal bir problem olan erkek infertilitesinde, KISS1’in sperm
motilitesi lizerine olast etkilerinin aydinlatilmasi alternatif infertilite tedavi

yaklagimlarinin gelisimine imkan saglayabilir.
2.4. Erkek Infertilitesi

Ciftlerin gogu (yaklasik %85°1), birlikteliklerinin ilk on iki ayinda dogal yollarla
biiylik 6l¢iide cocuk sahibi olma isteklerini gerceklestirebilmektedir. Ne var ki kisirlik
tanis1 alan diger %15°lik popiilasyon ise, ¢esitli tedavi yontemleri ile gebe kalmaya
caligmaktadir. Sperm sayisindaki disiikliik, sperm hareketliliginin zayifligi ve
spermde sekilsel bozukluklarin bulunmasi dogal yolla gebelik elde edilmesini

zorlagtiran faktorler arasindadir.

Erkek infertilitesi, testislerde spermin hi¢ bulunmamasindan sperm kalitesinde
belirgin degisikliklere kadar oldukc¢a heterojen fenotipik 6zelliklere sahip ¢ok faktorlii
bir patolojik durumdur (Tournaye, vd., 2017). Erkek faktori, ¢iftlerin % 20-70’inde
tamamen veya kismen infertilitenin nedenidir (Agarwal, vd., 2015). Sperm
parametrelerinin analizi, erkeklerin potansiyel dogurganligini tahmin etmek igin
yaygin sekilde kullamlmaktadir. Diinya Saglhik Orgiitii (DSO), semen analizi yapan
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cogu laboratuvar tarafindan kullanilan ve normal dogurganlik i¢in referans degerleri
iceren insan semen degerlendirmesine yonelik standart bir yontem yayimlamigtir

(WHO, 2010).

Semen analizi neticesinde, fertilite problemi yasayan bir erkekte,
oligozoospermi (azalmigs sperm sayisi), teratozoospermi (anormal spermler),
astenozoospermi (azalmig sperm hareketliligi), oligoteratozoospermi (hem anormal
yapida hem de azalmig sperm sayisi), oligoastenoteratozoospermi (hem anormal
yapida hem de azalmig sperm sayist hem de azalmis sperm hareketliligi) sendromu ad1

verilen durumlar ortaya ¢ikabilir (Ahmed, vd., 2011).

Oligozoospermi erkek kisirliginda yaygin olarak goriilen bir bulgudur. Diislik
sperm konsantrasyonuna sahip bireylere ait semende, sperm morfolojisi ve sperm
hareketliligi (oligoastenoteratozoospermi) gibi Onemli anormallikler birlikte
gozlenebilir (Grimes ve Lopez, 2007). Uzun yillar boyunca, 20 milyon sperm/ml’den
diisiik sperm konsantrasyonlar1 oligozoospermik olarak kabul edilmistir. Ancak son
yillarda DSO tarafindan giincellenen sperm kriterlerine gére oligozoospermi igin 15
milyon sperm/ml’den diisiik olan degerler referans noktasi olarak kabul edilmektedir
(WHO, 2010). Oligozoospermi genellikle, hafif (10 milyon-15 milyon sperm/mL),
orta (5 milyon-10 milyon sperm/mL) ve ciddi (5 milyon sperm/mL) olmak {izere 3

kategoride degerlendirilir (WHO, 2010).

Teratozoospermi, erkeklerde fertiliteyi etkileyen anormal morfolojiye sahip
sperm varligi ile karakterize bir durumdur. Teratozoospermi gelisim nedenleri tam
olarak bilinmemektedir. Genetik yatkinlig1 olan bazi hastaliklarla beraber, yasam tarzi
ve aligkanliklar (beslenme, alkol-sigara tiiketimi, calisma kosullari, kimyasal
maruziyet) sperm morfolojinin bozulmasina sebep olabilir. Teratozoospermi tanisinda
bilinen anormallikler, sperm baginin biiyiik, kii¢iik, sivri veya piriform olmasi ve

anormal sekillere sahip kuyruklarin gozlenmesidir (Pukazhenthi, vd., 2001).

Astenozoospermi terimi, sperm hareketliliginin azalmasini ifade etmek i¢in
kullanilmaktadir. Erkeklerde goriilme sikligi 1/5000°dir (Ortega, vd., 2011).
Astenozoospermi olusum nedenleri arasinda metabolik problemler, sperm
flagellumundaki yapisal bozukluklar ve nekrozoospermi yer alir (Ortega, vd., 2011).
Astenozoospermi, sperm kalitesini biiyiik Ol¢lide disiiriir ve erkeklerde kisirligin
baslica nedenleri arasindadir. Bu kategoride yer alan erkeklere ait sperm 6rneklerinde,
sperm DNA fragmantasyon diizeyi oligozoospermi veya teratozoospermili erkeklere
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gore daha yiiksektir (Belloc, vd., 2014). Siddetli astenozoospermi, sperm hiicresinin
oosite ulasgamamasindan kaynaklanan erkek kisirliginin nedenlerinden biridir (Chemes

ve Sedo, 2012).
2.5. Sperm Yapisi ve Semen

Insan spermi, bas ve kuyruk olmak iizere iki ana yapidan olusur. Bas kismu,
cekirdek ve akrozomdan olusurken, kuyruk kismi spermin hareketliligini saglayan ve
baglant1 parcasi, orta parca, ana par¢a ve u¢ parca olmak lizere dort ana kisimdan
olusur. Akrozom reaksiyonu neticesinde, sperm bas bodlgesinde bulunan akrozom
biitiinliigli bozulur ve aktarilacak genetik materyali iceren sperm c¢ekirdegi igerigi
oositin zona pellusidasinin sindirilmesini miiteakiben yumurta igerisine salinir

(Turner, 2006).
2.5.1. Sperm Bagi

Genel olarak normal bir insan spermi, piiriizsiiz bir sekle, agik¢a goriilebilen ve
iyi tanimlanmig bir akrozoma sahip oval bir bas yapisina sahiptir. Sperm bas1 yaklasik
olarak 4-5 um uzunlugunda, eni 2-3 um araliginda ve 1,5-2 um kalinligindadir. Sperm
bas1 akrozomun bulundugu 6n bolge ve akrozom sonrasi olan arka bolgeye sahiptir.
On boélgenin %40-60’1m1 akrozom kaplar (El-Ghobashy ve West, 2003). Sperm
basinda bulunan ¢ekirdek ¢ok yogun bir yapiya sahiptir. Cekirdek, stabiliteyi saglamak
ve DNA hasarina kars1 koruma saglamak icin DNA’ya bagli histonlarin biiyiik 6l¢iide
disiilfiir baglar1 olusturan pozitif yiiklii protaminlerle degistirildigi yiiksek derecede

yogunlagmis kromatinden olugmaktadir (Barratt, vd., 2010).

Akrozom, akrozom reaksiyonuna girecek olan biiyiik bir anterior akrozom veya
on bolge ve akrozom reaksiyonuna katilmayan posterior akrozom olmak iizere iki ayri
bolmeden olugmaktadir (Toshimori, 2009). Akrozom, icerisinde fiizyon esnasinda rol
alacak enzimatik etkinlige sahip bir¢ok proteini igeren Golgi cisimcigi’nden tiiretilmis
baslik benzeri dar kesecik gorlinlimiinde bir yapidir. Plazma membraninin hemen
altinda yer alir ve niikleer ¢ekirdek zari ile yakin konumdadir. Ekvatoral bolge,
fertilizasyon sirasinda sperm ile oosit arasinda fiizyonun basladig1 bolge oldugundan,
akrozom reaksiyonunun tamamlanmasindan sonra bozulmadan kalmaktadir.
Akrozom, kapasitasyon sirasinda kendisini akrozom reaksiyonuna girmeye hazirlayan
degisikliklere ugrar (Yanagimachi, 2011). Post akrozomal kilif, sperm basinin

posterior kismin %35-40’1n1n ¢ogunu saran genis bir kemer benzeri yapidir. Bu kisim
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spermin oolemmaya ilk olarak baglandigi yer oldugundan, fertilizasyon sirasinda
olduk¢a 6nem tasiyan bir yapidir (Bearer ve Friend, 1990). Post akrozomal kilifin arka
tarafi, spermi bas ve kuyruk bolmelerine ayiran islevsel bir baglant1 bolgesi gorevi
goren arka halka olarak tanimlanir (Gadella, 2008). Bu yapmin, sperm
hiperaktivasyonu i¢in dnemli bir kalsiyum deposu olabilecegi 6ne siiriilmiistiir (Chang

ve Suarez, 2010; Olson, Fauci, vd., 2011; Olson, Suarez, vd., 2011).
2.5.2. Sperm Kuyrugu

Sperm hareketi kuyruk kismi tarafindan saglanir. Sperm kuyrugu esas olarak
dort parcadan meydana gelmektedir ve yaklasik olarak 40-50 um uzunlugundadir.
Boyun bolgesi olarak adlandirilan baglanti parcast sperm kuyrugunu sperm bagina
baglar ve bazal plaka ile sperm basindan ayrilir. Bu bolgede az miktarda mitokondri
bulunmaktadir. Orta par¢a yogun mitokondri igerir. Ana parga, orta par¢adan anulus
denilen bir yapi ile ayrilir ve fibroz kilif ile ¢evrilidir. Sperm kuyrugunun en uzun
boliimiinii olusturur. Ana parga ve ug parca ise sperm hareketliligini saglar. Ug parga,
plazmalemma ile sarili olup, aksonemi olusturan tiibiiler yapilardan meydana
gelmektedir (Mortimer, 2018). Sperm kuyrugunun ana iskeleti aksonemdan meydana
gelir ve bu yap1 spermin mekanik olarak hareketliliginin saglanmasini gerceklestirir

(Inaba, 2003).

Normal bir spermde aksonem, birbirlerine neksin baglantilar1 ile bagh dokuz
mikrotiibiil ¢ifti ve radyal uzantilarla baglandiklari bir merkezi ¢ift olmak tizere 9+2’°1i
silindirik bir yap1 olusturur. Her tiibiil ¢ifti bir digerine i¢ ve dis dynein uzantilar1 ile
baglanirken, dynein uzantilar1 bir mikrotiibiil ¢iftinin bitisigindekiyle iligkili olarak
kaymasini tesvik ederek hareketlilik i¢in anahtar bir rol iistlenir. Dynein proteinlerinin
senkronik hareketi, spermin flagellar atma modelini olusturur. Merkezi mikrotiibiil
cifti ise, birbirine ¢apraz bir sekilde baglanmig liflerden olusur. Radyal uzantilarla
baglandiklar1 dokuz ¢ift mikrotiibiilin miikkemmel bir daire iginde
konumlandirilmasini ve aralanmasini saglar (Inaba, 2003; Turner, 2006). Adenozin
trifosfat (ATP) varliginda dynein molekiillerinin hareketleri baglar ve mikrotiibiil
ciftlerini harekete gecirir. Fakat, sperm kuyrugundaki mikrotiibiillerin baglanti
parcgasina sabitlenmis olmasi nedeniyle mikrotiibiillerin hareketi direngle karsilasir ve
bu direngle kuyrugun biikiilmesi gerceklesir. Dynein molekiillerinin senkronik olarak
baglanip ayrilmasiyla, sperm kuyrugunda dalga formu hareketi ve dolayisiyla

hareketlilik meydana gelir (Lindemann ve Lesich, 2010).
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Memeli sperminde, aksonem ve plazma zar1 arasinda, mitokondriyal kilif, dig
yogun lifler ve fibroz kilif gibi birka¢ ek yap1 bulunmaktadir. Orta pargada, aksonem
dis yogun lifler ve mitokondriyal kilifla ¢evriliyken, ana pargada aksonem dis yogun
lifler ve fibroz kilifla ¢evrilidir. U¢ parcanin aksonem ile plazma zar1 arasinda higbir
ek yap1 bulunmamaktadir (Inaba, 2003; Turner, 2006). Mitokondriyal kilif, aksonemin
etrafinda heliks tarzda dizilmis 100 kadar mitokondriden olusur (Fawcett, 1975).
Aksonem mikrotiibiil ¢iftlerinin {izerinde bulunan distaki yogun lifler, tag yapragina
benzer bir sekle sahiptir ve ana parcanin tabanindan u¢ kismina dogru ¢aplar1 azalir
(Mortimer, 2018; Pesch ve Bergmann, 2006). Bu lifler, kuyrugun pasif elastik
yapisinin korunmasindan ve dalgali hareketin saglanmasindan sorumludur (Petersen,
vd., 1999). Ana parcada bulunan fibroz kilif, kuyruk hareketine esneklik, sekil ve
diizlem kazandirir (Eddy, vd., 2003). Ayrica hareketliligi, kapasitasyonu ve
hiperaktivasyonu diizenleyen sinyallesme proteinlerinin konumlandirilmasini ve
korunmasini saglar. Spermin dalgali hareketini saglayan siirekli atim mekanizmasi tam
olarak anlagilamamis olmasmna ragmen, pH, ATP yogunlugu, kalsiyum
konsantrasyonu ve sinyallesme proteinlerinin fosforilasyonundaki degisiklikler
aksonemal dinein kollarinin aktivitesini ve dolayisiyla sperm hareketliligini modiile

ediyor gibi goriinmektedir (Freitas, vd., 2017).
2.5.3. Semen

Semen, ejakiilasyon ile digar1 atilan 2-6 ml hacmindeki kompleks bir sividir.
Testislerde liretilen ve epididimlerde islenen spermleri, prostat, seminal vezikiiller,
bulboiiretral bezler ve epididimis de dahil olmak {iizere erkek yardimci cinsel
organlardan gelen salgilarla karismis bir igerige sahiptir. Bu sivinin %10’ luk
kismindan azini spermler olustururken, kalan kisminda proteinler, prostaglandinler,
lipidler, bag dokusu hiicreleri ve genital epitelden dokiilen hiicrelerden olusan seminal
plazma olusturmaktadir (Sunder ve Leslie, 2020). Semen, toplam sperm sayisi, sivi
hacmi, opakligi, sperm konsantrasyonu ve spermin dogasi, canliligi, hareketliligi ve
sekli gibi gesitli niteliklere gore degerlendirilebilir. Bu faktorlerin ayrintili analizi,

erkek kisirliginin nedenini belirlemeye yardimci olabilecek faktorler arasindadir.
2.6. Sperm Motilitesi ve Motilite ile Tliskili Genler

Spermatogenez sonrast sperm morfolojik olarak olgun hale gelir, fakat islevsel
olarak olgunlagsmamustir. Ejakiilasyon ile testislerden ¢ikan spermler pasif hareketlidir
ve epididimis yolculugu boyunca hareketlilik kazanirlar. Epididimal olgunlagsma,
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spermin epididimal bolgede sentezlenen ve salgilanan proteinlerle etkilesimi ile
gerceklesir (Cornwall, 2009). Epididimiste spermin hareket kabiliyetini nasil
kazandigin1 agiklayan mekanizma halen tam olarak bilinmemektedir. Korunmasiz
cinsel iligki sirasinda, milyonlarca sperm disi tireme yoluna birakilir ve spermlerin,
fallop tliptindeki oosite ulasana kadar ylizmesi gerekmektedir. Spermler ilk
birakildiginda pasif hareketli olmasina ragmen, disi lireme sisteminde karsilasacagi
engelleyici faktorlerin iistesinden gelmek i¢in hiperaktif hareketli faza ge¢mesi
gerekmektedir. Sperm hareketliligi, bliylik Olclide c¢esitli metabolik yolaklara ve
diizenleyici mekanizmalara baglidir. Spermlerin birakildig1 disi iireme sistemi, bu
yolaklarin aktiflesmesi i¢in ideal sartlara sahiptir (Visconti, vd., 2002). Spesifik gen
kusurlart ve bu faktorlerin herhangi birisinde gdzlenen anormallikler, zayif sperm
hareketliligine ve dolayisiyla infertilite problemiyle kars1 karsiya kalinmasina neden

olabilir.
2.6.1. Sperm Motilitesinin Diizenlenmesinde Rol Alan Faktorler

Kalsiyum yolag: ve siklik adenozin monofosfat (cAMP) bagimli protein kinaz
veya protein kinaz A (PKA) yolagi, sperm hareketliliginin diizenlenmesinde yer alan
iki onemli metabolik yolaktir (Darszon, vd., 2001; Darszon, Lopez-Martinez, vd.,
2006). Bu yolaklarin isleyisinde, kalsiyum iyonlari, ¢6ziilebilir adenil siklaz (sAC),
bikarbonat iyonlari, farkli membran kanallar1 ve fosforilasyon olaylari 6nemli roller
oynar. Fertilizasyon i¢in spermin kapasitasyonundan, hiperaktivitesinden ve akrozom

reaksiyonunun gerceklesmesinden sorumludurlar.

Kalsiyum, fertilizasyondan &nceki olaylarda, spermin motilitesinde,
kemotaksisinde, hiperkativasyonunda ve akrozom reaksiyonlarinda merkezi bir rol
oynar. Kalsiyumun insan sperm hareketliliginde en ¢ok tanimlanan rolii, sAC’nin
aktivasyonudur. Kalsiyum sinyal inhibisyonunun erkek subfertilitesi ile iligkili oldugu

gosterilmistir (Espino, vd., 2009).

Insan sperminde ortalama bazal Ca* seviyesi 100-200 nM civarinda tutulurken,
hiicre dis1 ortamda Ca®" seviyesi 1 ile 2 mM arasinda degisir (Wennemuth, vd., 2000).
Kalsiyum konsantrasyonundaki bu farklilik, ATP tiiketimi ile ¢alisan ve Ca®* akisin
digar1 dogru diizenleyen bir Ca?"-ATPaz pompasi ile gergeklestirilir (DasGupta, vd.,
1994; Miki, vd., 2002). Insan spermini, epididimis ve vas deferensin kaudal kisminda
bazal hareketlilik durumunda tutan mekanizma diisiik Ca?* konsantrasyonudur. Diisiik
hiicre i¢i Ca®" konsantrasyonlarinda, kuyruk simetrik olarak salinim yapar, ancak aktif
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spermde (Ca?" 10-40 nM) Ca?* seviyeleri yiikseldiginde, dalga formu daha asimetrik
hale gelir ve sperm hiperaktif hale gelir (Ca?* 100-300 nM) (Suarez, 2008; Suarez, vd.,
1993). Disi tireme yolunda ise, spermin hiperaktif motil faza gegebilmesi i¢in Ca**

konsantrasyonu artar (Kirichok ve Lishko, 2011).

Kalsiyum ayrica, dynein kaynakli mikrotiibiil hareketliliginin diizenlenmesinde
rol oynar (Smith, 2002). Kalmodulin, anahtar aksonemal Ca?' sensoriidiir ve
kalmodiiline bagimli kinaz bu Ca?" sinyal mekanizmasini diizenleyebilir. Sperm
aksoneminde lokalize olan bu kompleksler, merkezi ¢ift kompleksi ve radyal
parmakliklar tarafindan diizenlenir. Kalmodulin, protein kinazlar, fosfatazlar, ve sAC

ile dogrudan etkilesim yoluyla motiliteyi diizenler (Xie, vd., 2006).

Ca*"’nin insan spermine transferi birkag 6zel mekanizma tarafindan desteklenir.
Membran gegirgenliginde artis (Li, vd., 2014), depolarizasyon (Patrat, vd., 2000),
Ca’*-ATPaz pompasmin inhibisyonu ve voltaja bagli kalsiyum kanallarmimn

(VOCC’ler) aktivasyonu kalsiyum gecisinin ana diizenleyicileridirler.
2.6.2. CatSper Kalsiyum Kanallar1

Spermde Ca®* akis1 igin bilinen ana mekanizma, 2001 yilinda Ren ve arkadaslari
tarafindan tanimlanan CatSper kalsiyum kanallaridir (Ren, vd., 2001). CatSper
kalsiyum kanallari, alkalilestirmeyle aktive olan, sperme kalsiyum girigine aracilik
eden, spermin hiperaktive edilmis hareketliligi ve erkek dogurganligi i¢in gerekli olan
sperme Ozgii bir katyon kanalidir. Kalsiyum kanallariin arastirildigi ¢alismalarda,
sadece testiste ifade edilen bir ¢cDNA tanimlanmistir. CATSPER geni, sperm
hiicrelerinin kuyrugunda bulunan bir proteini tiretmek i¢in talimatlar saglar ve yalnizca
testiste ifade edilen 686 amino asitlik bir proteini kodlar. Iimmiinofloresan boyamasi
yapilarak CATSPER ifadesinin sperm kuyrugunun ana parcasi i¢inde gerceklestigi
tespit edilmistir (Qi, vd., 2007; Strunker, vd., 2011). CATSPER kompleksi;
CATSPERI1, CATSPER2, CATSPER3 ve CATSPER4 olmak tlizere 4 ana birim ve
CATSPERB ve CATSPERG olmak tiizere 2 alt birim i¢ermektedir (Xia ve Ren, 2009).
Genomik dizi analizi ile kromozomal lokasyonu 11ql3.1 olarak tanimlanmigtir
(Avenarius, vd., 2009). CATSPERI geni 12 adet kodlama yapan ekzon icermektedir.
Sperm hiicre zara gomiilii CATSPER1 proteini, hiperaktif hareketlilik i¢in pozitif
yiiklii kalsiyum katyonlarmin hiicreye girmesini saglar. Bununla birlikte CATSPER1
proteini, sperm hiicrelerinin fertilizasyon sirasinda yumurta hiicresinin dis zarindan
geemesi i¢in de gereklidir.
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Insan CatSper aktivasyonu esas olarak hiicre dis1 progesteron, prostaglandinler
ve alkali bir ortam (artan HCO3™ konsantrasyonlari ile olusur) tarafindan tetiklenir
(Lishko, vd., 2011; Strunker, vd., 2011). Fakat bu mekanizma farelerde ve diger
tiirlerde goziikmez. Bu durum, muhtemelen tiirler arasi fertilizasyonu 6nlemek i¢in
insanlara 6zgii bir Ca?" transfer mekanizmasinin var oldugunu gostermektedir (Lishko,
vd., 2011; Strunker, vd., 2011). CatSper, spermin bas bdlgesinde yer almamasina
ragmen Ca?" konsantrasyonunu artirarak akrozom reaksiyonunda muhtemel bir rol
iistleniyor olabilir (Olson, vd., 2010). Ayrica, disi lireme sisteminde bulunan bir grup
koku molekiiliiniin CatSper’i aktive ettigi ve spermin oosite dogru kemotaksisine

neden olduguna dair bulgular mevcuttur (Brenker, vd., 2012).
2.6.3. AKAP4 Etkinligi

Hiperaktiviteyi kontrol eden, Ca?" ve HCO;3™ konsantrasyonlaria biiyiik 6lgiide
bagimli en iyi bilinen yolak sAC/cAMP/PKA yolagidir. cAMP’nin hiicre i¢i seviyesi,
pirofosfat salim1 altinda ATP’nin cAMP’ye molekiil i¢i siklizasyonunu katalize eden
sAC’ler tarafindan kontrol edilir (Suarez, vd., 1993). Sperme 6zgii sSAC, guanozin-5’-

trifosfat ile etkilesime girmemekte, aktivasyonu i¢in HCO;~ ve Ca?"

ya
baglanmaktadir (Visconti, vd., 2011). Aktive olduktan sonra, adenozin monofosfati
3'5’-cAMP’ye doniistiiriir. cAMP’deki artis, cAMP’ye bagl bir serin/treonin kinaz
olan PKA’y1 aktive eder (Signorelli, vd., 2012). PKA’nin inhibisyonu tirozin
fosforilasyonundaki bir azalma ile iliskili oldugundan, PKA’nin tirozin kinazlari
hedefledigi ve aktive ettigi bilinmektedir (Naz ve Rajesh, 2004).

Insan sperminde fibroz kilifta lokalize olan, Ca?*

baglayict ve tirozin
fosforilasyonuyla diizenlenen AKAP’ler, kapasitasyon sirasinda belirgin bir sekilde
tirozinle fosforillenir (Ficarro, vd., 2003; Mandal, vd., 1999; Naaby-Hansen, vd.,
2002). Tirozin fosforilasyonu gergeklesmeyen hareketsiz sperm, kapasitasyon
yeteneginden yoksundur. Bu durum, spermin kapasitasyonu indiikleyen uyaranlara

yanit verme yetenegini bozar ve degisen sperm membran lipid bilesimi ile iligkilidir

(Buffone, vd., 2005; Yunes, vd., 2003).

Spermde PKA tipik olarak AKAP’lara baglidir. Bu durum, PKA’y1 spesifik
hiicre alt1 bolgelerine hedefler ve substratlarini tanimlamak i¢in bir mekanizma saglar
(Harrison, vd., 2000). AKAP’lar PKA’y1 sabitlemesinin yani sira, sperm iginde
sinyallesme mekanizmalar1 igin gerekli olan makromolekiiler komplekslerden
fosfatazlar1 ve diger kinazlar1 katlayabildigi gosterilmistir (Harrison, vd., 2000).
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cAMP’ye bagimli yolak, PKA aktivitesinin uyarilmasiyla protein tirozin
fosforilasyonunu diizenleyebilir. Cilinkii PKA, sperm hareketliliginde rol oynayan bazi

ara tirozin kinazlar1 aktive eder (Bajpai ve Doncel, 2003; Luconi, vd., 2005).

Insan sperminde bir kinazin (Pls-kinaz) varhi@ ve aktivitesi gosterilmistir.
Bunun inhibisyonunun, hiicre i¢ci cAMP seviyelerinde ve AKAP3 proteininin tirozin
fosforilasyonunda artisa neden oldugu tespit edilmistir. Bu durum, PKA’nin motilite
icin 6nemli olan AKAP3’e baglanmasiyla sonuglanmaktadir. Bu sonuglar, AKAP3’lin
tirozinin fosforile edilmis formu ile etkilesim yoluyla PKA’nin sperm kuyruklarina
hedeflenebilecegine dair bir dogrulama saglamaktadir (Luconi, vd., 2004). AKAP
iskelet proteinleri, fosforilasyon ve defosforilasyon olaylarini koordine etmek igin
uygun substratlarla, protein kinazlar ve fosfatazlar gibi enzimleri ayirdiklarindan
sperm hareketliligini diizenlemede ¢ok &nemlidirler (Luconi, vd., 2011). Insanlarda
AKAP3 ve AKAP4, cAMP’ye bagimli PKA’y1 sabitleyen en bol yapisal fibroz kilif
proteinleridir (Eddy, vd., 2003).

AKAP’lar sperm kuyrugunda belirgin bir role sahiptir. AKAP4 fibroz kilifin ana
bilesenidir. AKAP4 geninin susturuldugu ¢aligsmalarda, sperm sayilar1 normal olarak
gozlenir, fakat sperm progresif hareket kabiliyetine sahip olamaz ve genellikle fibroz

kilifla iligkili olan PKA gibi proteinlerden yoksundur (Miki, vd., 2002).

2.7. Hiicre I¢i Kalsiyum Oraninin Degerlendirilmesi

Hiicre igi serbest Ca?* konsantrasyonu, membranda yer alan reseptor-aracili veya
voltaj bagimli kanallar araciligi ile bu iyonun gegcisinin kontrolii veya hiicre i¢i
depolardan Ca?"* saliverilmesi ile kontrol edilir (Clapham, 2007). Kalsiyum
kanallarinin etkinliginin ve kalsiyum sinyal mekanizmasiin 6nemli bir rolii sperm
kapasitasyon asamasinda ortaya ¢ikar. Bagarili fertilizasyon igin Ca*" sinyal yolaklari
cok onemlidir. Spermde, CatSper yoluyla hiicre i¢i Ca’** seviyesinin artmasinin
neticesinde kapasitasyon, motilitenin hiperaktivasyonu ve akrozom reaksiyonunun
tetiklenmesi gergeklesir. Spermlerin aktiflesmesi ve kapasitasyon asamalari Ca®*

bagiml gelisir (Clapham, 2007).

Floresan belirtecler yardimiyla hiicre 1i¢i kalsiyum konsantrasyonu
spektrofotometrik olarak tayin edilebilmektedir (Malone, vd., 2007). Kalsiyum
gortintiileme teknikleri, Ca?" iyonlarinin baglanmasina cevap olarak spektral
ozelliklerini degistiren kalsiyum gosterge boyalarindan yararlanir. Oran-metrik
kalsiyum gostergelerinden birisi olan Fura-2-asetoksimetil ester (Fura-2 AM), Fura-
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2’nin membrandan gecebilen ve invazif olmayan bir tiirevidir. Fura-2 AM hiicre zarini
gectikten sonra, sitoplazmik bir enzim olan esterazlar asetoksimetil grubunu ayirir ve
kalsiyum ile Fura-2’nin baglanmasi gergeklesir. Ca** ile baglanan Fura-2 AM
maksimum 330 nm’de uyarilirken, Ca?" ile baglanmayan Fura-2 AM maksimum 370
nm’de uyarilma gosterir. Her iki durumda da emisyon maksimum 520 nm’de
gerceklesir. 330 nm/520 nm ve 370 nm/520 nm oranlari, hiicre i¢i Ca?>" miktar ile
dogrudan iliskilidir.

2.8. SYBR Green ile Kantitatif Real-Time PCR

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (kantitatif PCR, qPCR) genellikle
gen ifadesini 6l¢mek i¢in kullanilir. Gen ifadesindeki kiigiik degisiklikleri tespit etmek
icin mikrodizileme yonteminden daha hassastir ve kiiglik gen alt kiimelerinin ifade

analizleri i¢in ¢ok uygun bir yontemdir.

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ifadesi ilk olarak 1985 yi1linda DNA’nin yeni
bir enzimatik amplifikasyonunu agiklayan bir makalede kullanild1 (Saiki, vd., 1985).
Fakat, PCR’nin rutin kullanimmi miimkiin kilan en O6nemli yenilik, Thermus
aquaticus’tan izole edilen termostabil polimerazin kullanilmasiyla gerceklesti (Saiki,
vd., 1988). Primerler, DNA polimeraz, niikleotidler, spesifik iyonlardan olusan genel
PCR protokolii, DNA’nin denatiirasyonu, primerlerin baglanmasi ve yeni ipligin
uzamast agamalarini igeren dongiilerden olusur. PCR yontemi kullanimindaki en
onemli doniim noktalarindan birisi, floresan isimalarinin tespiti yoluyla gergek
zamanli olarak DNA amplifikasyonunun izlenmesi kavramimin one siirilmesi
olmustur (Higuchi, vd., 1992; Holland, vd., 1991). qPCR yonteminde, floresan her
dongliden sonra Olgiiliir ve floresan sinyalin yogunlugu belirli bir zamanda
numunedeki anlik DNA amplikon miktarim yansitir. ilk déngiilerde floresans arka
plandan ayirt edilemeyecek kadar diisiiktiir. Bununla birlikte, floresans yogunlugu
saptanabilir seviyenin {izerine ¢iktiginda, orantili olarak numunedeki sablon DNA
molekiillerinin baslangi¢ sayisina karsilik gelir. Bu nokta kantifikasyon dongiisti (Cq)
veya dongii esigi (Ct) olarak adlandirilir ve olusturulan bir kalibrasyon egrisine gore
numunedeki hedef DNA’nin mutlak miktarinin belirlenmesine olanak saglar. Bilinen
konsantrasyonlar veya kopya numaralar1 ile seri olarak seyreltilmis standart
numunelerden (genellikle ondalik diliisyonlar) olusturulan bir kalibrasyon egrisine
gore numunedeki hedef DNA’nin mutlak miktarinin belirlenmesine olanak saglar

(Bustin, vd., 2009; Kubista, vd., 2006).
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qPCR, her numuneyi bilinen bir dalga boyunda bir 151k demeti ile aydinlatma ve
uyarilmis florofor tarafindan yayilan fliioresani tespit etme kapasitesine sahip termal
dongii cihazinda gergeklestirilir. Termal dongii cihazi, 6rnekleri hizli bir sekilde
1sitabilir ve sogutabilir, boylece niikleik asitlerin ve DNA polimerazin fizikokimyasal

ozelliklerinden faydalanilarak reaksiyonun gerceklesmesi saglanir.

PCR dongiileri, degisken sicakliklarda gerceklesen 35-45 dongiiden olusur. Bu
dongiiler; 95°C’de niikleik asidin ¢ift zincirinin ayrildig1 denatiirasyon asamasi, 50-
60°C arasinda spesifik bir sicaklikta pimerlerin DNA sablonu ile baglandigi baglanma
asamas1 ve 68—72°C arasinda DNA polimeraz ie yeni iplik¢ik sentezinin gerceklestigi
uzama agamasi olmak {izere baslica 3 ana dongiliden olusur. Bu asamalarda sicakligin
ve siirenin belirlenmesi, kullanilan enzim, primerlerin baglanma sicakligi (Tm),
deoksiriboniikleotitlerin (ANTP’ler) konsantrasyonu, iyon konsantrasyou gibi bir¢cok
parametrenin  birlikte  degerlendirilmesiyle  gerceklestirilen  optimizasyon

caligmalarinda gerceklestirilir.

SYBR Green, yalnizca ¢ift sarmalli DNA’ya (PCR fiiriinii) baglandiginda
floresan 1s1mas1 yapan ve PCR iiriin miktarinin dl¢iilmesini saglayan ¢ift iplikli DNA
(dsDNA) baglayict boyadir. Amplifikasyon ilerledik¢e, DNA {iriiniiniin miktar1 artar
ve dolayisiyla DNA’ya entegre olan SYBR Green molekiillerin sayisi artar.
Floresanstaki artig biriken {iriin miktar ile orantili oldugundan, SYBR Green qPCR
bagil DNA o6l¢iimii i¢in kullanilmaktadir. SYBR Green boyasinin primer tasarimi
esnasinda primere dahil edilme mecburiyeti bulunmamaktadir. Bu durum, primer
tasarimini basitlestirir ve 6zellikle bizim ¢alismamizda da oldugu gibi, her reaksiyon
icin farkli bir prob gerektiren birden fazla geni test ederken deneysel maliyetleri
azaltir. SYBR Green boyast 494 nm’de absorbe edilir ve 521 nm’de emisyon
gerceklestirir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Gruplarin Olusturulmasi ve Calisma Dizaym

Bu calisma, Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan amag, gere¢, yaklasim ve yontem parametreleri agisindan incelenmis,
13/06/2019 tarihli kurul karari ile gerceklestirilmesinin uygun olacagma karar
verilmistir (Ek 1). %95 giliven araligt ve %80 gii¢ testi referans alinarak
gerceklestirilen gii¢ analizi neticesinde, ¢caligmamiza her grupta 10 goniillii olacak
sekilde toplam 40 goniillii erkek hasta dahil edildi. Calisma kapsaminda, Ondokuz
Mayis Universitesi Tip Fakiiltesi Tiip Bebek Merkezine basvuran, daha dnce infertil
durum ile ilgili tam almis olan, DSO &lgiitlerine gére (WHO, 2010) sperm
hareketliliginde azalma sorunu yasayan (astenozoospermik) 10 olgu, hem sperm
sayisinda hem de sperm  hareketliliinde azalma sorunu yasayan
(oligoastenozoospermik) 10 olgu, hem say1, hem hareket, hem de morfolojik yonden
normal degerlerin altinda spermlere sahip (oligoastenoteratozoospermik) 10 olgu
olmak iizere 3 deney grubu ile normal simirlar icerisinde degerlere sahip
(normozoospermik) 10 olgunun dahil oldugu 1 kontrol grubu olmak iizere toplam 40
olgu ¢alismaya dahil edildi. Bu olgulardan alinan semen ve kan 6rnekleri lizerinde
aragtirma yapildi. Caligmaya katilma kriterlerine uygun olan olgularla birebir
goriisiilerek ¢aligma hakkinda detayli bilgilendirme yapildi ve ¢aligmaya katilmaya
kabul eden olgular bilgilendirilmis goniilli olur formunu doldurdu ve imzaladilar (Ek

2). Calisma dizayni Sekil 3.1°de sematize edilmektedir.

Olgularin c¢aligmaya dahil edilmesinde gz onilinde bulundurulan kriterler
sunlardir;

*En az 12 aylik diizenli korunmasiz cinsel iliski sonucunda gebelik
gerceklestiremeyen,

* 18-40 yas arasinda olan

* Fertilite yoniinden kadin (es) faktorii olmayan,

* Sperm sayist 1 milyonun altinda olmayan,

* Cinsel perhiz siiresi 2 giinden az veya 7 giinden fazla olmayan,

* Herhangi bir bilinen saglik sorunu, tirogenital veya genetik hastaligi olmayan,

» Siirekli kullandig1 bir ilact olmayan ve yakin zamanda sperm parametrelerini

etkileyebilecek bir ila¢ kullanmayan,

* Erkek faktorii nedeniyle ge¢gmiste herhangi bir tedavi almamis veya ameliyat

37



gecirmemis olan,
* Kronik olarak sigara, alkol ve bagimlilik yapan madde kullanmayan ve bunlara

bagimlilig1 olmayan erkekler ¢calismaya dahil edilmistir.

Yukaridaki 6lgiitlere uyan ve ¢aligmaya dahil olan olgulardan mastiirbasyon
yolu ile semen drnekleri topland1 ve ayrica her olgudan 1 ml kan 6rnegi alindi. Gruplar,
normozoospermik (NZ), astenozoospermik (AZ), oligoastenozoospermik (OAZ),
oligoastenoteratozoospermik (OATZ) seklinde olusturuldu. KP-13 uygulanan
gruplarin isimlendirmesinde, her grup isminin sonuna K harfi eklenmistir (NZK, AZK,
OAZK, OATZK).

40 goniilliiniin ¢ahymaya
dahil edilmesi

DSO élgiitlerine gore bazal
sperm parametrelerinin
degerlendirilmesi

Semen drneklerinin

Kan drneklerinin toplanmas P —

Seminal plazmanin
izolasyonu

Spermlerin semenden
ayngtinlmas:

Serum izolasyonu

Kisspeptin miktarimn ELISA
yontemi ile tayini

Orneklere in-vitro ortamda
KP-13 uygulanacak

Ornekler in-vitro ortamda
tutulacak

KISS1, KISSIR, CATSPERI,
AKAP4 gen ifadelerinin
analizi

KISS1, KISSIR, CATSPERI,
AKAP4 gen ifadelerinin
analizi

Hiicre i¢i kalsiyum
degigiminin degerlendirilmesi

Hiicre i¢i kalsiyum
degigiminin degerlendirilmesi

Floresan atagmanh lazer Floresan atagmanh lazer
Spektroflurometrik analiz taramah konfokal mikroskop Spektroflurometrik analiz [taramah konfokal mikroskop
ile analiz ile analiz

Sekil 3.1. Calisma basamaklarinin sematize edilmesi
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3.2. Semen Orneklerinin Analizi

Toplanan semen Ornekleri 37°C’deki likefaksiyonun ardindan isleme alindi.
Tiim 6rnekler, DSO (2010) dlgiitleri dogrultusunda rutin spermiyogram analizine tabi
tutuldu (Tablo 3.1).

Semen numunesi, spermin siispansiyonda ¢okmesine firsat birakilmadan iyice
karistirilarak cam lam iizerinde 10 ul hacimle yayilarak lamelle kapatildi. Orneklenen
semen lam ve lamel arasinda yayildiktan hemen sonra degerlendirme yapildi. Faz
kontrast mikroskop altinda (Olympus, BX-52) x400 biiylitmede, sperm agregasyonu,
agliitinasyonu ve sperm hiicresi haricindeki farkli hiicre tiplerinin varligi gézlemlendi.
Her bir numunede, en az 5 alanda ortalama 200 sperm, hareketlilik kabiliyetlerine gore
kategorilere ayrilarak degerlendirildi. Dogrusal veya genis bir daire ¢izerek hizdan
bagimsiz siirekli hareket eden spermler ileri hareketli (progresif motilite), kiiciik
daireler ¢izerek yalnizca kuyrugun kamgcisal hareketin gbzlendigi spermler yerinde
hareketli (non-progresif motilite) ve hareket gozlenmeyen spermler hareketsiz

(immotil) olarak siiflandirildi.

Birim semen hacmindeki sperm sayisini gdsteren sperm konsantrasyonundan
yola ¢ikilarak, sperm konsantrasyonunun semen hacmiyle carpimi sonucu ejakiilat
icindeki toplam sperm sayis1 hesaplandi. Semen 6rnegi, likefaksiyon sonrasit semen
hemositometre kamarasina konuldu ve her olguya ait semenden alinan iki drnekte en
az 400 sperm sayildi. Mililitredeki sperm konsantrasyonu ve her olguya ait ejakiilattaki

toplam sperm sayis1 hesaplandi.

Bu parametrelerin haricinde, sperm canlilifi, semen rengi ve viskozitesi, sperm
morfolojik yapisi ve sperm harici hiicre sayist degerlendirildi. Anormal sperm
morfolojisi, bag defektleri, boyun ve orta parca defektleri, ana parca defektleri ve asir

rezidiiel sitoplazma varlig1 gozlemlenerek gerceklestirildi.

Tablo 3.1. Normal sperm analizinde kullanilan DSO referans &lgiitleri tablosu (DSO, 2010)

Semen Ozellikleri DSO 2010
Hacim (ml) >15
Sperm sayis1 (10%/ml) >15

Total sperm sayis1 (10°) >39

Total motilite (%) >40
Progresif motilite (%) >32 (atb)
Canlilik (%) >58
Morfoloji (%) >4
Lokosit sayist (10%ml) <1,0

a: hizli, progresif motilite
b: yavas, progresif motilite
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3.3. Serum ve Seminal Plazma Orneklerinin Biyokimyasal Analizi
3.3.1. Reaksiyon Malzemelerinin Hazirlanmasi

KISS1 konsantrasyon tayini i¢in rekabete dayali (Makarananda, vd., 1998)
enzim bagli immiinosorbent deney (ELISA) prensibi ile tasarlanmis olan insan KISS1
ELISA kiti (Elabscience, USA, lot no: E-EL-H5618) kullanildi. Kit ile birlikte temin
edilen mikroplaka, insan KISS1 proteini ile kapli olarak gelmistir. Islemden 30 dakika
once tiim ornekler -20°C’den ¢ikarilarak ¢6zdiirtildii. Reaksiyonun gerceklestirilmesi
icin gerekli olan soliisyonlar kit ile birlikte gelen protokole uygun olarak oda

sicakliginda hazirlandi (Sekil 3.2).

30 ml konsantre yikama soliisyonu 720 ml distile su ile karigtirilarak 750 ml’lik
yikama soliisyonu hazirlandi. Standart olarak kullanilmasi i¢in kimyevi toz halinde
gelen KISS1 proteini lizerine 1 ml referans standart ¢oziiciisii eklendi ve yaklagik 10
dakika kadar tozun ¢ézlinmesi beklendi. Siire sonunda hazir hale gelen 4000 pg/ml’lik
konsantre standart yedi farkli eppendorf tiipe standart serisi olarak kullanilmak tizere
sirastyla diliie edildi. Ik olarak 1 ml’lik 4000 pg/ml konsantrasyondaki standart
cozeltisinden 500 pl alinarak bos bir eppendorf tiipe aktarildi ve bu tiipe 500 pl referans
standart ¢oziiciisii eklendi. Boylelikle 2000 pg/ml konsantrasyondaki ikinci standart
cozeltisi elde edilmis oldu. Daha sonra 1 ml’lik 2000 pg/ml konsantrasyondaki standart
cozeltisinden 500 pl alinarak bagka bir bos eppendorf tiipe aktarildi ve bu tiipe 500 pl
referans standart ¢oziiciisii eklendi. Boylelikle 1000 pg/ml konsantrasyondaki ikinci
standart ¢ozeltisi elde edilmis oldu. Bu islem sirasiyla 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125
pg/ml, 62,5 pg/ml ve KISS1 bulundurmayan blank ¢ozeltisi hazirlanana kadar ayni
sekilde devam etti. 62,5 pg/ml’lik konsantrasyonun bulundugu tiipten, blank olarak
tayin edilen ve icerisinde sadece referans standart ¢oziiciisii bulunan tiipe aktarim

yapilmadi.

Standart ¢ozeltilerin hazirlanmasini takiben, reaksiyon esnasinda kullanilacak
diger c¢ozeltilerin hazirliklarina baglandi. Konsantre (x100) biotinli tespit Ab ¢alisma
soliisyonu, bu soliisyona 6zgii ¢ozdiiriicii ile her kuyucuga 50 pl konulacak sekilde, x1
oraninda 700 pl toplam hacimde hazirlandi. Konsantre (x100) horseradish peroksidaz
(HRP) konjugat ¢alisma soliisyonu, bu soliisyona 6zgii ¢ozdiiriicii ile her kuyucuga

100 pl konulacak sekilde x1 oraninda toplam hacim 1200 ml olacak sekilde hazirlandi.
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50 pl hacminde standart ve 6rnekler kuyucuklara yiiklenir. Kuyucuklara
50 pl biyotinli Ab tespit ¢alisma soliisyonu eklenir. Ornekler 45 dakika
37°C’de etiivde inkiibasyona birakilir

Kuyucuklarda bulunan siv1 aspire edilir ve kuyucuklar 3 kere yikanir.

-

Kuyucuklara 50 pl hacminde HRP konjugat soliisyonu yiiklenir. Ornekler
30 dakika 37°C’de etiivde inkiibasyona birakilir

—

Kuyucuklarda bulunan siv1 aspire edilir ve kuyucuklar 5 kere yikanir.

-

Kuyucuklara 90 pl hacminde substrat reaktifi yiiklenir. Ornekler
15 dakika 37°C’de etiivde inkiibasyona birakilir

pu—-

Kuyucuklara 50 pl reaksiyonu durdurma soliisyonu yiiklenir. Ornekler
hemen 450 nm'de mikroplaka okuyucuda okutulur.

-

Logaritmik standart egrisi hesaplamr. Tiim veriler egriden elde edilen
referans degerlere gore hesaplanir.

Sekil 3.2.  Reaksiyonun hazirlanmasinda kullanilan protokol
3.3.2. Reaksiyonun Gerceklestirilmesi

Standart sollisyonlar1 ve her gruba ait semen ve serum 6rnekleri duplike olacak
sekilde kuyucuklara yerlestirildi. Takiben, biitiin kuyucuklara 50 pl biyotinli Ab tespit
caligma soliisyonu aktarildi. Reaksiyon sirasinda, numune veya standarttaki KISS1
proteinleri ve mikroplaka iizerine iglenmis KISS1 proteinleri, insan KISS1’ine 6zgii
biyotinli Ab tespit soliisyonu ile etkilesime girmek icin rekabete girer. Bu reaksiyonun

gergeklesmesi i¢in mikroplaka 45 dakika 37°C’deki etlive kaldirildi. Siire sonunda
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mikroplaka ters cevrilerek igindeki soliisyonlar bosaltildi. Fazla konjugat ve
baglanmamis numune veya standartlar 350 pl yikama soliisyonu ile {i¢ kere yikanarak
mikroplakadan uzaklastirildi. 100 pl HRP’ye konjuge edilmis avidin g¢aligma
sollisyonu her kuyucuga eklenerek 30 dakika 37°C’deki etiivde bekletildi. Takiben
mikroplakadaki soliisyonlar bosaltildi ve bes kere 350 upl yikama soliisyonu ile
kuyucuklar yikandi. Daha sonra, 1siktan uzak bir ortamda her kuyuya 90 pul TMB
substrat soliisyonu eklendi ve 151k gegirmeyen bir pakete yerlestirilerek 15 dakika
37°C’deki etiivde bekletildi. Bu asamada, enzim-substrat reaksiyonlar1 neticesinde
kuyucuklarda meydana gelen renk degisimi gdzlenerek, reaksiyon siiresinin

giincellenmesi noktasinda bir 6ngorii saglandi (Sekil 3.3).

£}

al

REACTATTAFTACTAT AT /MR

Sekil 3.3.  Substrat soliisyonunun eklenmesiyle kuyucuklarda reaksiyon baslar (A). Mikroplaka
etlivde 15 dakika inkiibe edildikten sonra, KISS1 konsantrasyonlartyla ters orantili bir
sekilde kuyucuklarda renk degisimi olusur (B). Durdurma soliisyonu eklenmeden ve
eklendikten sonra 6rneklerde gézlenen renk degisimlerinin gosterimi (C)
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Enzim-substrat reaksiyonu, durdurma soliisyonun eklenmesiyle sona erdirildi.
Kuyucuklardaki protein konsantrasyonu spektrofotometrik olarak 450 nm+2 nm dalga
boyunda 6l¢iildii. Olgiim, Ondokuz May1s Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya
Anabilim Dali biinyesinde bulunan mikroplaka absorbans okuyucu (Sunrise, Tecan

Trading Ag, Mannedorf, Switzerland) kullanilarak ger¢eklestirildi (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. 450 nm’de spektrofotometrik analize hazir mikroplaka ve mikroplaka okuyucu cihazi
(Sunrise, Tecan Trading Ag, Mannedorf, Switzerland), Tibbi Biyokimya Anabilim Dali,

Ondokuz May1s Universitesi

Bos kuyucuga ait olan degerlerin ortalamasi tiim diger kuyucuklara ait
degerlerden cikartildi. Biitiin veriler, GraphPad Prism programi (Versiyon 8.0.0, Mac,
GraphPad Software, San Diego, California ABD) simple logistic regression testi
kategorisine aktarildi. Sigmoidal, 4PL, x (konsantrasyon) parametresi uygulanarak
standartlarin degerlerine gore dort parametreli lojistik egri olusturuldu. Standartlarin
konsantrasyonu ile elde edilen egri ile numunelerin konsantrasyonu ile karsilagtiriimak
tizere kuyucuklarda bulunan orneklerin konsantrasyonu tespit edildi ve veriler

istatiksel olarak analiz edildi (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5.  Standart 6rneklere ait logaritmik standart egrisi grafigi
3.4. Sperm Orneklerine KP-13 Uygulanmasi

Literatiirde, KISS1 tiirevleri olan KP-54, KP-14, KP-13 ve KP-10’un aym
diizeyde etkinlik gosterdigi ifade edilmektedir (Kotani, vd., 2001). Pinto, vd., (2011),
caligmasinda sperm hiicrelerine KP-13 uygulamis ve optimum etkiyi 10 uM dozda
elde etmistir (Pinto, vd., 2012). Bu sebeple, ilgili ¢alisma referans alinarak semenden
ayristirilan sperm Ornekleri dorde boliindii. Her olguya ait drneklerin yarist hiicre ici
kalsiyum analizleri i¢in ayrilirken, diger yaris1 gen ifade analizleri i¢in hazirlandi. Gen
ifade analizi gerceklestirilecek Orneklerin yarisina 10 uM KP-13 (sc-15400, Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA, diluasyon 1:400) uygulanirken, érneklerin
diger yarisina herhangi bir uygulama yapilmadi. Tim Ornekler, 24 saat siireyle

37°C’de etilivde bekletildi.
3.5. Sperm Hiicre I¢ci Kalsiyum Konsantrasyonunun incelenmesi

Sperm orneklerinde, KP-13 uygulama oncesi ve uygulama sonrasi olmak {izere
her grupta hiicre i¢i Ca** konsantrasyonundaki degisiklikler incelendi. Sonuglarin
dogrulugunu ve giivenilirligini arttirmak amaciyla iki farkli 6l¢iim yontemi kullanildi
ve tiim Ol¢limler duplike edilerek sonuglar istatiksel olarak analiz edildi.

3.5.1. Floresan Spektrofotometre ile Ca>* Oranlarimin Incelenmesi

Calismamizda, hiicre i¢i serbest kalsiyum konsantrasyonunun tespiti
Grynkiewcz, vd., (1985)’in uyguladigi protokole uygun olarak gerceklestirildi
(Grynkiewicz, vd., 1985).
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Konsantre toz olarak temin edilen 1 mg Fura-2 AM (CAS 108964-32-5, Santa
Cruz, USA), 1 ml dimetil siilfoksit (DMSO; Sigma-Aldrich, Almanya) ile
cozdiiriilerek ImM’lik konsantrasyonda stok soliisyon hazirlandi. Stok soliisyon
kademeli olarak diliie edilerek 20 mM’lik calisma soliisyonii hazir hale getirildi.
Sperm Ornekleri (10%/ml) kalsiyum bulundurmayan medyum (Sigma-Aldrich,
Almanya) ile yikama islemlerini takiben 37°C’de 30 dakika bekletildi. 100 pl sperm
ornegi ependorf tiipe aktarildi ve 10 pl 20 uM Fura-2 AM ile 37°C’de 60 dakika inkiibe
edildi. Hiicre dis1 ekstra Fura-2 AM’nin uzaklastirilmast i¢in sperm hiicreleri her
defasinda kalsiyum bulundurmayan medyum ile yikanarak 2 defa 200xg’de 10’ar
dakika santrifiije edildi. Silipernatan atildiktan sonra, O&rnekler kalsiyum

bulundurmayan medyum ile yavasca siispanse edildi.

Stispanse edilen 6rnekler plakaya yerlestirildi ve floresans spektrofotometresine
(Cary Eclipse, Agilent Technologies, Japonya) okuma i¢in yerlestirildi (Sekil 3.6). 370
nm eksitasyon ile 520 nm emisyon ve 330 nm eksitasyon ile 520 nm emisyon olmak
iizere, daha dnce cihaz yazilimina dalga boylarinin kaydedildigi program ¢ercevesinde
orneklerin okunmasi gerceklestirildi. Elde edilen veriler excell dosya formatinda
bilgisayardan alindi ve en iyi eksitasyon ve emisyonun gerceklestigi dalga boylari
tekrar kontrol edildi. Daha sonra 520 nm/330 nm ve 520 nm/380 nm oranlari

hesaplanarak gruplar arasi hiicre i¢i kalsiyum yogunluklar1 karsilastirildi.

Sekil 3.6.  Floresan spektrofotometrik analizlerin ger¢eklestirildigi cihaz (Cary Eclipse, Agilent
Technologies, Japonya), DAYTAM, Atatiirk Universitesi, Erzurum

45



3.5.2. Floresan Atagmanh Konfokal Mikroskop ile Ca?* Oranlarmin

incelenmesi

Floresan spektrofotometre ile elde edilecek verileri dogrulamak ve tek hiicre
bazinda sonuglar elde ederek sonuglarin giivenilirligini arttirmak amaciyla, sperm ici
kalsiyum oranlarindaki degisim floresan atagmanli lazer taramali konfokal mikroskop
yardimu ile tayin edildi (Wood, vd., 2003; Yamazaki, vd., 2016). Ornekler Fura-2 AM
ile muamele edildikten sonra 10 pl hacminde 6rnek bir lam {iizerinde yayilarak
konfokal mikroskop tablasina yerlestirildi. Floresan spektrofotometre analizinde
oldugu gibi uyarim i¢in 330 ve 370 nm’de, emisyon i¢in 520 nm’de floresan 1s1masi
ile hiicre i¢i kalsiyum yogunlugu goriintiilendi (Sekil 3.7). Goriintiileme iglemi, Zeiss
LSM 800 konfokal lazer taramali mikroskop (Sekil 3.8) ve ZEN 2.3 yazilim1 (Carl
Zeiss, Jena, Almanya) kullanilarak gergeklestirildi. Farkli eksitasyonlar sonucu elde
edilen goriintiilerde, hedef bolgede Olciilen floresan yogunlugu yazilim programi

yardimu ile sayisal veriye dontistiirtildii.

Sekil 3.7 Floresan atagmanli lazer taramali konfokal mikroskop (Zeiss LSM 800, Almanya),
ARUMLAB, Eskisehir Osmangazi Universitesi, Eskigehir
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Sekil 3.8.  ZEN 2.3 yazilim1 (Carl Zeiss, Jena, Almanya) ile goriintiilerin analiz edilmesi
3.6. Sperm Motilitesi ile Iliskili Gen ifade Diizeylerinin Analizi
3.6.1. Sperm Hiicrelerinden Total RNA Izolasyonu

Total riboniikleik asit (RNA) izolasyonu, diisiik seviyelerdeki RNA miktarlarina
gore dizayn edilen ve ticari kit olarak satisa sunulan RNeasy Mini Kit kullanilarak
gerceklestirildi (Qiagen, Germany). Her izolasyon islemi 6ncesinde, ¢aligma masalari
ve malzemeler RNaz kontaminasyonunu 6nlemek icin temizlendi. Kullanilacak olan
kitin RNA baglama kapasitesini agsmamak i¢in, numunede bulunan hiicre sayisinin

5x10° hiicreyi gegmemesine dikkat edildi.

Total RNA izolasyonu, pilot ¢calismada tayin edilen modifikasyonlarla kitin
onerdigi protokol izlenerek yiiriitiildii. Calismaya katilan tiim olgulardan temin edilen
biitiin 6rnekler, dondurma ya da bekletme uygulanmadan KISS1’e maruz birakildi ve
akabinde tiim Orneklere ayni izolasyon protokolii uygulandi. Hiicre ¢ekirdeginde
lokalize RNA bilesenlerini agiga ¢ikarmak ve izole etmek i¢in, hiicre zar1, organeller,
hiicre i¢i plazma, genomik DNA, proteinler ve diger bilesenlerin uzaklagtirilmasi

gerekmektedir.

Her olguya ait, KP-13 uygulanan ve uygulanmayan yaklasik sperm 6rnekleri 1,5
ml hacmindeki steril eppendorf tiiplere aktarildi. 1 ml Trizol (CBSA, Almanya)
eklendi ve giiglii vorteks yapildi. Tiplere kloroform (Sigma-Aldrich, Almanya)
eklendi ve 3 dakika faz olusmaya baslamasi i¢in beklendi. 8000 x g’de 5 dakika

santrifiij edildi. En {ist katmanda olusan seffaf faz alinarak, 2 ml’lik toplama tiipiine
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yerlestirilmis olan gDNA Eliminator spin kolonuna aktarildi. 8000 x g’de 60 saniye
santrifiijjlendi. Bu islem ile, numunenin par¢alanmamis kalintilarinin uzaklagtirilmasi
ve lizatin viskozitesinin azaltilmasi saglandi. Ardindan kolon ¢ikarildi ve atildi. 2
ml’lik toplama tiipiine siiziilen siviya 450 pl %70’lik etanol eklenerek, uzun RNA
parcalarinin bir sonraki asamada kullanilacak olan kolona baglanma kapasitesi
artirlldi. Etanol ve lizat, nazikg¢e pipetaj yapilarak karistirildi. Total sivi hacminden
700 pl alind1. Toplama tiipiine yerlesik olan RNeasy spin kolonuna bosaltildi. 8000 x
g’de 60 saniye santrifiijlendi. Siizlintli uzaklastirildi ve kolon iizerine 700 pl RW1
tamponu eklendi. RW1 tamponu, etanoliin yan1 sira bir guanidin tuzu igerir ve silika
membrana spesifik olmayan sekilde baglanan karbonhidratlar, proteinler, yag asitleri
gibi biyomolekiilleri verimli bir sekilde uzaklastiran kuvvetli bir yikama tamponu
olarak kullanilir. Ayni1 zamanda, biiyiik RNA molekiillerinin kolona bagli kalmasini

saglar.

Sekil 3.9. Orneklerin izolasyonunda izlenen protokol. (1) Ornekler pargalanmaya maruz birakilir.
(2) Homojenize lizattan genomik DNA uzaklastirilir. (3) %70’lik etanol eklenir. (4)
RNA’nin kolonlara baglanmasi gergeklesir. (5) Kolon yikama islemleri gerceklestirilir.
(6) Kolona bagli kalan RNA su ile ¢ozdiiriilerek siiziiliir
Ornekler daha sonra 8000 x g’de 60 saniye santrifiij edildi. Siiziintii uzaklastirild:

ve kolona 500 ul RPE tamponu eklendi. RPE tamponunun ana islevi, protokol
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uygulanirken kullanilan tamponlar nedeniyle kolonlarda kalan tuz kalintilarini
uzaklastirmaktir. Daha sonra siiziintii uzaklastirildi ve kolon izerine tekrar 500 ul RPE
tamponu aktarildi. Tiipler, 8000 x g’de 2 dakika santrifiijlendi. 2 ml’lik toplama tiipii
uzaklastirildi ve kolon yeni bir 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirildi. RNeasy spin
kolonunun iyice kurumasi i¢in tiipler 8000 x g’de 1 dakika daha santrifiijlendi. RNeasy
spin kolon 2 ml’lik toplama tiipinden ¢ikarilarak, 1,5 ml’lik steril eppendorf tiipe
yerlestirildi. Kolonun merkezi noktasi hizalanarak 40 pl RNaz bulundurmayan su
eklendi. Tiip, 8000 x g’de 60 saniye santrifiijlendi. RNA konsantrasyonunu artirmak
icin siizlilen s1v1 pipet ile ¢ekilerek tekrar RNeasy spin kolonunun merkezi noktasina
birakildi ve 8000 x g’de 1 dakika daha santrifiij edildi. RNeasy spin kolon ¢ikarilarak
uzaklastirildr (Sekil 3.9). 1,5 mI’lik tiipte izole edilen 40 pl hacmindeki total RNA,
ileri analizler i¢in iglem gilinline kadar -80°C’lik giic kaynagina bagli derin

dondurucuda saklandi.
3.6.2. Total RNA’nin cDNA’ya Doniistiiriilmesi

Izole edilen total RNA’dan ¢cDNA’ya déniisiim prosediirii reverse transkriptaz
prosediirii olarak adlandirilmaktadir. Bu siire¢, genomik DNA ’nin elimine edilmesi ve
revers transkripsiyon asamalarindan olusur (Sekil 3.10). Bu asamada, ticari kit olarak
satisa sunulan Quantitect Reverse Transcription Kiti kullanilarak tek iplikli RNA’dan

cDNA sentezi gergeklestirildi (Qiagen, Germany).

mRNA §°

AAAAA-¥

'y

mRNA 5§° R R e R | AAAAA-3’

) et 3-TTTTT-5
)ligo(dT)Primer
mRNA 5°
CDNA [ ARN| 111 111 1l
— 3‘ - Ny, ==
¢DNA TLLI 111 [ ] I 0 |

Sekil 3.10. cDNA sentez asamalari. Tek iplikli mRNA’lara primerler baglanir (1). Reverse
transkriptaz enzimi tamamlayici ipligi sentezler (2). cDNA tamamlaninca mRNA yikima

ugratilir (3)
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Gergek zamanlt qRT-PCR’de dogru sonuglarin elde edilmesi, genomik
DNA’nin saptanmasii ortadan kaldirmak veya en aza indirmek i¢in tasarlanmis
primerlerin veya problarin kullanimina bagh olarak degiskenlik gosterebilir. RNA

orneklerindeki genomik DNA kontaminasyonu mutlaka ortadan kaldirilmalidir.

Bu sebeple, izole edilen ve -80°C’lik derin dondurucuda muhafaza edilen RNA
ornekleri buz tizerinde ¢ozdiiriildii. Kontamine edici genomik DNA’y1 etkin bir sekilde
uzaklastirmak i¢in, her 6rnege ait 10 pl hacmindeki total RNA 0,2 ml’lik ependorf
tiipe aktarildi ve ayni tiip igerisine 2 pl gDNA Wipeout tamponu ve 2 pul RNaz
icermeyen su konuldu (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Genomik DNA eliminasyon reaksiyonu protokolii

Reaksiyon bilesenleri Hacim
g¢DNA Wipeout tamponu, 7x 2 ul
izole edilen RNA 10 ul
RNaz/DNaz icermeyen su 2 ul
Toplam hacim 14 pl

Genomik DNA eliminasyonundan sonra 14 pl hacmindeki her RNA 6rnegi
icin,1 pl Quantiscript Reverse Transkriptaz, 4 pul Quantiscript RT tamponu ve 1 ul RT
Primer Mix’ten hazirlanan bir ana karisim kullanilarak ters transkripsiyon reaksiyonu

buz iizerinde hazirlandi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Reverse transkriptaz reaksiyonu protokolil

Reaksiyon bilesenleri Hacim
Quantiscript Reverse Transkriptaz 1 ul
Quantiscript RT Tamponu 4 pl
RT Primer karisim 1 ul
gDNA uzaklastirilmis RNA 14 pul
Toplam hacim 20 pl

Reaksiyon karigimimin bulundugu 0,2 ml’lik ependorf tiipler GenePro termal
dongiileyici (Bioer Technology, Cin) cihazina yerlestirildi ve 42°C’de 15 dakika
inkiibe edildi. Hemen ardindan reaksiyonun inaktivasyonu i¢in 6rnekler 95°C’de 3

dakika inkiibe edildi (Tablo 3.4). Ornekler buz iizerine kaldirilds.

Tablo 3.4. Reaksiyon dongii kosullari

Basamaklar Siire Sicaklik
gDNA eliminasyonu 2 dak. 42°C
Transkriptaz inkiibasyonu 15 dak. 42°C
Transkriptaz inaktivasyonu 3 dak. 95°C
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3.6.3. Niikleik Asit Konsantrasyonunun Tayini

260 ve 280 nm’deki absorbans orani (A260/A280), niikleik asitlerin saflik
derecelerini tespit etmek icin kullanilir. Yaklasik olarak ~ 1.8 orant DNA i¢in saflik
parametresi olarak kabul edilirken; ~ 2.0 oran1 RNA i¢in saflik degeri olarak kabul
gormektedir. Eger bu oran O6nemli Ol¢iide daha diisiikse, 280 nm’de veya yakin
degerlerde absorbansi etkileyen fenol, protein veya diger kirletici maddeler bulunuyor
olabilir. Bu noktada, dl¢limii yapilan drneklerin absorbans oraninin kontrol edilmesi,
ornegin safliginin tayini agisindan 6nem tagimaktadir. Buna ek olarak, 6rneklerin RNA
konsantrasyonlarinin bilinmesi, gen ifadesi analizi hazirliklarinda biiylik 6nem
tagimaktadir.  Analizi  yapilacak numunelerin, reaksiyon esnasinda  esit

konsantrasyonlara sahip olmasi beklenmektedir.

Izole edilen ve cDNA’ya déniistiiriilen 6rneklerin konsantrasyonlar1 NanoDrop
2000® (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) ile kantitatif veriye
dontstiiriildii. Cihazin bagh bulundugu bilgisayar ekraninda, NanoDrop™ 2000
yazilimi ¢aligtirilarak niikleik asit 6l¢iim secenegi secildi. Cihaz pedali kaldirildi ve
distile su ile kuyucuk ve 6l¢iim aparati temizlendi. Ilk olarak kuyucuga 1 pl dH.O
yiiklendi ve Ol¢lim yazilimda referans soliisyon (blank) olarak kaydedildi. Blanktan
alinan spektrum, secilen dalga boyunun 151k yogunlugu olarak cihaz hafizasinda
kaydedildi. Ardindan kuyucuk ve 6l¢iim aparati tekrar temizlenerek kuyucuga 1 pl
hacminde &rnek yiiklemesi yapildi. Ornekten alman spektrum yogunlugunun blank
yogunluguna boliiniip logaritmasinin alinmasi ile numunenin absorbansi yazilim
iizerinden otomatik olarak hesaplandi. Ol¢iimiin ardindan, drnek konsantrasyonu ve
Ol¢iim grafiginin ¢iktist alindi. Ayni islem sirayla tim ornekler i¢in gergeklestirildi.
Olgiilen tiim 6rnekler, uygun degerlerde diliie edilerek gen ifadesi analizi igin tiim

orneklerle es deger konsantrasyona getirildi.
3.6.4. SYBR Green ile qRT-PCR Gerceklestirilmesi

Calismamizda, ticari kit olarak satisa sunulan QuantiTect SYBR Green PCR Kiti
(Qiagen, Germany) kullanildi. Bu kit kapsaminda, cDNA’larin son derece spesifik ve
hassas gercek zamanli kantifikasyonu i¢in optimize edilmis bir ana karisim
bulunmaktadir. 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix olarak isimlendirilen bu
ana karisimin bilesenleri arasinda, HotStarTaq DNA Polymerase, QuantiTect SYBR
Green PCR tamponu, SYBR Green I ve ROX pasif referans boyasi bulunmaktadir.

HotStarTaq DNA Polimeraz, orijinal olarak DNA polimerazin degisiklige
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ugratilmis 94 kDa’luk rekombinant formudur. Thermus aquaticus’tan izole edilmis ve
E. coli’ye klonlanmistir. Oda sicakliginda enzimatik aktiviteye sahip degildir. Bu
ozellik, reaksiyonun hazirlanmasi ve ilk denatiirasyon basamagi sirasinda yanlis
primer eslesmesini ve primer-dimerlerin olusumunu 6nler, yiiksek PCR 6zgiilliigli ve
dogru miktar tayini saglar. Reaksiyon baslangicinda 95°C’de 15 dakikalik inkiibasyon
sirasinda enzim aktive edilir. Enzim aktivasyonunun yiiksek sicaklikta baslama

ozelligi, reaksiyonlarin oda sicakliginda hizli ve rahat bir sekilde yapilmasini saglar.

QuantiTect SYBR Green PCR Tamponunda Tris-Cl, KCl ve (NH4)2SO4’iin
dengeli bir kombinasyonu bulunmaktadir. Bu karisim, her PCR dongiislinlin primer
baglanma asamasinda yiiksek oranda spesifik primer baglanmasini destekler. Bu
durum, primerlerin ¢ok siki baglanmasi i¢in uygun kosullar1 olusturur ve PCR
reaksiyonunun 0Ozgiilligiinii artirr. MgCl> konsantrasyonu optimizasyona ihtiyag
duyulmayacak diizeyde 5 mM konsantrasyonundadir. SYBR Green I boyasi, hedefe
Ozgl prob sentezini gerekli kilmadan birgok farkli hedefin analizini saglar. Karisimin
pH’1 8,7°dir. Bir diger bilesen olan dNTP karisiminda; dATP, dCTP, dGTP, ve
dTTP/dUTP bulunmaktadir. Tamponda ayrica, kullanacagimiz termal dongiileyici
cihazinda floresan normalizasyonuna olanak saglayan ROX boyas1 bulunmaktadir.
ROX boyasinin varlii, boya reaksiyona dahil olmadigindan ve SYBR Green
I’inkinden tamamen farkli bir emisyon spektrumuna sahip oldugundan, qPCR
reaksiyonu ile etkilesime girmez. Fakat varligi floresan saptamada PCR ile iligkili
olmayan varyasyonlari kompanse eder. ROX boyasindan gelen floresans, qPCR
sirasinda degismez, ancak PCR ile ilgili floresan sinyallerin normallestirildigi stabil
bir temel saglar. Bu nedenle ROX boyasi, reaksiyon hacmindeki kiigiik degisiklikler
veya kuyu pozisyonundaki farkliliklar nedeniyle kuyucuklar arasindaki floresan

tespitinde farkliliklar1 kompanse eder.

Calisma kapsaminda kullanilacak olan GAPDH, KISS1, KISSIR, CATSPERI ve
AKAP4 genlerine ait primerlerin tasarrmi NCBI primer BLAST programi
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) kullanilarak gergeklestirildi ve
hizmet alimi yoluyla ticari bir firmaya sentez ettirildi. internal kontrol geni olarak
GAPDH (housekeeping gen) kullanildi. Toz ¢6zelti halindeki primerler, primere 6zgii
¢ozdlirme miktartyla dH>O ile ¢ozdiiriilerek 100 uM’lik stok soliisyon halinde
hazirlandi ve stok soliisyon 10 pM’lik olacak sekilde alikotlandi. Kullanilan primerlere

ait baz dizisi ve diger bilgiler Tablo 3.5’te sunulmustur.
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Tablo 3.5. Calismada kullanilan primerler, primer dizilimleri, Tm (°C) degerleri ve aplikon

uzunluklart

Hedef gen eﬁ;ﬁi‘(‘)‘;u Yén Primer dizilimi (5°-3”) (fg‘) égﬂ}‘;’g“u

KISSI NM_0022564 F  CCACCTCTGGACATTCACC 61 148
R GCTGCCAAGAAACCAGTGAG 59

KISSIR NM 032551.5 F  CCCCTCTCTCTGAGCGGACC 63 163
R CACAACGAAACTGCACCGAAC 60

CATSPERI  NM 0530544 F  CAACACGATGAGTCCCAGCA 59 9
R TTCATGATGACGGGACCTGC 59

AKAP4 NM 0038863 F  CTTGAGGCAGACTGGAAGAGT 60 03
R TACCTTGCACACACACCCCTGT 59

GAPDH NM_002046.7 F  TCGGAGTCAACGGATTTGGT 57 181
R TTCCCGTTCTCAGCCTTGAC 59

Gen ifade analizlerine baglamadan dnce optimizasyon calismalar1 yapildi. Bu
kapsamda, primerlerin ¢alisip ¢alismadigini1 kontrol etmek icin her primer ¢ifti i¢in
PCR Master Mix (2X) (K0171, Thermo Scientific™, Almanya) kullanilarak
konvansiyonel PCR ydntemi uygulandi. Calismamizda, KITAM, OMU biinyesinde
bulunan GenePro termal dongiileyici (Bioer Technology, Cin) cihazi kullanildi. Tablo

3.6 ve Tablo 3.7°de belirtilen reaksiyon kosullarina gore primerler test edildi.

Tablo 3.6. PCR reaksiyon hazirlik protokolii

Reaksiyon bilesenleri Hacim
PCR master mix (2x) 25 ul
Forward primer (10 pM) 1 ul
Reverse primer (10 pM) 1 ul
c¢DNA (300 ng) 4 ul
RNaz/DNaz icermeyen su 19 ul
Toplam hacim 50 pl

Tablo 3.7. PCR dongii kosullar

Basamaklar Siire Sicaklik Dongii sayisi
Enzim aktivasyonu 3 dak. 95°C 1
Denatiirasyon 30 sn. 94°C

Primer baglanmasi 30 sn. Tm 40
Uzama 60 sn. 72°C

Erime egrisi 15 dk. 72°C 1

100 ml Ix Tris/Borate/EDTA (TBE) tamponu ile 2 gr agaroz (Sigma-Aldrich,
Almanya) karigimi mikrodalga cihazinda kaynatilarak yiiriitme jeli hazirland.
Hazirlanan jelin sicakligi 65-70°C arasina gelince, jel igerisine 0,05 pl etidyum bromid
(EtBr, 100 mg/ml, Sigma-Aldrich, St. Louis MO, ABD) eklendi ve yatay elektroforez
cihazina yerlestirilmeye uygun olan bir kaliba dokiildii. Jel hazir olunca, 1xTBE
tamponu bulunan elektroforeze yerlestirildi ve PCR reaksiyonundan elde edilen

iirlinler kuyucuklara yiiklenerek 90 V’ta 90 dakika yiiriitiildii. Referans standart olarak
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GeneRuler Low Range DNA Ladder (Thermo Scientific, ABD) kullanildi. Bantlar,
Biorad Chemi-Doc Sistemi (Biorad, Germany) kullamlarak gorsellestirildi. Tlgili gen
bolgelerine ait bantlar, referans bant araligina gore degerlendirildi ve beklenen {iriin
uzunlugu ile aym olgiitlerde olup olmadigi tayin edildi. Primerlere ait bantlar

goriintiilenene kadar, farkli sicakliklarda primerlerin baglanmasi test edildi.

Ornek  konsantrasyonu ve primer baglanama sicakligina iligkin
optimizasyonlarin gerceklestirilmesini takiben kitin onerdigi protokol g¢ercevesinde
reaksiyon buz iizerinde hazirlandi (Tablo 3.8). Gen ifade analizinde kullandigimiz
kiyaslama ydnteminde, reaksiyon baslangicindaki ornek miktarinin her olgu i¢in
standardize edilmesi 6nem gostermektedir. Calismamizda, PCR reaksiyonlarinda
ortalama 300 ng cDNA kullanilmasi planlandig1 icin tiim Ornekler diliie edilerek

standardize edildi.

Tablo 3.8. qRT-PCR reaksiyon hazirlik protokolii

Reaksiyon bilesenleri Hacim
2xQuantitect SYBR Green PCR Master Mix 25 ul
Forward primer (10 pM) 1,5 ul
Reverse primer (10 pM) 1,5 ul
c¢DNA (300 ng) 3ul

RNaz bulunmayan su 19 pl
Toplam hacim 50 pl

Reaksiyon dongii kosullari primerlerin Tm sicakliklarinin optimizasyonu sonucu

diizenlendi. Tablo 3.9°da paylasilan dongii kosullarina gore reaksiyonlar

gerceklestirildi.
Tablo 3.9. gRT-PCR dongii kosullari
Basamaklar Siire Sicaklik
Enzim aktivasyonu 15 dak. 95°C
Denatiirasyon 15 sn. 94°C
Primer baglanmasi 30 sn. 60°C 40 dongt
Uzama 30 sn. 72°C
Erime egrisi Her derecede 25 6l¢iim gerceklestirilir 65-95°C

Caligmamizda kullanilan gercek zamanl termal dongiileyici cihaz Sekil 3.11°te
sunulmustur. Pilot ¢alismada, 1s1ma degerlerinin sinir1 asip asmadigi, farkli 6rneklere
ait Ct degerleri ve dogru amplikonun amplifiye edildiginden emin olmak icin erime
sicakliklar1  dikkatle degerlendirildi. Ardindan tiim ornekler sirayla 96’lik

mikroplakalarda reaksiyona tabi tutuldu.
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Sekil 3.11. Gergek zamanh termal dongiileyici cihazi (Agilent Technologies Stratagene Mx3000P,
Santa Clara, CA, USA), KITAM, Ondokuz Mayis Universitesi

Yaklagik 2 saat siiren qRT-PCR reaksiyonunu takiben, tiim gruplardaki genlere
ait CT degerleri goriintiilendi (Sekil 3.12). qRT-PCR’da PCR iiriiniindeki anlamli
artisin gozlendigi ilk dongii eksponensiyel fazda goriintiilenir ve bu genellikle
baslangi¢ materyalindeki gen ifade diizeyi ile dogru orantilidir. Bu nedenle, baslangi¢
materyalinde ifade diizeyi yiiksek olan genler eksponensiyal faza daha erken
girecektir. Caligmamizda da eksponensiyel fazda goriintiilenen Ct degerleri istatiksel

analizler i¢in kaydedildi.

Fluorescence (dRn)

Sekil 3.12. Gergek zamanl termal dongiileyici cihazi ekraninda qRT-PCR esnasinda dsDNA’nin
yaydig1 floresan 1s1ma degerlerinin dongii grafiginin goriintiilenmesi
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Gen ifade analizinde internal kontrol geni olarak kullanilan GAPDH genine ait
Ct degerleri referans Ct degeri olarak kabul edildi ve diger gen ifadelerine ait degerler
normalize edildi. Hesaplamalar kiyaslamali Ct metodu olan delta-delta Ct metodu (2~
AACH kullanilarak gergeklestirildi (Livak ve Schmittgen, 2001). Deney ve kontrol
grubundaki olgulara ait referans ve hedef genlerin ortalama Ct degerleri hesaplandi
(Tablo 3.10). Asagidaki, denklem kullanilarak NZ grubunda KISS/ geni i¢in 6rnek bir
hesaplama gosterilmektedir. Sonuclar, gen ifade diizeyinin ka¢ kat degistigini

gostermektedir.

Tablo 3.10. qRT-PCR sonuglarmin 2722 formiilii ile hesaplanmasi

Genler NZ NZK
GAPDH (referans gen) A C
KISS1 B D

Ct degerleri harflerle temsil edilmektedir

2-AACt glgoritmasi ile gen ifadelerinin normalize edildigi denklem;

ACt = Ct (hedef gen) — Ct (referans gen)
AACT = ACt (deney grubu) — ACt (kontrol grubu)
Ornegin KISS1 igin=2 -(Ct ()~ Ct(©) - (€L ()~ Ct(A)

olacak sekilde diizenlenerek ifade edilir.

3.7. istatiksel Analizler

Calismada elde edilen tiim veriler, istatiksel analizlerin gerceklestirilebilmesi
icin sayisal veriye donustiiriildii. Her grupta olgulara ait incelenen tiim parametrelerin,

ortalamasi, standart sapmasi, standart hatasi ve degisim katsayis1 (DK) hesaplandi.

Gruplar arasi karsilagtirmalarin yapildigi tablo ve grafiklerde grup ortalamalari,
standart hata (SH) ile sunulmustur. Gruba ait 6zellikleri ifade eden veriler ise ortalama
ve standart sapma (SD) ile birlikte sunulmustur. Istatiksel degerlendirmeler SPSS
programi (SPSS version 25,0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) kullanilarak
gerceklestirilmis ve p<0,05 diizeyindeki farkliliklar istatiksel olarak anlamli, p<0,01
diizeyindeki farkliliklar istatiksel olarak ileri diizeyde anlamli ve p<0,001 diizeyindeki

farkliliklar istatiksel olarak cok ileri diizeyde anlamli olarak degerlendirildi.

Biyokimyasal verilerin istatiksel degerlendirilmesinde, standart egrisi grafigi

baz alinarak numune konsantrasyonlar1 hesaplandi ve semen/serum parametreleri
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seklinde siniflandirildi. Olgulara ait verilerin normal dagilim gosterip géstermedigini
test etmek icin Shapiro-Wilk testi uygulandi. Her iki kategoride verilerin normal
dagilim gosterdigi tespit edildi (p>0,05). Elde edilen sayisal veriler SPSS programi
kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Gruplarin karsilastirilmasinda tek

yonlii varyans analizi One-Way ANOVA, Tukey testi kullanildi.

Hiicre i¢i kalsiyum yogunluguna dair verilerin istatiksel degerlendirilmesinde,
her olguya ait duplike 6l¢iim sonuglarinin ortalamasi alindi. Olgulara ait veriler, KP-
13 uygulanan ve uygulanmayan seklinde her grupta kategorize edildi. Olgulara ait
verilerin normal dagilim gosterip gostermedigini test etmek i¢in Shapiro-Wilk testi
uygulandi. Her iki kategoride verilerin normal dagilim gosterdigi tespit edildi
(p>0,05). Elde edilen sayisal veriler SPSS programi kullanilarak istatistiksel olarak
degerlendirildi. Gruplarin karsilagtirllmasinda iki yonlii varyans analizi Two-Way

ANOVA, Tukey testi kullanildu.

Gen ifade diizeylerinin normalize edilmesinden sonra elde edilen verilerin
normal dagilim gosterip gostermedigini test etmek i¢in Shapiro-Wilk testi uygulandi.
Verilerin normal dagilima uygun olmamasi (p<0,05) ve her grupta 6rnek sayisinin
30’un altinda olmasi sebebiyle non-parametrik testlerin kullanilmasina karar verildi.
Ikili karsilastirmalarda Wilcoxon Signed Rank Testi, ikiden fazla gruplarin
karsilastirilmasinda ise Kruskal-Wallis Testi uygulandi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Goniillillerden alinan 6rneklerin analiz ve degerlendirme bulgular1 kategorik

olarak asagida sunulmustur.
4.1. Demografik Verilerin Degerlendirilmesi

Calismaya katilmay1 kabul eden goniillii hastalarin yas ve viicut kitle indeksi

ortalamalar1 (VKI; kg/m?) Tablo 4.1°de sunulmustur.

Tablo 4.1. Goniilliilere ait demografik veriler

Yas* VKi*
(kg/m2)
NZ 32,90+3,60 26,93+1,85
AZ 23,80+322  2596+1,47
OAZ 351042,64  27,49+1,85
OATZ 32,40£4,11  26,1642,36

NZ: Normozoospermi

AZ: Astenozoospermi

OAZ: Oligoastenozoospermi
OATZ: Oligoastenoteratozoospermi
* ortalama+SD

Goniillere ait yas dagilim grafikleri ayrica Sekil 4.1°de paylasilmistir.
Astenozoospermi tanisi ile ¢alismaya katilan olgularin yas ortalamasinin, diger

gruplara kiyasla daha kiiciik oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.1.  Goniilliilere ait yas dagilimi
4.2. Semen Parametrelerinin Degerlendirilmesi

Olgulara ait semen 6rnekleri DSO (2010) kriterlerine gére degerlendirilmis, tiim

gruplara ait veriler Tablo 4.2°de sunulmustur.
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Tablo 4.2. Semen parametrelerine ait bazal degerler

NZ* AZ* OAZ* OATZ*

Hacim (ml) 2,5+0,57 2,5+0,41 2,37+0,48 2,25+0,29
Cinsel perhiz siiresi (giin) 3,25+0,5 3,00+0,5 3,50+0,58 3,25+0,5
Lokosit sayis1 (10°/ml) 300+141,4 400+81,65 375+95,74 250+57,74

Sperm

konsantrasyonu 22,00£1,15 16,75+0,96 11,25+1,5 5,62+3,98

(10ml)
Sperm . Totalsperm 55,00413,04  257549,95  12,1545.86  4,2542.98
parametreleri sayis1 (10°)

Total progresif

motil sperm 20025£6.85  6,15£2,64  2.85:1,19  1,11£0,88

sayisi (109

Ileri hareketli

(Progresif) (%) 37,00+5,42 16,75+6,75 10,75+3,59 8,50+2,64

Yerinde
Mofilite hareketli (%) 6,25+1,26 5,50+1,29 5,50+1,29 9,00+2,95
parametreleri  Hareketsiz 56,75¢4,50  77,75+6,08  83,75+4,79  82,50+2,89

(Immotil) (%)

Motilite

(A+B) (%) 43,25+4,50 22,25+6,08 28,50+4,79 17,50+2,89
Morfoloji Normal (%) 4,75+0,96 4,50+0,58 3,50+1,29 1,75+0,95
parametreleri Anormal (%) 95,25+0,95 95,50+0,58 96,50+1,29 98,25+0,95

* ortalama+SD
4.3. Biyokimyasal Analizlerden Elde Edilen Bulgular
4.3.1. Semen KISS1 Diizeyinin Degerlendirilmesi

Semen orneklerinde KISS1 konsantrasyonun degerlendirilmesi sonucu elde

edilen veriler, agagidaki grafikte sunulmustur (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Semen KISS1 diizeyinin gruplar arasindaki farkini gosteren grafik (ortalama +=SH)
** p<0,01, *** p<0,001
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Semende KISS1 konsantrasyon diizeyinin degerlendirmesi sonucunda, AZ
grubunda diger gruplara oranla belirgin bir artis gdzlenmesine ragmen NZ grubu ile
aralarinda istatiksel olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (p=0,1009). Buna karsin,
AZ grubu ile OATZ grubu arasinda ileri diizeyde (p=0,0088) ve OAZ grubu ile
arasinda ¢ok ileri diizeyde istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmiistiir (p=0,0001).
En diisiik KISS1 diizeyi OAZ grubunda gézlenmistir. OAZ ile NZ grubu arasinda ileri
diizeyde anlamli fark goriiliirken (p=0,0067), OAZ ile OATZ gruplar1 arasinda

istatiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0,778).
4.3.2. Serum KISS1 Diizeyinin Degerlendirilmesi

Serum Orneklerinde KISS1 konsantrasyonun degerlendirilmesi sonucu elde

edilen veriler grafikte sunulmustur (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Serum KISS1 diizeyinin gruplar arasindaki farkini gosteren grafik (ortalama +SH)
** p<0,01, *** p<0,001

Serumda KISS1 konsantrasyon diizeyinin degerlendirmesi sonucunda, NZ grubu
ile AZ grubu arasinda istatiksel olarak ileri diizeyde (p=0,0086), OAZ grubu ile ¢ok
ileri diizeyde (p=0,0009) ve OATZ grubu arasinda ileri diizeyde (p=0,0305)
istatistiksel farklilik saptanmistir. Buna karsin, serum 6rneklerinde de en diisiik KISS1
diizeyi OAZ grubunda gozlenmesine ragmen, OAZ grubu ile AZ grubu arasinda
(p=0,5488) ve OAZ grubu ile OATZ grubu arasinda (p=0,2146) istatiksel olarak
anlamli bir fark saptanmamustir. Ek olarak, AZ ve OATZ gruplari arasinda da istatiksel

olarak anlamli bir fark gozlenmemistir (p<0,05).
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4.4. Hiicre I¢i Kalsiyum Analizlerinden Elde Edilen Bulgular

Calisma kapsaminda KP-13 uygulamasi sonucu hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonundaki degisim floresan spektrofotometre ve floresan atagmanli lazer

taramal1 konfokal mikroskop ile analiz edilmistir.
4.4.1. Spektroflurometre ile Hiicre ici Ca?* Oranlarinin Degerlendirilmesi

Fura 2-AM yiiklenen sperm Orneklerinde, hiicre i¢i kalsiyum diizeylerindeki
degisimin floresan spektrofotometre ile degerlendirilmesi sonucu elde edilen veriler

Sekil 4.4’te sunulmustur.

NZ ve KP-13 uygulanan NZK 6rnekleri istatiksel olarak analiz edildiginde, NZK
grubunda artan yonde cok ileri diizeyde anlamli fark ¢ikmistir (p<0,0001). AZ ve AZK
arasinda anlamli diizeyde fark goriilmiistiir (p=0,007). OAZ ve OATZ gruplarinda KP-

13 uygulamasi neticesinde istatiksel olarak anlamli fark ¢ikmamustir.

Gruplar aras1 degerlendirme yapildiginda, NZ ve OATZ arasinda istatiksel
olarak anlaml fark gozlenmistir (p=0.0289). KP-13 uygulamasi sonrasinda ise, NZK
grubu ile AZK, OAZK ve OATZK gruplar arasinda istatiksel olarak ¢ok ileri diizeyde
anlamli farklilik goriilmistiir (p<0,0001). KP-13 uygulanan AZK ve OAZK ile OAZK
ve OATZK gruplar arasinda anlaml farklilik gdzlenmistir (p<0,05).
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Sekil 4.4. KP-13 uygulama 6ncesi ve sonrast hiicre i¢i kalsiyum yogunluk farkinin floresan
spektrofotometre ile analiz sonuglar1 (ortalama+SH) gosterilmektedir
** p<0,01, *** p<0,001
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4.4.2. Floresan Atacmanh Konfokal Mikroskop ile Hiicre Ici Ca?

Oranlarinin Degerlendirilmesi

Fura 2-AM yiiklenen sperm Orneklerinde, hiicre i¢i kalsiyum diizeylerindeki
degisimin floresan atagmanli lazer taramal1 konfokal mikroskop ile degerlendirilmesi

sonucu elde edilen veriler Sekil 4.5’te sunulmustur.

NZ ve KP-13 uygulanan NZK oOrnekleri arasinda istatiksel olarak cok ileri
diizeyde anlamli fark bulunmustur (p=0,009). AZ ve AZK arasinda, istatiksel olarak
anlamli farklilik goriilmistiir (p=0,017). OAZ ve OATZ gruplarinda, KP-13
uygulamasi neticesinde gruplar igerisinde istatiksel olarak anlamli bir farklilik

saptanamamuistir.

Gruplar aras1 degerlendirme yapildiginda, NZ ve AZ, OAZ ve OATZ gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir (p<0,05). Gruplara KP-13
uygulamasi neticesinde ise, NZK ile AZK, OAZK ve OATZK gruplar arasinda ¢ok
ileri diizeyde istatiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir (p<<0,0001). AZK,
OAZK ve OATZK gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir
(p>0,05).
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Sekil 4.5. KP-13 uygulama 6ncesi ve sonrasi hiicre i¢i kalsiyum yogunluk farkinin konfokal
mikroskop ile analiz sonuglar1 (ortalama+SH) gosterilmektedir
* p<0,05, *** p<0,001
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4.5. Gen Ifade Diizeylerinin Analizlerinden Elde Edilen Bulgular
4.5.1. Total RNA Konsantrasyonlar: ve Saflik Oranlar1

Total RNA izolasyonu sonrast elde edilen 6rneklere ait konsantrasyonlar ve
saflik oranlar1 Tablo 4.3’te sunulmustur. Olgulara ait RNA 6rnek konsantrasyonlari,

ileri analizlerin devamu i¢in yeterli miktarda oldugu goriilmiistiir.

Tablo 4.3. izole edilen RNA konsantrasyonlari ve saflik oranlar1 (A260/280)

Gruplar Hasta No RNA Konsantrasyonu A260/280
(ng/ml)
Kontrol KP-13 Kontrol KP-13

1 404,5 560,3 1,82 1,88

2 469,5 522,6 1,95 1,91

3 368,8 771,5 1,79 1,86

4 302,2 1063,2 1,96 1,82

NZ, 5 581,5 788.,3 1,73 1,72
6 1035,3 680,1 1,73 1,68

7 1268.9 780,1 1,79 1,62

8 820,8 711,2 1,70 1,67

9 1135,7 758,5 1,68 1,71

10 159,1 216,7 1,55 1,62

1 654,3 762,4 1,92 1,98

2 757,2 655,4 1,68 1,73

3 873,8 765,3 1,81 1,82

4 489,1 362,1 1,86 1,81

AZ 5 984,2 918,4 1,93 1,91
6 755,2 883,2 1,77 1,83

7 631,5 463,7 1,89 1,74

8 510,2 831,1 1,69 1,85

9 735,1 853,2 1,88 1,81

10 9457 987,9 1,78 1,72

1 769,6 1016,9 1,94 1,98

2 3225 572,6 1,75 1,71

3 3523 279,9 1,79 1,71

4 412,6 614,3 1,67 1,74

5 781,2 380,4 1,77 1,71

0AZ 6 248,3 472,2 1,74 1,67
7 264.,6 380,5 1,72 1,69

8 4258 6183 1,80 1,87

9 239,5 352,7 1,88 1,77

10 5533 315,6 1,75 1,67

1 381,5 4352 1,93 1,97

2 456,3 352,4 1,75 1,81

3 412,7 361,7 1,82 1,81

4 3523 4614 1,86 1,85

5 483,5 392,1 1,93 1,92

OATZ 6 3482 430,5 1,74 1,78
7 7134 655,3 1,69 1,72

8 523,2 341,3 1,60 1,57

9 137,3 2352 1,78 1,61

10 2543 2463 1,89 1,82
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4.5.2. Gen ifade Diizeylerinin Degerlendirilmesi
Her olguda incelenen GAPDH, KISS1, KISSIR, CATSPERI ve AKAP4 genlerine
ait Ct degerlerinin ortalamasi alinmig ve normal dagilim gostermedikleri tespit

edilmistir. Gruplara ait GAPDH geni ortalama Ct degerleri Sekil 4.6’da sunulmustur.
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Sekil 4.6. GAPDH genine ait Ct degerlerinin (ortalama+SH) gosterimi

Gruplara ait KISSI geni ortalama Ct degerleri Sekil 4.7’de sunulmustur.
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Sekil 4.7. KISS1 genine ait Ct degerlerinin (ortalama+SH) gosterimi
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Gruplara ait KISS/R geni ortalama Ct degerleri Sekil 4.8’de sunulmustur.

KISSIR genine ait Ct degerleri

Gruplara ait CATSPER]I geni ortalama Ct degerleri Sekil 4.9’da sunulmustur.

CATSPERI genine ait Ct degerleri
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Sekil 4.8. KISSIR genine ait Ct degerlerinin (ortalama+SH) gosterimi
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Sekil 4.9. CATSPER] genine ait Ct degerlerinin (ortalama+SH) gosterimi
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Gruplara ait AKAP4 geni ortalama Ct degerleri Sekil 4.10°da sunulmustur.
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Sekil 4.10. AKAP4 genine ait Ct degerlerinin (ortalama+SH) gosterimi

Elde edilen ortalama Ct degerlerinin normalize edilerek 222t formiilii ile
hesaplanmas1 neticesinde log2 katsayr doniigiimii yapilarak katsal degisimler
hesaplanmistir. KP-13 uygulama 6ncesi ve sonrasi grup i¢i gen ifade diizeylerindeki
degisime ait istatiksel sonuglar Tablo 4.4’te sunulmustur. NZ ve NZK gruplari
arasinda KISSIR gen ifadesi agisindan ileri diizeyde anlamli fark oldugu goriiliirken
(p<0,01), AZ ve AZK grubunda CATSPER] gen ifade diizeyinin (p<0,001) ve AKAP4
gen ifade diizeyinin (p<0,01) yukar1 yonlii anlamli farklilik gdsterdigi saptanmustir.
OAZ ve OAZK ile OATZ ve OATZK gruplar1 arasinda AKAP4 gen ifade diizeyinde

yukar1 yonlii istatiksel olarak ileri diizeyde anlamli farklilik gdzlenmistir (p<0,01).

Tablo 4.4. Tiim gruplardaki gen ifade degisimlerine ait p degerleri tablosu

KISS1 KISSIR CATSPERI AKAP4
NZ -
NZK 0,130 0,006 0,084 0,492
AZ 0,105 0,064 0,0009*** 0,009**
AZK b 2 2 2
OAZ o
OAZK 0,556 0,105 0,322 0,009
OATZ o
OATZK 0,193 0,193 0,130 0,009

** p<0,01; *** p<0,001
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KP-13 uygulamasi oncesi ve sonrasi KISS/ gen ifade oranlarinda gozlenen
degisim Sekil 4.11’de sunulmustur. KP-13 uygulanan gruplar arasinda KISS/ gen

ifadesi agisindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.11. KISS! gen ifade degisiminin gruplar aras1 oransal farkinin gosterimi

KP-13 uygulama 6ncesi ve sonrast KISS/R gen ifade oranlarinda gozlenen
degisim Sekil 4.12°de sunulmustur. KP-13 uygulanan gruplar arasinda KISS/R gen

ifadesi agisindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik gériilmemistir (p>0,05).
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Sekil 4.12. KISSIR gen ifade degisiminin gruplar arasi oransal farkinin gosterimi
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KP-13 uygulama 6ncesi ve sonrast CATSPERI gen ifade oranlarinda gozlenen
degisim Sekil 4.13’te sunulmustur. KP-13 uygulanan gruplar arasinda CATSPERI gen
ifadesi ag1sindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmistir (p<0,05). Ozellikle
NZK ve AZK gruplar1 arasinda yukart yonlii diizenlemenin oldugu istatiksel olarak

ileri diizeyde anlamli farklilik goriilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 4.13. CATSPERI gen ifade degisiminin gruplar arasi oransal farkinin gosterimi

KP-13 uygulama oOncesi ve sonrast AKAP4 gen ifade oranlarinda gdzlenen
degisim Sekil 4.14’te sunulmustur. KP-13 uygulanan gruplar arasinda AKAP4 gen
ifadesi agisindan istatiksel olarak anlamli bir farklilik goériilmemistir (p>0,05). Fakat,
NZK ve OATZK gruplari arasinda yukar1 yonlii diizenlemenin oldugu istatiksel olarak

ileri diizeyde anlamli farklilik goriilmiistiir (p<0,05).
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Sekil 4.14. AKAP4 gen ifade degisiminin gruplar arasi oransal farkinin gdsterimi
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4.6. Bulgularin Degerlendirilmesi

KISSI’in HPG aksii diizenlenmesindeki roliinii belirlemek igin ¢esitli
caligmalar yapilmistir. Bu caligmalar arasinda, serum ve seminal plazmada KISS1
konsantrasyon diizeyleri ve diger hormonal veya sperm parametreleri ile iliskisi
degerlendirilerek KISS1 proteinin erkek lireme sistemi lizerindeki rolii aydinlatilmaya
calisilmistir. Bununla birlikte literatiirde infertil erkeklerde KISS1 konsantrasyonu ile
ilgili bilgiler, asagida da aciklandig1 lizere, hala eksiklikler icermektedir. Ulasilan
sonuglar, literatiirdeki bilgilerin bir kismi ile uyusurken bir kismi ile uyugsmamakta ve
yeni bir bakis a¢is1 dogurmaktadir.

Ramzan, vd., (2015) infertil erkeklerde, fertil erkeklere gore serum KISSI
konsantrasyonlarinin azalmig olabilecegi varsayiminda bulunarak, literatiirde ilk kez
infertil alt kategorilerindeki erkek olgulara ait serum 6rneklerinde ELISA yontemiyle
KISS1 konsantrasyonunu tayin etmistir. Buna gdre, normozoospermik olgulara ait
serum Orneklerinde KISS1 miktar1 6,37 ng/ml olarak tayin edilirken,
astenozoospermik olgularda 5,34 ng/ml, oligoastenozoospermik olgularda 4,72 ng/ml
ve oligoastenoteratozoospermik olgularda 5,67 ng/ml olarak tespit edilmistir. Ifade
edilen gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmamakla birlikte, her grupta esit sayida
olgu yer almayis1 ve gruplara ait degerlerin dagiliminin yiiksek olmasi bir dezavantaj
olarak one ¢ikmaktadir. Buna ek olarak, bizim ¢aligmamiz da serum KISS1 diizeyi bu
calisma verilerine oranla yaklasik olarak 20 kat daha diisiik tespit edilmistir.
Calismamizda ayrica, normozoospermik olgulara ait serum KISS1 diizeyi diger tiim
gruplardan istatiksel olarak ileri diizeyde anlamli olarak daha yiiksek c¢ikmustir.
Calismamizda kullandigimiz ELISA kitinin hassasiyet diizeyinin 37,5 pg/ml olmasi1 ve
bahse konu olan diger calismada kullanilan kitin hassasiyet diizeyinin 0,12 ng/ml
diizeyinde sinirl olmasi sonuglari etkileyen bir faktdr olarak degerlendirilebilir.

Bu calismay1 takiben Elmouttaleb, vd., (2017), azoospermik, oligozoospermik
ve normozoospermik olgularda serum KISS1 konsantrasyonu diizeyini analiz etmistir.
Bu caligma ile, Ramzan, vd., (2015) ekibinin c¢aligmasina yiiksek oranda bir
benzerlikle, KISS1’in HPG aksindaki etki mekanizmasi, testis fonksiyonundaki rolii
ve KISS1 ile FSH, LH, testosteron hormonlar1 arasindaki korelasyonlar1 aydinlatmaya
calisgmigtir. Buna gore normozoospermik olgulara ait veriler diger gruplara gore
istatiksel olarak daha yiiksek ¢ikmistir (Elmouttaleb, vd., 2017). Bu bulgu ile bizim
calismamizda  oligozoospermi  karakteristigi =~ gOsteren = gruplara  oranla

normozoospermik olgulara ait serum 6rneklerinde KISS1 miktarinin istatiksel olarak
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yiiksek ¢ikmasi benzerlik gostermektedir. Fakat, bu calismada normozoospermik
olgulara ait serum o6rneklerinde KISS1 miktar1 115,3 ng/ml (42,9—451) olarak tayin
edilmis ve bizim ¢alismamizda elde ettigimiz degerlerden yaklasik olarak 400 kat daha
yiiksek bulunmustur.

Zou, vd., (2019) ise literatiirde ilk kez seminal plazmada KISS1’in varligini
gosterip, seminal plazmandaki KISS1 konsantrasyonunun semen kalitesi ile pozitif
korelasyonunu ortaya koymustur. Bizim ¢alismamizdakine benzer sekilde hassasiyet
diizeyi yiiksek bir ELISA kitinin kullanildig1 bu ¢aligmada, calismaya katilan 626
olguda ortalama serum KISS1 diizeyi 448,9 pg/ml (296,0-668,6) olarak bulunmustur.
Bu bulgu, calismamizda normozoospermik olgularda ortaya koydugumuz 306,835
pg/ml diizeyindeki serum KISS1 konsantrasyonunu destekler niteliktedir. Ayrica bu
caligmada seminal plazmadaki ortalama KISS1 diizeyi (28x10° pg/ml), kan
plazmasindakinden 60,000 kat daha yiliksek bulunmustur. Bu bulgu, semende KISS1
konsantrasyonu agisindan c¢alismamizla paralellik gostermemektedir. Bu noktada
serum ve seminal sivi analizinde farkli kitlerin ve dolayisiyla farkli standartlarin ve
standart egri formiiliiniin kullanildigin1 g6z oniinde bulundurmak 6nemli olabilir.
Buna ek olarak, semen analizinde kullanilan kitin hassasiyet diizeyinin serum kitinde
kullanilandan farkli olarak 0,078 ng/ml diizeyinde sinirli olmas1 sonuglar etkileyen
bagka bir faktor olarak degerlendirilebilir. Bu c¢alismanin en smirlayici faktori ise,
toplanan orneklerin ¢alismanin yiiriitiildiigii bolgedeki iiniversitelerde egitim goren
20’11 yaslardaki saglik problemi olmayan erkek 6grencilere ait olmasidir. Toplanan
orneklerde herhangi bir infertilite kategorizayonu yapilmamistir. Bu nedenle, infertil
alt kategorilerde seminal plazmadaki KISS1 diizeyi bilinmezligini korumustur (Zou,
vd., 2019).

Calismamizda elde ettigimiz bulgular, serumda KISS1 diizeyi ve fertilite
arasindaki korelasyona veya semendeki KISS1 diizeyi ve semen kalitesi arasindaki
iliskiye dair yapilan 6nermelerle paralellik arz etmemektedir. Her ne kadar istatiksel
olarak anlamli bir fark elde edilmemis olsa da AZ grubunda semen KISS1 diizeyi NZ
grubundan daha yiiksek goriilmiistiir. Buna ek olarak, NZ ve AZ gruplar ile OAZ
grubu arasinda istatiksel olarak anlamli fark goriilmiistiir. OAZ ve OATZ gruplarinda
semen oOrneklerindeki KISS1 diizeyinin azlig1, sperm sayisi azligindan dolay1 protein
ifade diizeyinin nispeten diger gruplara oranla diisiik kaldig1 6ne siiriilebilir. Fakat, AZ
grubuna ait semen Orneklerinde KISS1 diizeyinin yiiksek olmasi daha kompleks bir

mekanizmaya isaret edebilir. Muhtemel sebeplerden bir tanesi, KISS1 proteininin
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spermin motilite kabiliyeti kazanmas1 asamasinda fonksiyonel iglev goren bir protein
olabilecegidir. AZ grubunda motilite problemi yasanan spermler tarafindan ytiksek
miktarda tiiketilmedigi ve dolayisiyla semende KISS1 konsantrasyonun daha yiiksek
diizeyde kaliyor olabilecegi seklinde One siiriilebilir. Ancak bu Oneriyi
destekleyebilmek i¢in ¢ok daha genis popiilasyonda ve/veya ayni olgudan birden fazla
temin edilebilecek drneklerle analizlerin artirilmasi gerekebilir. AZ grubuna ait semen
orneklerinin proteomik analizinin yiiriitiildiigii bir ¢aligmada ise, sperm motilitesini
tesvik eden bazi proteinlerin asir1 miktarda iretildigi gdézlenmis ve bu durumun
azalmig sperm motilitesini telafi edici bir mekanizma olarak ortaya ¢iktig1 one
stiriilmiistiir (Cao, vd., 2018). Calismamizda biyokimyasal bulgularin benzer bir
sekilde yorumlanabilmesi miimkiindiir. Hemostaz1 korumak amaciyla eksik olanin
telafisi i¢in fazla miktarda tiretimi yapilan maddeler mevcuttur. AZ grubunda motilite
ile iligkili bir protein olan KISS1’in fazla iiretimi s6z konusu olabilir. Calismamizda,
AZ grubunda KISS1’in daha yiiksek ifade diizeyini destekler nitelikte, AZ grubunda
NZ grubuna kiyasla daha yiiksek diizeyde KISS/ gen ifadesinin gergeklestigi
gozlenmistir.

Kalsiyum sinyalizasyonunun, sperm fonksiyonlarmin diizenlenmesinde g¢ok
onemli roller oynadigi bilinmektedir (Felix, 2005). Hiperaktivasyon ve kemotaksi
dahil olmak iizere motilitenin kontrolii, flagellumun ana pargasinda ve orta par¢ada
hiicre i¢i serbest kalsiyum konsantrasyonuna bagimli olarak diizenlenmektedir
(Eisenbach ve Giojalas, 2006; Yanagimachi, 1994). Bu nedenle, motilite ile ilgili
potansiyel anomaliler anormal derecede diisiikk sitoplazmik kalsiyum ile
iligkilendirilebilmektedir (Luconi ve Baldi, 2003; Marquez, vd., 2007).

Astenozoospermi, sperm hareketliliginin azalmasi veya olmamasi ile karakterize
olmasina ragmen, ¢ogu durumda etiyolojisi bilinmemektedir. Daha onceki yillarda
yiiriitiilen ¢aligmalarda, astenozoospermik hastalara ait spermlerin giiglii bir motilite
uyaricisi olan progesterona karsi zayif yanit verdigi gosterilmistir (Espino, vd., 2009).
Calismamizda hem floresan spektrofotometre hem de konfokal mikroskop
analizlerimiz neticesinde, AZ grubundaki olgulara ait spermlerde NZ grubuna oranla
daha diisiik diizeyde kalsiyum konsantrasyonu saptanmistir. Bu hasta grubunda
spermde bozulmus kalsiyum mobilizasyonunun daha diisiik sperm hareketliligi ve bu
hastalarin iireme yeteneklerinin azalmasi ile iligkili olabilecegi 6ne siiriilmektedir
(Beigi Harchegani, vd., 2019). Sonuglarimiz genel olarak literatiirde daha 6nceden

paylasilan bilgiler ile uyumludur. Kalsiyum homeostazi, sperm hareketliligi ve erkek
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kisirligr arasinda giiglii bir iligki oldugunu gostermektedir. Aslinda, astenozoospermik
hastalarda hem kalsiyum/kalmodulin kompleksinde hem de hiicre i¢i kalsiyum
seviyelerinde azalma gosterilmistir (Meseguer, vd., 2004; Reyes, vd., 1987).
Normozoospermik olgulardan alinan spermlerde kalsiyum yogunlugu literatiirdeki
diger calismalarla benzerlik gostermektedir (Bedu-Addo, vd., 2007; Blackmore, 1993;
Castellano, vd., 2003; Harper, vd., 2005). Ayrica, KP-13 maruziyeti sonrasit NZ ve AZ
gruplarinda belirgin kalsiyum artis1 gozlenmistir. Bu artis NZ ve NZK arasinda ¢ok
ileri diizeyde istatiksel olarak anlamliyken, AZ ve AZK arasinda anlamli fark olarak
tespit edilmistir. Bu sonucgtan yola ¢ikarak, astenozoospermik olgularda kalsiyum
akisin1 diizenleyen sistemlerde bir problem olabilecegi ve bu problemin kalsiyum
gecisini diizenleyen kalsiyum kanal proteinleri ile iligkili olabilecegi varsayilabilir.
Calismamizda yapilan gen ifade analizlerinde, kalsiyum kanal proteinlerinin sentezini
saglayan CATSPERI geni AZ grubunda belirgin olarak daha az saptanmistir. Bu
bulgu, AZ grubunda goreceli olarak NZ grubundan daha az kalsiyum geg¢isinin
nedenini agiklayabilir. Fakat, AZ grubunun diger gruplara kiyasla KP-13
uygulamasina olumlu yonde etki gosterdigi dikkatlerden kagmamaktadir. Kalsiyum
konsantrasyonu verilerine paralel olarak KP-13 uygulanan AZ grubunda, CATSPER]
gen ifade diizeyindeki artis diger gruplara kiyasla ¢ok daha yiiksek seviyededir. Bu
sonuglarin  birlikte degerlendirilmesi, KP-13 uygulamasinin astenozoospermik
olgularda motilitenin artigini tegvik edebilecegi yoniinde bulgular sunmaktadir.
Kalsiyum girisine izin veren, sperme 0zgili bir kalsiyum kanali olan CatSper
kanali, sperm hareketliligini, hiperaktivitesini ve erkek dogurganligini diizenlemede
onemli bir rol oynar (Brown, vd., 2019; Ren, vd., 2001). Spermdeki CatSper
kanallarinin azalmasi, sperm hareketliliginin ve hiperaktivitesinin bozulmasina ve
nihayetinde erkek infertilitesine neden olabilmektedir (Sun, vd., 2017). CatSper
kanallarina ait azalmig gen ifade diizeyinin astenozoospermi patogenezi ile iliskisi
CatSperl geni susturulmus veya CatSperl asir1 ekspresyon deney hayvani
modellerinde yapilan deneylerle kanitlanmistir (Jin, vd., 2021). Sican spermindeki
CatSper kanallarinin dort o alt biriminden (CatSper1-CatSper4) birindeki azalmanin,
sperm hareketliligini ve islevlerini bozmaya yeterli oldugu, sonugta erkek hastalarin
veya hayvanlarin dogurganligina zarar verdigini 6ne stiriilmiistiir. Bu nedenle spermde
CatSper kanallarinin azalmasi, astenozoospermi patogenezi i¢in 6nemli bir parametre
olabilir. Insanlarda da CATSPER genlerinin genetik mutasyonlari veya delesyonlar1 ve

genlerin degisime ugramis ifade diizeyleri klinik olarak astenozoospermi ve erkek
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kisirligr ile iliskilendirilmistir (Hildebrand, vd., 2010; Singh ve Rajender, 2015).
Infertil erkeklerde CATSPERI ve CATSPER2 mutasyonlarinin astenoteratozoospermi
ile iligkili oldugu bulunmustur (Avenarius, vd., 2009; Avidan, vd., 2003). Sunulan
calismamizda da AZ, OAZ ve OATZ gruplarinda CATSPERI mRNA diizeylerinde
belirgin bir diisiis tespit edildi. Gen ifadesindeki bu diisiisle paralel bir sekilde diger
gruplara kiyasla, AZ grubunda hiicre i¢i kalsiyum diizeylerinde belli bir oranda diisiis
oldugunu gézlemledik. Calismamizda, KP-13 uygulamasinin hem hiicre i¢i kalsiyum
konsantrasyonunda hem de CATSPERI gen ifadesinin diizenlenmesinde yukar1 yonlii
regiile edici bir etkisinin oldugu tespit edildi. Bu yukar1 yonlii hareket en belirgin
olarak AZ grubunda go6zlenmistir. Ayni etki, OAZ ve OATZ gruplarinda
gozlenememistir. CATSPER genleri susturularak astenozoospermi olusturulabilecek
deney hayvanlar1 modellerinde intratestikiiler veya intravendz KP-13 enjeksiyonlari
ile KP-13’1in etkinliginin daha genis olgekte test edilmesine ihtiya¢c duyulmaktadir.
Buna ek olarak, KISS1 antogonistlerini kullanilarak KISS1 etkilerinin daha spesifik
olarak gdzlemlenebilecegi caligmalarin tasarlanmasi faydali olabilir. Giinlimiizde
CatSper kanalin1 hedef alan ilaglar, klinik dncesi arastirma asamalarindadir. Erkek
kontrasepsiyonu i¢in CatSper kanallar1 {izerine c¢aligmalar yliriitiilmektedir. Sperm
hareketliliginin tedavisi i¢in CatSper kanallarinin hedef alindigi daha yogun
caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. CatSper kanalina etki eden birtakim ilaglar
bulunmakta ancak etki mekanizmalari tam olarak bilinmemektedir.

Bhilawadikar, vd. (2013), normozoospermik  kontrollere  kiyasla
oligoastenozoospermik erkek hastalara ait sperm 6rneklerinde, CATSPER gen ifade
diizeyinin ve sperm motilitesinin anlamli derecede diisiik oldugunu gostermistir
(Bhilawadikar, vd., 2013). Bu bulgulara istinaden, CATSPERI gen ifadesinin asagi
reglilasyonunun veya anormalliginin sperm hareketliligini etkileyebilecegi ve boylece
idiyopatik oligozoospermi gelisimini tetikleyebilecegi one siiriilmiistiir (Shu, vd.,
2015). Bizim ¢alismamizda da NZ grubuna kiyasla OATZ grubunda CATSPERI gen
ifadesi asag1 yondedir. Hiicre ici kalsiyum konsantrasyonu analizlerinde de benzer
sekilde, NZ ile OAZ ve OATZ gruplan arasinda ileri diizeyde anlamli farkliliklar
bulunmustur. Bu bulgular birlikte degerlendirildiginde, CATSPERI mutasyonlariin
veya ekspresyonunun klinik tespiti, idiyopatik oligoastenozoospermi teshisini ve
tedavisini kolaylastirabilecegi one siiriilebilir.

Heidary, vd., (2019), literatiirde paylasilan bilgilerin aksine, idiyopatik

astenozoospermi tanisi alan 35 olguya ait spermlerde yaptiklar: genetik analizlerde,
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kontrol ve hasta grup arasinda CATSPERI gen ifadesi agisindan istatiksel bir fark
bulamamiglardir (Heidary, vd., 2019). CATSPERI1 proteininin diistik, eksik veya
yanlis lokalize ekspresyonunun, astenozoospermik fenotip ve diisiik hiperaktif motilite
gelisiminde rol oynayabilecegini belirtmekle beraber, bu sonuglarin 6rneklem
biiytikliigii ile iligkili olma ihtimalini de belirtmiglerdir. Kalsiyum konsantrasyonu
acisindan NZ ile OAZ ve OATZ gruplart arasindaki farklarin agiklanmasina dair
literatiirde farkli yaklagimlar bulunmaktadir. OAZ ve OATZ gruplarinda ileri diizeyde
patoloji gosteren sperm hiicreleri bulunabilir. Olast patolojik durumlarda, OAZ ve
OATZ grubundaki spermler, azalan enerji metabolizmasimin bir sonucu olarak
kalsiyum birikimini indiikleyen ve Ca**-ATPaz aktivitesini tersine ¢eviren hiicre zari
hasarina ugrayabilir (Sakaida, vd., 1991; Trump ve Berezesky, 1985). Buna ek olarak
oligoastenoteratozoospermik olgularda, spermler iyon homeostazini siirdiirmek
amaciyla ekstraseliiler olarak kalsiyum iyonunu salmak i¢in ileri diizeyde fonksiyon
gostermiyor olabilir (Lestari, vd., 2018). Bir baska muhtemel neden ise,
oligoastenoteratozoospermik olgularda sperm hiicrelerinde kalsiyum depolanmasi
yeterince gerceklesmez ve bu nedenle, sperm hiicreleri kalsiyum iyonunun hiicre dist
ortama salinmasi i¢in ileri diizeyde fonksiyonellik gosteremezler. Sperm yapisindaki
ve islevindeki degisiklik, iyon homeostazini kesintiye ugratarak sperm hareketliliginin
bozulmasina ve nihai olarak infertiliteye neden olabilmektedir (Lestari, vd., 2017). Bu
bulgular g6z 6nilinde bulunduruldugunda, ¢alismamizda OAZ ve OATZ gruplarinda
goreceli olarak hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonun daha diisiik ¢ikmasi literatiir ile
uyum gostermektedir. KP-13 uygulamasi sonrasinda, istatiksel olarak anlamli olmasa
da hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunda belli bir oranda artis yasandigi
goriilmektedir. Hiicre membranindaki olas1 hasarlar, KP-13’iin bu gruplarda yeterince
etkinlik gésterememis olmasina neden olmus olabilir.

KP-13’lin etkinligi gézlemlemenin bir diger yolu da ilgili gen reseptor ifade
diizeylerini degerlendirmek olabilir. KP-13 uygulama Oncesinde, AZ ve OAZ
gruplarinda NZ grubuna kiyasla KISS/R gen ifadesinin yaklasik olarak 2-3 kata daha
yiiksek oldugu goriilmektedir. Fakat OATZ grubunda belirgin bir farklilik
goriilmemektedir. Bu durumun olasi sebeplerinden bir tanesi, AZ ve OAZ olgularina
ait sperm hiicreleri, motiliteyi artirabilmek ve homeostazi saglayabilmek i¢in daha
fazla KISSI ile etkilesime girebilme egilimi gosteriyor olabilir. Bu nedenle,
KISS1R’ye ait gen ifadelerindeki bir artis ile motiliteyi tetikleyici mekanizmada var
olan eksiklik giderilmeye calisiliyor olabilir. OATZ grubunda ise, hiicre
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membranindaki ve yapisindaki olast bozulmalar, KISS1R reseptoriiniin islevini yerine
getirememesine ve dolayisiyla hiicrenin homeostazi siirdiirme egiliminden geri
kalmasina neden olmus olabilir.

Genel olarak gen ifade diizeyinin regiilasyonunda hiicresel diizeyde pozitif ve
negatif geri bildirimlerinin 6énemli rol oynadig: bilinmektedir (Ceroni, vd., 2018; Ji,
vd., 2013; Sheen, 1994). OATZ grubunda KISS/ gen ifade diizeyinin diger gruplara
gore daha diisiik diizeyde oldugu da goz Oniinde bulundurulursa, muhtemel bir
hiicresel KISS1 arz-talep dengesizligi nedeniyle reseptor lretimi icin pozitif geri
bildirim mekanizmalar1 islevselligini yitirmis ve bu nedenle KISS/R gen ifadesi
sekteye ugramis olabilir. Bu 6neri, KP-13 uygulamasi sonras1t NZK grubuna kiyasla
OATZK grubunda goézlemlenen KISS/R gen ifade diizeyindeki belirgin artigla
desteklenebilir. Gebelik esnasinda da plasentada KISS/ gen ifadesinin katlanarak
artt1g1 ve dolayistyla dolasimdaki KISS1 diizeyinin yiiksek diizeyde artmasiyla birlikte
KISSIR diizeyinde de artis gerceklestigi bilinmektedir (Hu, vd., 2019; Taylor, vd.,
2014). Calismamizda, infertil alt gruplara ait sperm hiicrelerine KP-13 uygulamasi,
tim gruplarda KISS/R gen ifade diizeyini yukar1 yonlii etkilemis ve tiim gruplarda
belirgin bir artisin gergeklestigi gdzlenmistir.

Calismamizda AZ grubuna ait KISS/ ve KISSIR gen ifade analizleri
degerlendirildiginde, NZ grubuna kiyasla AZ grubunda KISS/ geninin yaklasik olarak
2 kat ve KISS1R geninin yaklasik olarak 3 kat daha fazla ifade edildigi goriilmektedir.
Calismamizda, biyokimyasal bulgular ve genetik analiz bulgular1 birbirini tamamlar
niteliktedir. Semen Orneklerinin biyokimyasal analizinde, AZ grubunda goreceli
olarak KISS1 protein ifadesinin daha yiiksek oldugu gozlemlendi. KISS/ gen ifade
diizeyinde gerceklesen farkliligin protein ifade diizeyine yansimasi beklenen bir sonug
olarak degerlendirilebilir. OAZ ve OATZ gruplarinda KISS/ genine ait ifade diizeyleri,
NZ grubuna kiyasla daha diisiik diizeydedir. Biyokimyasal analizlerde de benzer
bulgular goriilmektedir. ELISA yontemi ile KISSI’in semende ifade diizeyi
incelendiginde, OAZ grubu ile NZ grubu arasinda istatiksel olarak anlamli fark, OATZ
grubunda ise NZ grubuna gore goreceli olarak daha az KISS1 tayin edilmistir. Gen
ifadesi analizinde ise, NZ grubuna kiyasla OATZ grubunda 0,95 kat daha az KISSI
ifadesi tespit edilmistir. KISS/ genine ait biyokimyasal ve genetik verilerin paralellik
gostermesi, ¢aligma verilerinin giivenilirliginin yiikselmesi bakimindan 6nem arz
etmektedir. Bununla birlikte, AZ grubunda KISS1 protein ve gen ifadelerinin goreceli

olarak daha yiliksek olmasinin sebebi agikliga kavusturulmalidir. Biyokimyasal
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analizler neticesinde, semende KISS1’in miktar artisinin degerlendirilmesinde, olasi
mekanizmalar g6z 6niinde bulundurulmaya calisilmistir.

AKAP4, fibroz kilifta en cok bulunan yapisal proteinlerdir. Sperm proteinlerinin
tirozin fosforilasyonunu artirir ve flagellar islevi diizenleyen cAMP bagimli protein
kinaz i¢in baglayict bolgelere sahiptir (Eddy, vd., 2003). Erkek farelerde Akap4
geninin susturulmasi fibroz kilif displazisine neden olmakta, bu durum kusurlu sperm
hareketliligine yol agmaktadir. Ancak sperm sayisi ve morfolojisinde bir degisim
gozlenmemektedir (Miki, vd., 2002). AKAP4'Un yoklugu, etkili sperm
hareketliliginin kaybina neden olmaktadir. Bunun nedeni cAMP'ye bagimli sinyal
yolaklarinin fibroz kilif ile etkilesime girememesidir (Moretti, vd., 2007). Fibroz kilif
sperm olgunlagmasinin, hareketliliginin ve kapasitasyonunun diizenlenmesinde rol
oynar. Bu nedenle, AKAP4 gen ifadesinin sperm hareket kabiliyeti {lizerinde etkisi
olabilir.

Akap3 ve Akap4 genlerindeki kismi delesyonlarin astenozoospermiye neden
oldugu daha once bildirilmistir (Moretti, vd., 2007). Bu delesyonlar, fibroz kilif
bilesenlerinin kusurlu birlesmesi ve kuyrukta AKAP3 ve AKAP4 proteinlerinin
boliimlendirilmesindeki basarisizlikla iligkili olabilir. AKAP-3, fibréz kilifin temel
yapisinin diizenlenmesinde rol alirken, AKAP4 fibroz kilif bilesenlerinin bir araya
getirilerek tamamlanmasinda 6dnemli bir role sahiptir. Bu proteinlerin yoklugu sperm
hareketsizligiyle baglantilidir. Ciinkii fibroz kilif herhangi bir sinyal iletim sistemine
sahip degildir (Brown, vd., 2003; Miki, vd., 2002). Hatal sekillendirilmis fibroz kilifa
sahip ve morfolojik olarak anormal flagella ile karakterize olan fibréz kilif displazisi,
astenozoospermi olgularinda siklikla gdzlenmektedir (Turner, vd., 2001).
Calismamizda, NZ grubuna kiyasla AZ, OAZ ve OATZ gruplarinda AKAP4 gen
ifadesinin belirgin olarak daha az oldugu gosterilmistir. En bliylik fark ise AZ
grubunda tespit edilmistir. Bu bulgu, AKAP4 protein iiretimindeki bir eksikligin fibroz
kilif bilesenlerinde bir hasara ve dolayisiyla tiim alt infertil gruplarda motilite
azalmasiyla iligkili olabilecegine dair yorumlanabilir. Calismamizda KP-13
uygulamasi tiim gruplarda AKAP4 gen ifade diizeyini yukar1 yonde stimiile etmistir.
Ozellikle OATZ ve OAZ gruplarindaki gen ifadelerinde gok belirgin yiikselmeler
tespit edilmistir.

Oligoastenoteratozoospermi, erkek infertilitesinde goriillen en yaygmn
fenotiplerinden birisidir. Kalitatif ve kantitatif sperm kusurlarinin bir kombinasyonu

ile tanimlanir (Jungwirth, vd., 2012). Yiiksek fenotipik degiskenlikleri nedeniyle,
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OAT'nin arka planinda yatan olasi genetik nedenler su ana kadar biiyiik dl¢lide net
olarak tanimlanamamigtir. Calismamizda KP-13 uygulamasi neticesinde AKAP4 gen
ifade oranindaki artis dikkatleri ¢cekmektedir. Literatiirde, AKAP4 geni ile KISSI
arasindaki muhtemel iligkiyi aciklayan bir mekanizma bilgimiz dahilinde
bulunamamistir. AKAP4 geninin OAT ile olasi iliskilerinin aydinlatilmasi i¢in ileri
diizeyde ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Fakat, bu bilgilere ek olarak, KISS1'in
malign melanomlarda ve baz1 meme kanserlerinde metastaz baskilayici protein olarak
gorev yaptig1 daha dnce ifade edilmistir. KISS1R'nin aktivasyonu, tiimdr metastazinin
temel ozellikleri olan hiicre proliferasyonunu ve hiicre go¢iinii inhibe etmektedir. Bu
kapsamda, KISS1/KISSIR sistemi hiicre-matriks kenetlenme organizasyonunu
diizenleyebilecegi ve belki de hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesinde rol
alabilecegi one siiriilebilir. KP-13 uygulamasi sonrasi, OATZ grubunda AKAP4 gen
ifadesindeki yukar1 yonlii artisin olasi bir hiicre i¢i iskeletin yeniden modellenmesi ile
iliskili olabilecegi varsayilabilir. Bu noktada, sperm hiicre ig¢i iskeletinin
organizasyonunda gorev alan proteinlerin ve genlerin detayli analizi, olas1 bir hiicre
ici iskelet-AKAP4-KISS1/KISSIR diizenleyici mekanizmasinin aydimlatilmasini
saglayabilir.

Spermde KISSI ve KISSIR gen ifade diizeyleri incelendiginde belirgin bir
orantisizlik goriilmektedir. KISS/ geninin beyin bolgelerinden sonra en fazla testiste
ifade edildigi gézlemlenirken, KISS/R’nin organlar arasi ifade diizeyi siralamasinda
testisin ¢ok daha gerilerde oldugu goriilmektedir (Sekil 2.7). Ilgili genlerin protein
ifade diizeylerine bakildiginda ise, organlar aras1 belirgin bir fark goriilmemektedir.
Bu noktada, KISS/ geninin yogun bir sekilde mRNA ifadesi gergeklestirilirken,
proteine translasyonunun esdeger bir sekilde belirgin bir yiikseklik gostermemesi
dikkatleri ¢ekmektedir. Eger esdeger oranda proteine doniisiim olmuyorsa neden
yogun miktarda KISSI/ mRNA ifadesi gerceklesiyor sorusuna muhtemel cevaplar
aranmaktadir. Bu noktada, lokal bir regiilasyon mekanizmasimin devreye girme
ihtimali olabilir. Yogun miktarda {retilen KISS/ mRNA’si, diger genlerin
baskilanmasi veya daha fazla ifade edilmesi yoniinde genlerin regiilasyonunda gorev
aliyor olabilir. Ya da mikro RNA’larin regiile ettigi bir mekanizma bulunabilir. Bir
diger ihtimal, anti-metastatik 0Ozelligi ile bilinen KISS1’in spermatogonyumlar
iizerinde regiile edici etki gosterebiliyor olmasidir. Spermatojenik hiicre hattindaki
spermatogonyumlarda KISS1 ifadesinin olmadigi bilinmekle beraber, bu hiicrelerin

Oomiir boyu boliinebilme potansiyelinin korunmasinda, siirdiiriilmesinde ve kontrol
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edilmesinde KISS/ mRNA’larinin bir rolii olabilir mi sorusu akillara gelmektedir. Bu
noktada literatiire dayali bilgimiz, KISS1’in sperm hiicre i¢i kalsiyum kanallar
iizerinde etki gostererek fonksiyonel oOzelligini gosterdigi yoniindedir. Fakat,
fonksiyonel etki gosterecek KISS1 proteinine KISS/ geninin ifade edildigi oranda
doniismedigi halde KISS/ mRNA’sinin neden testiste yogun bir sekilde bulundugu
arastirtlmay1 bekleyen sorular arasindadir.

Calismamizda, KISS! gen ifade diizeyindeki degisiklikleri biyokimyasal
analizlerle ve CATSPERI gen ifadesinin hiicresel diizeydeki yansimalarini flurometrik
yontemlerle tayin ederek sonuglarimizin giivenilirligini giiclendirebilirken, deneysel
yontem dizayninda ekonomik yiik sorunu nedeniyle KISSIR ve AKAP4 protein
miktarinin biyokimyasal, immiinohistokimyasal veya western-blot yontemi ile tayin
edilmemesi sonuglarin degerlendirilmesinde bir eksiklik olarak ortaya ¢ikmaktadir.
Bir diger eksiklik ise, KP-13 maruziyeti sonrasi olgulara ait sperm motilite
parametrelerini daha detayli olarak degerlendirilebilmesini saglayan egrisel hiz, diiz
cizgi hiz1, ortalama yol hizi, dogrusallik, diizliik, yanal basin genligi, yalpalama,
capraz gecis frekansi parametreleri gibi otomatize sperm analiz sistemleri tarafindan
0zel yazilim programlari ile gerceklestirilebilen degerlendirmelerin yapilamamasidir.
Bunlara ek olarak, olgulara ait testosteron, FSH, LH, prolaktin gibi hormonal
parametrelerin degerlendirilebilmesi, olgulara ait daha detayl1 analizlerin yapilmasini
saglayabilirdi. Sperm Orneklerinin dondurma islemine tabi tutulmadan es zamanh
olarak ¢aligmaya alinmasi, dondurma isleminin olas1 etkilerini diglayarak sonuglarin
standart bir sekilde degerlendirilebilmesine olanak saglamistir.

Tiim bulgular g6z oniinde bulunduruldugunda, KP-13 uygulamasinin sperm
motilitesi ile iligkili parametreler lizerinde genel olarak tiim infertilite alt gruplarinda
yukart yonli etki olusturdugu goriilmektedir. AZ grubundaki bireylerde KISS1
konsantrasyonun daha yiiksek ¢ikmasi sira dis1 bir bilgi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
KISS! gen ifadesinin AZ grubunda yiiksek ¢ikmast ve KP-13 uygulamasi sonrasi en
yiiksek KISS! ifadesinin AZ grubunda gozlenmesi bu bulguyu destekler niteliktedir.
AZ, OAZ ve OATZ gruplarinda sperm hareketliligi ile iliskili CATSPERI ve AKAP4
gen ifade diizeylerinde NZ’ye kiyasla senkronize diislis tespit edilmistir. Gruplar
arasindaki bu senkronizasyonu KISS/ gen ifadesinin OAZ ve OATZ gruplarinda
NZ’ye kiyasla daha diisiik goriilirken, AZ grubunda daha yiiksek goriilmesi
bozmustur. Bu durum, KISS/ geni ifade diizeyi agisindan, oligo ve asteno kavramlarini

ayr1 ayr1 degerlendirmeyi 6n plana ¢ikarmistir. Gen ifade analizlerinin her olguda esit
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konsantrasyonda RNA kullanilarak yapilmis olmasi, oligozoospermik gruplarindaki
diisiik sayida sperm sayisi sebebiyle bu sonuglar elde edilmistir sdylemini gegersiz
kilmaktadir. OAZ ve OATZ gruplarinda, CATSPERI ve AKAP4 genlerinde oldugu
gibi KISSI gen ifade diizeyinin diisikk olmasi olagan kosullardan kaynaklaniyor
olabilir. Eger bu varsayim kabul edilirse, bu durumda AZ grubunda K7SS! geninin
diger gruplara kiyasla daha yiiksek ifadesinin ger¢ceklesmesinin olagandisi farkli bir
mekanizma ile iligkili olabilecegi 6n plana ¢ikmaktadir. AZ olgularina ait sperm
ornekleri ile KISS1 arasindaki muhtemel iligkinin aydinlatilabilmesi i¢in daha ileri
analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir. Motilite ile iligkili muhtemel bagka genlerin
incelenmesi ve kan dolagimindaki baglantili hormon parametrelerinin

degerlendirilmesi bu mekanizmay1 aydinlatmaya yardime1 olabilir.
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5. SONUC

Erkek infertilite tayininde serum KISS1 diizeyi belirte¢ olarak kullanilabilir.

Rutin semen analizinde KISS1 miktar tayini belirleyici bir faktor olabilir. Daha
kesin bulgular i¢in erkek infertilite alt kategorilerinde yliksek 6rneklemde semende
KISS1 analizine ihtiya¢ duyulmaktadir.

AZ grubunda KP-13 uygulamasi1 hem hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonunu hem
de kalsiyum geg¢isinde onemli rolii olan CatSper kalsiyum kanali genlerini 6nemli
diizeyde artirmistir. Astenozoospermi tanisi olan bireylere KP-13 uygulanmasinin
olumlu sonuglar dogurmasi beklenebilir.

AZ grubunun biyokimyasal ve genetik analizleri neticesinde, goreceli olarak
KISS1 proteini ve istatiksel olarak KISS/ gen ifadeleri yliksek bulunmustur. KISS1
protein ve gen ifade diizeylerinin tespiti astenozoospermi teshisinde ayirict bir
parametre olarak degerlendirilebilir. KP-13 uygulamasi sonrasinda ise infertil alt
gruplar arasinda AZ grubunda, hiicre i¢i kalsiyum, KISS! ve CATSPERI genleri
senkronize bir sekilde en yiiksek oranda artig gostermistir. Bu sonuglar, olast bir KP-
13 uygulamasinin potansiyel etkisine dair 6ngoriileri giiclendirmektedir.

CATSPERI mutasyonlarinin veya ekspresyonunun klinik tespiti, idiyopatik
astenozoospermi, oligoastenozoospermi ve oligoastenoteratozoospermi teshisini ve
tedavisini kolaylastirabilir.

Sperm fibroz kilifi ile iligkili infertilite kusurlarinda, KP-13 uygulamas1 AKAP4
geni tizerinde tedavi edici etki olusturabilir.

Hiicre i¢i iskelet sisteminin organizasyonunda KISS1 ile AKAP4 arasinda
muhtemel bir iliski bulunabilir.

KP-13 uygulamasimin hiicre i¢i kalsiyum konsantrasyonu iizerine muhtemel
etkileri, kalsiyum sinyalizasyonunun etkin oldugu vazokonstriksiyon ile iligkili ¢esitli

mekanizmalarin regiilasyonunda rol oynayabilir.
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96



Ek 2. Hasta Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
HASTA BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

ARASTIRMANIN ADI:
Infertil Erkeklerde Sperm Hareketliligi ile Kisspeptin Iliskisinin Incelenmesi

Goniilliiniin Bas Harfleri << >>

Bir aragtirma ¢alismasina katilmaniz istenmektedir. Katilmak isteyip istemediginize
karar vermeden Once aragtirmanin neden yapildigim1 bilgilerinizin nasil
kullanilacaginin ¢aligmanin neleri igerdigini ve olast yararlarini risklerini ve
rahatsizlik verebilecek konulari anlamanmiz 6nemlidir Liitfen asagidaki bilgileri
dikkatlice okumak i¢in zaman ayiriniz ve eger istiyorsaniz 6zel veya aile doktorunuzla
konuyu degerlendiriniz. Eger bir baska ¢alismada da yer aliyorsaniz bu ¢aligmada yer
alamazsiniz.

BU CALISMAYA KATILMAK ZORUNDA MIYIM?

Calismaya katilip katilmama karari tamamen size aittir. Eger ¢alismaya katilmaya
karar verirseniz imzalamaniz i¢in size bu Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu
verilecektir. Katilmaya karar verirseniz, ¢aligmadan herhangi bir zamanda ayrilmakta
Ozgiirslinliz. Bu durum sizin aldiginiz tedavinin standardini etkilemeyecektir.

Eger isterseniz, bu klinik calismaya katilimimizla ilgili olarak hekiminiz/aile
doktorunuz bilgilendirilecektir. Ayrica destekleyici firma ¢aligmay1 sonlandirmaya
karar verirse bu durumda da ¢aligmadan ¢ikartilacaksiniz.

CALISMANIN KONUSU VE AMACI NEDIR?

18-40 yas araligindaki erkek hastalarda, Kisspeptin ve sperm hareketliliginin
arastirilmasi konulu ¢aligmamizda;

Bu maddenin iireme sistemi {izerine diizenleyici etkilere sahip oldugu ileri
stiriilmektedir. Hem yumurta hem de sperm hiicrelerinde tespit edilen bu maddenin,
tip bebek tedavisi alan kadinlara uygulandiginda olumlu sonuglar alindigi
gosterilmistir. Erkeklerde sperm sivisinda da mevcut olan bu maddenin sperm
hareketine olumlu etkileri oldugu ileri siiriilmiistiir.

Dolayisiyla sperm parametreleri kotli olan hastalarda bu maddenin diizeyinin tespiti
ve buna yonelik digsaridan takviye edilmesinin saglayabilecegi olasi faydalar
gosterebilmek amaciyla bu ¢aligma planlanmastir.

CALISMA iSLEMLERI:

Calismamizda sizden, Kisspeptin miktar tayini ve sperm hareketliligi analizi igin
sirastyla kan 6rnegi ve seminal sivi ornegi alinacaktir. Kan alimi rutin protokoller
cercevesinde kolunuzdan merkezimizde alinacak ve sperm Ornegi ise mastiirbasyon
yoluyla temin edilecektir. Ornekler laboratuvar kosullarinda calisildiktan sonra
bilimsel arastirmamiz i¢in veri olusturmaya yonelik kullanilacaktir.

BENIM NE YAPMAM GEREKiYOR?

Ac veya tok haldeyken 1 ml kan vermeniz ve mastiirbasyon yoluyla elde edeceginiz
seminal stvidan 1 ml vermeniz yeterli olacaktir.
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CALISMAYA KATILMAMIN NE GiBi OLASI YAN ETKIiLERI, RISKLERI
VE RAHATSIZLIKLARI VARDIR?

Calismaya katilmaniz durumunda size uygulanacak olan iglemin size herhangi bir yan
etkisi, agr1 olusturmasi ve sagliginiza herhangi bir zarar1 bulunmamaktadir.

CALISMAYA KATILMANIN OLASI YARARLARI NELERDIR?

Sperm degerleri agisindan saglikli olmayan hastalar ile normal saglikli bireylerdeki
kisspeptin diizeyinin karsilastirilacagi bu ¢alisma ile bu maddenin saglikli olmayan
bireylerde fayda saglayip saglayamayacagi degerlendirilecektir. Olumlu bir sonug
cikmasi durumunda, bu maddenin olas1 destekleyici etkisinin ortaya konulmasina
katkiniz olacaktir.

GONULLU KATILIM

Bu arastirmaya katilma kararimi tamamen goniillii olarak veriyorum. Bu c¢aligmaya
katilmay1 reddedebilecegimin veya katildiktan sonra istedigim zaman, bu tedavi
kurumunda gorecegim bakim ve tedaviler etkilenmeksizin ve hicbir sorumluluk
almadan ayrilabilecegimin bilincindeyim.

CALISMAYA KATILMAMIN MALIYETi NEDiR?

Arastirmaya katilmaniz nedeniyle size para 6denmeyecek ya da sizden para talep
edilmeyecektir. Caligmayla ilgili olan tiim laboratuvar testleri ¢alisma destekleyicisi
tarafindan karsilanacak. Size, bagh bulundugunuz 6zel sigorta veya resmi sosyal
giivenlik kurumuna 6detilmeyecektir.

KiSIiSEL BILGILERIM NASIL KULLANILACAK?

Bu formu imzalayarak doktorunuzun ve onun kadrosunun ¢alisma i¢in sizin kisisel
bilgilerinizi (“Calisma Verileri”) toplamalarina ve kullanmalarina onay vermis
olacaksiniz. Bu durum dogum tarihiniz, cinsiyetiniz, etnik kdkeniniz ayrica Caligsma
verilerinizin kullanimu ile ilgili verdiginiz onayin herhangi bir belirlenmis birim tarihi
yoktur.

Calisma i¢in vereceginiz ornekler size 6zel bir numara olan bir kod (“Kod”) numarasi
kullanimiyla korunacaktir. Sizin ¢alisma verilerinize ulagmak i¢in gerekli olan kod
anahtar1 caligsma yiiriitiiclisiiniin  denetimindedir. Calismanin yiiriitiillmesi ve
yaymlanmasi asamasi dahil, hicbir asamada sizin isminiz ve kisisel bilgileriniz
kullanilmayacaktir. Caligmanin sonuglar1 tibbi yayinlarda yayinlanabilir, ancak sizin
kimlik bilgileriniz bu yayinlarda agiklanmayacaktir.

Eger onaymnizda vazgecerseniz, calisma ylriitliciiniiz ¢alisma verilerinizi artik
kullanamayacak ya da diger kisilerle paylasamayacaktir.

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

BiYOLOJIiK MATERYAL iLE YAPILACAK CALISMALAR

Hastalardan/goniilliillerden herhangi bir ¢alisma i¢in aliman her tiirli “Biyolojik
materyal”in (kan, diger viicut sivilari vd.) baska bir ¢aligmada kullanilabilmesi i¢in
asagidaki maddelerin doldurulmasi gerekmektedir.

Orneklerin gelecekteki kullanimu: Liitfen isaretleyiniz.

[ ] leride yap1lmas: planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.
[ ]Sadece bahsi gegen ¢alismada kullanilmasina izin veriyorum.
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[] Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum (Bu kutuyu secmem durumunda,
bu ¢alismaya katilmayacagimi anliyorum).

Genetik g¢aligmalarda asagida belirtilen sekilde “tabakalandirilmis  olur”
doldurulmalidir:

Tarafinizdan alinan Ornegin saklanmasi ve ileride yapilacak diger g¢aligsmalarda
kullanimi1 ancak sizin izninize tabidir. Bu Ornekler uzun yillar isminiz (kimlik
bilgileriniz) korunmak ya da yok edilmek kayd: ile saklanabilir. Liitfen asagidaki
seceneklerden size uygun olan bir tanesini isaretleyiniz.

[ ] Tarafimdan alinmis kodlanmis* 6rnegin yalnizca 6nerilen ¢alisma igin kullanimint
onayliyorum,; ileride yapilmasi olas1 diger ¢aligmalar i¢in onay vermiyorum.

[ ] Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin yalnizca énerilen ¢alisma igin kullanimin
onayliyorum; ileri ¢alismalar icin tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay vermek
istiyorum.

[ ] Tarafimdan alman kodlanmis &rnegin, arastirma konusuyla baglantili tiim
calismalarda kullanimini onayliyorum, ancak farkli c¢alismalar igin tekrar
bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

[ ] Tarafimdan alman kodlanmis &rnegin oOnerilen ¢alisma igin kullanimin
onayliyorum ve gelecekte de her tiirlii genetik ¢alismada anonim (kimligim ile
baglantisiz) olarak kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis 6rnek: Sizden aliman 6rnege bir kod numarasi verilir. Kod numarasini
yalnizca arastirict bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca arastirici ulagabilir.
Boylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.

ARASTIRMA SURESINCE 24 SAAT ULASILABILECEK KIiSILER:

Adem Kocaman
Tel:os********

CALISMADAN AYRILMAMI GEREKTIRECEK DURUMLAR:

Calismaya katilmay1 kabul etmemeniz durumunda veya herhangi bir nedenle
calisgmadan c¢ikmak istemeniz halinde ayrilabilirsiniz. Bu tedavi kurumunda
goreceginiz bakim ve tedaviler etkilenmeyecek, herhangi bir aksama olmayacaktir.

YENI BILGILER CALISMADAKI ROLUMU NASIL ETKILEYEBILIR
Caligsma siirerken ortaya ¢ikmis olan biitiin yeni bilgiler bana derhal iletilecektir.
CALISMAYA KATILMA ONAYI

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim agiklamalar1 okudum. Bana, yukarida
konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida adi
belirtilen ¢alisma yiiriitiiclisii tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak
katildigimi, istedigim zaman gerekgeli veya gerekgesiz olarak arastirmadan
ayrilabilecegimi ve kendi istegime bakilmaksizin arastirmaci tarafindan arastirma disi
birakilabilecegimi biliyorum.

S6z konusu aragtirmaya, higbir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1
kabul ediyorum. Sorumlu yiiriitiicii saklamam i¢in bu belgenin bir kopyasini ¢aligma
sirasinda dikkat edecegim noktalar1 da icerecek sekilde bana teslim etmistir.

Goniilliiniin Ad1 / Soyad1 / Imzas1 / Tarih
Aciklamalar1 Yapan Kisinin Ad1 / Soyad1 / Imzas1 / Tarih
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