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OZET

ACIKLANAMAYAN INFERTILITEDE PROLIDAZ ENZIM AKTIiVITESI VE
OKSIDATIF STRESIN EXTRASELLULER MATRIKSIN YENIDEN
SEKILLENMESINDEKI ROLU

Mahmut KIRMIZIOGLU
Yiiksek Lisans Tezi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danigsmani Dr. Ogr. Uyesi ELIF ISBILEN
Haziran 2020, 40 Sayfa

Aciklanamayan infertilitesi olan kadinlarin etyolojisinde serum prolidaz aktivitesi ve
oksidatif stresin Onemli oldugunu o6zellikle ECM'in yeniden sekillenmesinde rol
oynayarak implantasyon asamasinda etkili oldugunu gdstermektir. Aciklanamayan
infertilitesi olan 90 kadin hasta ve 74 saglikli fertil kadindan serum 6rnekleri alindi.Serum
TOS (Total Oksidan Kapasite) diizeyi, TAS (Total Antioksidan Kapasite) diizeyi, serum
prolidaz aktivitesi ve serum vitamin E diizeyi ELIZA yontemiyle 6l¢iildii. Calismamizda
serum prolidaz aktivitesi, serum TAS diizeyi agiklanamayan infertilitesi olan hasta
grubunda kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksekti (sirasiyla p=0,013%*,
p=0,001%*). Ayrica hasta grubunda prolidaz enzim aktivitesi ile vitamin E arasinda ¢ok
giiclii pozitif anlamli korelasyon gozlenirken (r=0,892 , P=0,001), prolidaz enzim
aktivitesi ile TOS (Total Oksidan Kapasite) arasinda pozitif yonde zayif bir anlamli
korelasyon saptandi (r=0,265, p=0,049). Aciklanamayan infertil kadin grubunda vitamin
E ile TOS (Total Oksidan Kapasite) arasinda pozitif yonde zayif bir anlamli korelasyon
saptandi1 (r=0,288, p=0,014). Hasta grubunda prolidaz enzim aktivitesi ile hem oksidatif
kapasitenin belirteci olan TOS hem de antioksidatif kapasitenin non-enzimatik belirteci
olan vitamin E arasinda ki pozitif korelasyon gosterilmistir. Bu nedenle ¢alismamizin
sonuglari1  serum prolidaz aktivitesi ve antioksidan kapasitenin ag¢iklanamayan
infertilitenin etyolojisi ile anlamli derecede iliskili oldugunu gostermistir.

Anahtar sozciik : Aciklanamayan Infertilite, Prolidaz Enzim Aktivitesi, Vitamin E
seviyesi, Total Antioksidan Kapasitesi, Total Oksidatif Kapasite



ABSTRACT

INCREASED PROLIDASE ENZYME ACTIVITY AND THE OXIDATIVE
STRESS AFFECT THE REMODELING OF ECM IN UNEXPLAINED
INFERTILITY

Mahmut KIRMIZIOGLU
Master Thesis, Department of Medical Biochemistry
Supervisor: Assist. Prof. ELIF ISBILEN
June 2020, 40 pages

The objective of our study was to compare the levels of serum prolidase activity and
oxidative stress markers including total oxidative status (TOS), total antioxidant
capacity (TAC), and vitamin E levels between unexplained infertility and healthy fertile
women. Serum samples were obtained from 74 healthy women and in 90 unexplained
infertile women. We have measured serum prolidase activity, Vitamin E levels TAC,
TOS, and OSI levels spectrophotometrically. Serum prolidase activity and serum TAC
levels were significantly higher in unexplained infertile women than in healthy women
(p=0.013, p=0.001 respectively). Prolidase activity was positively correlated with TOS
and vitamin E levels (r=0,265, p=0,049; r=0,892, p=0,001, respectively) Our study has
shown that serum prolidase activity and oxidative stress are significantly associated
with unexplained infertility, and the correlation between serum prolidase activity and
the markers of oxidative stress was reflected in increased serum TOS and vitamin E
levels.

Keywords: Unexplained infertility, Prolidase enzyme activity, Vitamin E level, Total
Antioxidant Capacity, Total Oxidative Capacity



1. GIRIS ve AMAC

Tiim diinyada yaklasik 186 milyondan fazla kisiyi etkileyen infertilite gelismekte olan
ilkelerin hem sosyal hem de ekonomik énemli bir sorunudur (1).

Infertilite, ciftlerin en az 12 aylik siirede diizenli cinsel iliskiden sonra halen hamile
kalamamasi ile karakterize kompleks bir tireme bozuklugu olarak tanimlanmaktadir (2).
Bazi g¢iftlerde, tiim testlere ragmen, infertilitenin nedeni tanimlanamamistir ve bu durum
klinik olarak agiklanamayan veya primer infertilite olarak tanimlanmistir.
Aciklanamayan infertilitenin infertil c¢iftlerin yaklagik % 15 ila % 30'unu etkiledigi
tahmin edilmektedir (3).

Agiklanamayan infertilite tanisi diger tim infertilite etyolojileri dislandiktan sonra
konulmalidir. Tan1 sirasinda uterin kavite ve tubal agiklik degerlendirilmeli (HSG veya
laparoskopik yontemle), yumurtaliklarin 6zellikle midluteal donemdeki fonksiyonunu
gosteren progesteron diizeyi dlgiilmeli (> 3 ng/mL), serum prolaktin ve tiroid stimulan
hormon (TSH) diizeyinin yeterli olup olmadig1 degerlendirilmeli, yumurtalik rezervini
degerlendiren FSH (Folikiil Stimulan Hormon), AMH (Anti Miillerian Hormon)
diizeyleri ve antral follikiil sayis1 degerlendirilmeli ve semen analizi (sperm
konsantrasyonu 15 milyon / ml, >% 40 motilite ve en az % 4 normal morfoloji)
yapilmalidir (4).

Aciklanamayan infertilitenin 6nemli nedenlerinin arasinda; implantasyon defektinin,
uterus reseptivitesinin (5), endometriyumun bozulmus fonksiyonunun (6) ve
immiinomodiilator etkilerin (7) oldugu ileri siirtilmiistiir.

Implantasyon defekti genellikle vakalarin iigte ikisinde yetersiz endometriyum
reseptivitesi ile (blastokistin tutunmasindan sorumlu) ve tligte birinde embriyodaki
anormallikler ile iliskilidir (8).

Graham ve arkadaslari, agiklanamayan infertilitenin bozulmus endometriyum fonksiyonu
ile iliskili oldugunu gostermistir. Normal regiilasyona sahip endometriyal epitel yeterli
miktarda monoklonal antikorun {iretimi ve salgilanmasindan sorumludur fakat
aciklanamayan infertiliteye sahip endometriyum epitelinde normal progesteron

seviyelerinde dahi monoklonal antikorlarin salgilanmasin1 daha az oldugu gosterilmistir

(6).



Uterus reseptivitesi her siklusta, diizenli olarak yumurtaliklar tarafindan sentezlenen
steroidlere yanit olarak ortaya ¢ikan endometriyal stroma-epitel etkilesimlerini igerir.
Endometriyumdaki reseptor aracili uterus reseptivitesinin rolii; trofoblastin saglikli bir
sekilde endometriyuma tutunmasinda ¢ok énemlidir (9).

Implantasyon siirecinde endometrial stromal hiicrelerdeki integrin ekspresyonunun
azalmas1 endometriyal reseptivite i¢in dnemli bir rol oynayabilir (10,11).

Kollagen ve elastin gibi yapisal proteinler, fibrillin, fibronectin ve laminin gibi 6zellesmis
proteinler ve destek dokusu olarak preteoglikanlar extracelliiler matrikse ait molekiillerdir
(12). Extracellular matriksin yapisal, fonksiyonel ve diizenleyici 3 temel gorevi vardir.
Bu gorevler sirastyla sunlardir (1): hiicredisi dokularin arasindaki bosluklar1 doldurarak
yapisal (2), hiicrelerin adezyon,biiyiime ve farklilasmasina destek olarak fonksiyonel ve
(3) hiicrenin fizyolojisi i¢in gerekli biiyiime faktorii ve sitokinlerin salinimini kontrol
eden peptidazlarin aktivasyonu ile diizenleyicidir (13). Extracellular matriks
proteinlerinin sentezi ve proteolitik yikim1 hassas bir sekilde kontrol edildigi i¢in bu kritik
dengenin bozulmasi embriyonun endometriyuma tutunmasini engelleyerek infertiliteye
neden olabilir (14). Extracellular matriksin preteolitik yikiminda yer alan en 6nemli
proteazlar matriks metalloproteinazlar (MMP) ailesinin {iyeleri, disintegrinler ve
metalloproteinazlardir (15). Ulbrich ve arkadaslar1 blastokistin elongasyon sathasinda
biliylime faktorlerinin (extracellular matrixtarafindan sentezlenen) destegi icin artmis
endometriyal matriks metalloproteinaz (MMP) aktivitesinin gerekliligini gostermislerdir

(16).



2. GENEL BiLGILER

2.1. MMPs (Matriks Metalloproteinazlar ve prolidaz enzimi)

Prolidaz, MMP(Matrix Metalloproteinaz) ailesinin bir iiyesi, kollajen sentezinin
diizenlenmesine katilan sitozolik bir enzimdir (17). Sekill. Prolidaz enzimi C-terminal
prolin veya hidroksiprolin ile imidodipeptitleri ve imidotripeptitleri hidrolize eder. Prolin
iceren dipeptitlerin katabolizmasi i¢in 6zel ekzopeptidazlar gereklidir ve prolidaz enzimi
prolin veya hidroksiprolini C-terminal pozisyonundan ayiran sitozolik ekzopeptidazdir
(18). Kollajen yiiksek imino asit seviyelerine sahip olmasi nedeniyle prolidaz enzimi igin
Oonemli bir substrattir. Artmis prolidaz aktivitesi ile kanser, tiiberkiiloz ve kronik karaciger
hastalig1 gibi doku yikimini igceren hastaliklar arasinda bir iligki bulunmustur (19,20).
Ayrica, plasenta dokusunda artmis prolidaz aktivitesinin erken gebelik kayb ile iliskili
oldugu gosterilmistir (21). Tiim bu ¢aligmalar kollajen turnover hizindaki ve kollajen
metabolizmasindaki  diizensizligin  prolidaz  aktivitesi ile iligkili  oldugunu

diistindiirmektedir.
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Sekil 2. 1. i.Fibroblastlarda bulunan prolidaz enziminin substrati olan imidopeptidlerin
IC ve EC kaynaklari, ii. Prokollajen sentezinde kullanilan prolinin tekrar kullanilmasinda
prolidaz enziminin rolii, Imidodipeptidler ( IDP),Kollajen yikim iiriinleri ( CDP),
Hidroksiprolin (HYP), Proline (Pro), Amino acid (X)



MMPs (Matrix metalloproteinases) enzimlerinin her menstruel siklusta normal
endometriyumun yeniden sekillenmesinde 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (22). MMP
enzim ailesi, cogu yapisal olarak birbiriyle iliskili ve extracellular matriksin yikimindan
sorumlu Zn-bagimli salgilanan endopeptidazlardan olusur (23). MMP'lerin kollajen,
jelatin, proteoglikan, laminin, fibronektin ve elastin gibi ¢esitli extracellular matris
bilesenlerini ve ayrica MMP-1, MMP-8 ve MMP-9’in dahil oldugu diger MMP'leri de
yiktig1 bilinmektedir. MMP’ler her menstruel siklusta progesteronun seviyesinin azaldigi
sirada maksimum seviyelerde sentezlenir (24).

Oksidatif stres hiicrenin oksidatif ve antioksidatif sistemi arasindaki dengenin
kaybolmasindan kaynaklanir (25). Reaktif Oksijen Radikalleri(ROS) ve Reaktif nitrojen
radikalleri gibi oksidanlarin ekspresyonundaki artis veya siiperoksit dismutaz, glutatyon
veya Vitamin E gibi antioksidanlarin ekspresyonundaki azalig bu olmasi gereken dogal
dengeyi bozabilir (26). infertilite sorunu yasayan endometriozisli kadinlardan alinan
periton sivi Orneklerinde yiiksek konsantrasyonlarda malondialdehit (MDA) ve
oksitlenmis diisiik yogunluklu lipoprotein (ox-LDL) gibi oksidatif stres markerlar
izlenmistir (27). Cesitli invitro ¢alismalar ROS ve antioksidan sistem arasindaki
dengesizligin tekrarlayan diisiikler, endometriyozis ve aciklanamayan infertilite gibi
kadin iireme sistemi ile ilgili hastaliklarin gelisiminden sorumlu oldugunu ileri

stirmiiglerdir (28).

‘ OKSIDATIF STRES ‘

R

Zayif Yumurta Zayif Sperm Bozulmus implantasyon

Kalitesi Kalitesi Embriyotoksisite E"dﬂn‘l'?':tl'r-fm Hatasi
Reseptivitesi

N/ /

ACIKLANAMAYAN iINFERTILITE

Sekil 2. 2. Agiklanamayan infertilitenin etyolojisinde rol alan faktorler.



Gebeligin olugsmas1 ve devam edebilmesi anne uterus reseptivitesi ile embriyonun ECM
(extraselliiler matrix) ortami igindeki gelisme kabiliyeti arasinda es zamanli bir uyum
gerektirir.

Calismamizin amaci, agiklanamayan infertilitenin etyopatogenezinde anormal kollajen
turnover hizinn ve ECM'de kollajen yapiyr bozabilecek prolidaz aktivitesini
degerlendirmekti. Ayrica, etiyolojinin aydinlatilmasi, agiklanamayan infertilitede yeni
terapotik yaklasimlarin gelistirilmesini kolaylastirabilir.

Extraselliiler matriksin kollajen yapim ve yikim hizin1 bozabilecek prolidaz enzim
aktivitesi ve oksidatif stres etkisi direkt olarak endometriyal reseptiviteyi etkileyerek

aciklanamayan infertilitenin etyopatogenezinden sorumlu olabilir.



3. GEREC ve YONTEM

Bu ¢alisma Gaziantep Universitesi Tip fakiiltesi Tibbi Biyokimya Anabilim Dali ve
Sahin Bey Arastirma ve Uygulama Hastanesi Endokrinoloji ve Metabolizma Anabilim
Dali ile birlikte gerceklestirilmistir. Calismamiz agiklanamayan infertil kadinlar ve
normal fertil kadinlar olarak iki grubu i¢eren vaka kontrol ¢alismasidir. Her iki gruptaki
katilimcilardan katilim i¢in imzali onam formu alindi. Calisma protokolii Helsinki
bildirisinin kurallarina uygundur ve etik kurulu arastirma protokol kodu 75 olarak onay
almmistir. Bu c¢alismaya Gaziantep Universitesi Tip Fakiiltesi Endokrinoloji ve
Metabolizma Poliklinigine basvuran unexplained infertilite tanis1 almis 90 hasta alindi.
Unexplained infertil ¢iftler i¢in infertilitenin nedeni; hormonal (AMH ve FSH’nin serum
diizeyi) ve biyokimyasal profil, cinsel yolla bulasan hastaliklar i¢in test, genetik ve/veya
immiinolojik anormalliklerin arastirilmasi, sperm analizi (en az iki ay arayla en az iki
degerlendirme) tubal aciklik degerlendirmesi i¢in goriintiileme muayeneleri
(histerosalpingografi, histeroskopi ve laparoskopi gibi) propedeutik prosediire gore
yapilmis hastalar alindi. Bu testlerden herhangi birinde anormallik olmamasi halinde
infertilite idiyopatik (primer) kabul edildi. Kontrol grubu olarak rutin kontrol amagh
Endokrinoloji ve Metabolizma poliklinigine bagvuran ve dogurganlik yasinda 74 saglikli
fertil kadin alindi. Calismaya pollikistik over sendromlu (PCOS) ve /veya endometriozisli

hastalar da calismaya dahil edilmedi.

Calismaya Alinma Kiriterleri

. Infertilite siiresi > 1 y1l (agiklanamayan infertilite igin iki y1l),
o Hem hasta hem kontrol grubu i¢in; 18-42 yas
° Viicut kiitlesi < 28 kg/m? indeks (BMI)

Dislama Kriterleri

o PCOS veya endometriozis tanis1 almis goniilliiler
. Kanser

o Hipertansiyon

. Diyabet

. Multipl Skleroz

. Kronik medikal tedaviye duyulan ihtiyag

. Otoimmun bozukluklar

o Koroner, hepatik veya bobrek hastaliklar1 dykiisii



Endokrinoloji ve
Metabolizma

285 hasta anormal
histerosalpingografi

209 hasta yeniden

Bélimiinde 494 hasta bulgulari ve degerlendirildi
azospermi nedeniyle
tarandi .
reddeldi.
v/

PCOS Teshis edilen
hastalar ¢alismaya
dahil edilmedi n:18

Endometriosis Teshis
edilen hastalar
¢alismaya dahil

edilmedi

BMI> 28 kg/m?

olan hastalar reddeldi
n:74

n:27

90 hastasi segildi

Sekil 3. 1. Hasta se¢me prosediiriinii gosteren akis semasi

3.1. Numune Toplanmasi

Unexplained teshisi almisg hastalar icin anket formu dolduruldu ve onam formu
imzalatildi. Hasta ve kontrollerden serum prolidaz aktivitesi, serum vitamin E diizeyi,
serum total antioksidan kapasitesi, serum total oksidan kapasitesi ve oksidatif stres
indeksi i¢in diiz serum tiipiine (herhangi antikoagiilan icermeyen) vendz kan alindi.
Calisma ornegi daha sonra 2000g’de 10 dakika santrifiije tabi tutuldu. Serum kisimlari

ependorflara ayrilarak -80 °C ‘de sakland1 ve ¢alisma giiniine kadar muhafaza edildi.

3.2. Serum Prolidaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Serum prolidaz aktivitesi enzimatik immunoassay yontemle Ol¢lilmiistiir. Serum
enzimatik immunoassay yontemde mikroplaktaki standart ve serum Orneklerini
uygulayacagimiz kuyucuklar PEPD (Peptidaz D) i¢in spesifik antikorlarla 6nceden
kaplanmistir. Plaktaki baglanmamis maddeler yikanarak ortamdan uzaklagtirildiktan
sonra PEPD’ye spesifik biyotinle baglanmis antikorlar kuyucuklara eklendi.Tekrar bir
yikama uygulandiktan sonra avidin ile konjuge olmus Horse Radish Peroksidase (HRP)
kuyucuklara eklendi. Bu asamadan sonra avidin-enzim birlikteligi ile birlikteligi olmayan
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substratlar yikanarak ortamdan uzaklastirilir. Renk degisimi durdurulup ve rengin

yogunlugu olctildii.

Tablo 3. 1. Prolidaz Elisa Reaktifleri

Icindekiler

Miktar

Standart Cozelti (160ng / ml)

0.5ml x1

Onceden kaplanmis ELISA Plaka

12 *8 12/5000 kuyu seritleri x 1

Standart Seyreltici 3 ml x1
Streptavidin-HRP 6 ml x1
Durdurma Soliisyonu 6 ml x1
Yiizey Sollisyon A 6 ml x1
Yiizey Soliisyon B 6 ml x1
Yikama Tampon Konsantresi (25x) 20 ml x1
Biyotinli PEPD Antikoru I ml x1

3.2.1. Ol¢iim prensibi

ELISA (Enzim Baglantili Immiinosorbent Deneyi) kiti kullanildi. Plaka, insan PEPD

antikoru ile énceden kaplanmistir. Ornekte mevcut olan PEPD eklendi ve kuyucuklarda

kaplanmis antikorlara baglandi. Daha sonra, biyotinli PEPD Antikoru ilave edildi ve

ornekteki PEPD'ye baglandi. Daha sonra Streptavidin-HRP (Horse Radish Peroxidase)

eklenildi ve Biotinli PEPD antikoruna baglandi. Inkiibasyondan sonra baglanmamus

Streptavidin-HRP bir yikama agamasi uygulandi. Substrat ¢ozeltisi daha sonra ilave edildi

ve renk PEPD miktari ile orantili olarak gelisti. Reaksiyon, asidik durdurma ¢ozeltisi ilave

edilerek sonlandirild1 ve absorbans, 450 nm'de 6l¢tildii.
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3.2.2. Ayraclar ve Standart hazirlama

Tiim reaktifler kullanmadan 6nce oda sicaklifina getirildi. Standardin 120 pl (160 ng/ml)

ve standard ¢oziliciiniin 120 pl si ile 80 ng/ml standard stok soliisyonu olusturuldu.

Diliisyon yapmadan 6nce standardin hafifce ¢alkalanarak 15 dakika oturmasini saglanildi.

standard stok soliisyonu (80 ng/ml) 1:2 oraninda seyreltilerek yeni standart soliisyon

noktalar1 (40 ng/ml, 20 ng/ml, 10 ng/ml ve 5 ng/ml) olusturuldu. Standart seyreltici, sifir

standart (0 ng / ml) olarak islev gérmektedir. Standart ¢ozeltilerin seyreltilmesi tablo 2.’de

gosterildigi gibidir:

Tablo 3. 2. Prolidaz i¢in standart ¢ozeltilerin seyreltilmesi

80 ng/ml  Standard No.5 120 pl Original Standard + 120 pl Standard Seyreltici
40 ng/ml  Standard No.4 120 pl Standard No.5 + 120 pl Standard Seyreltici
20 ng/ml  Standard No.3 120 pl Standard No.4 + 120 pl Standard Seyreltici
10 ng/ml  Standard No.2 120 pl Standard No.3 + 120 ul Standard Seyreltici
5 ng/ml Standard No.1 120 pl Standard No.2 + 120 ul Standard Seyreltici

120

:::::::

//—f—'_‘_hhl /f—_‘_“m /’F—““ﬁk '_/"”_h“‘-‘k_/"‘—“‘-\ Fero Standasd

TedWeWEH

Sekil 3. 2. Prolidaz icin standart ¢ozeltilerin seyretilmesinin gésterimi

Tablo 3. 3. Prolidaz i¢in standart hazirlanmasi

Standart

Standard

Konsantrasyon No.5

Standard Standard Standard Standard
No.4 No.3 No.2 No.1

160 ng/ml

80 ng/ml

40 ng/ml 20 ng/ml 10 ng/ml 5 ng/ml
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3.2.3. Yikama Tamponu hazirlama

Deionize suda 20 ml konsantre Wash Buffer 25 kez seyreltildi. Konsantre i¢inde

kristaller tamamen ¢oziilene kadar hafifge karistirildi.

3.2.4. Calisma Prosediirii

1. Tiim reaktifler, standart ¢ozeltiler ve numuneler talimatlara uygun sekilde hazirland.
Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi, ¢aligma oda sicakliginda
yapildi.

2. Deney i¢in gerekli serit sayisini belirlendi. Seritleri kullanmak i¢in g¢ergevelere
yerlestirildi.

3. Standart kuyuya 50 pul standart eklenildi. (Standart kuyuya antibody eklenmedi ¢linkii;
standart ¢6zelti biyotinli antibody icermektedir.)

4. Ornek kuyucuklarma 40 ul rnek eklenildi, daha sonra érnek kuyucuklarma 10 pl anti-
PEPD antibody eklenildi. daha sonra 6rnek kuyularina ve standart kuyulara 50 pl
streptavidin-HRP eklenildi (Bos kontrol kuyucuguna eklenme yapilmadi.) ve karistirildi.
Plakay1 bir sizdirmazlik maddesi ile ortiildii. 37 © C'de 60 dakika inkiibe edildi.

5. Sizdirmazlik maddesi ¢ikarildi ve plakayr yikama tamponu ile 5 kez yikanildi. Her
yikama i¢in 30 saniye ile 1 dakika arasinda en az 0,35 ml yitkama tamponu ile kuyucuklar
1slatildi. Otomatik yikama icin, Tiim kuyular: aspire edildi ve 5 kez yikama tamponu ile

yikanildi, yikama tamponu ile kuyular dolduruldu. kagit havlu iizerinde plaka kurutuldu.

6. Her kuyucuga 50 pl substrat ¢ozeltisi A eklenildi ve daha sonra her kuyucuga 50 pl
substrat ¢cozeltisi B eklenildi, Karanlikta 37 © C'de 10 dakika boyunca yeni bir kapatici ile
kapli plaka inkiibe edildi.

7. Her kuyucuga 50 pl durdurma Soliisyonu eklenildi, mavi renk hemen sar1 doniistii.
8. Durdurma ¢ozeltisini ekledikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm'ye ayarlanmis ELISA
okuyucu (Biotek Instruments, USA) kullanarak hemen her kuyucugun optik yogunlugu

belirlendi.

3.3. Serum vitamin E diizeyinin dél¢iimii

Serum vitamin E diizeyi enzimatik immunoassay yontemi ile kantitatif olarak

Olclilmiistiir. Serum enzimatik immunoassay yontemde mikroplaktaki standart ve serum
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orneklerini uygulayacagimiz kuyucuklar vitamin E icin spesifik antikorlarla dnceden
kaplanmistir. Plaktaki baglanmamis maddeler yikanarak ortamdan uzaklastirildiktan
sonra vitamin E’ye spesifik biyotinle baglanmis antikorlar kuyucuklara eklendi Tekrar
bir yikama uygulandiktan sonra avidin ile konjuge olmus Horse Radish Peroksidase
(HRP) kuyucuklara eklendi. Bu asamadan sonra avidin-enzim birlikteligi ile birlikteligi
olmayan substratlar yikanarak ortamdan uzaklastirilir. Renk degisimi durdurulup ve

rengin yogunlugu 6l¢ildii.

Tablo 3. 4. Vitamin E Elisa reaktifleri

Icindekiler Miktar

Standart Cozelti (160 nmol / ml) 0.5ml x1

Onceden kaplanmis ELISA Plaka 12 * 8 kuyu seritleri x1
Standart Seyreltici 3 ml x1
Streptavidin-HRP 6 ml x1

Durdurma Soliisyonu 6 ml x1

Yiizey Sollisyon A 6 ml x1

Yiizey Soliisyon B 6 ml x1

Yikama Tampon Konsantresi (25x) 20 ml x1

Biyotinli vitamin E Antikoru I ml x1

3.3.1. Olgiim prensibi

ELISA (Enzim Baglantili Immiinosorbent Deneyi) kiti kullanildi. Plaka, insan vitamin E
antikoru ile onceden kaplanmistir. Ornekte mevcut olan vitamin E eklendi ve
kuyucuklarda kaplanmig antikorlara baglandi. Daha sonra, biyotinli vitamin E Antikoru
ilave edildi ve 6rnekteki vitamin E 'ye baglandi. Daha sonra Streptavidin-HRP eklendi ve
Biotinli vitamin E antikoruna baglandi. Inkiibasyondan sonra baglanmamis Streptavidin-
HRP yikama agsamasi uygulandi. Substrat ¢ozeltisi daha sonra ilave edildi ve renk vitamin
E miktar ile orantili olarak gelisti. Reaksiyon, asidik durdurma ¢ozeltisi ilave edilerek

sonlandirild1 ve absorbans, 450 nm'de dl¢iildii.
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3.3.2. Ayraclar ve Standart hazirlama

Tiim reaktifler kullanmadan 6nce oda sicakligina getirildi. Standardin 120 pl (160 ng/ml)
ve standard ¢oziicliniin 120 pl si ile 80 ng/ml standard stok sollisyonu olusturuldu.
Diliisyon yapmadan 6nce standardin hafif¢ce ¢alkalanarak 15 dakika oturmasini saglanildi.
standard stok soliisyonu (80 ng/ml) 1:2 oraninda seyreltilerek yeni standart soliisyon
noktalar1 (40 ng/ml, 20 ng/ml, 10 ng/ml ve 5 ng/ml) olusturuldu. Standart seyreltici, sifir
standart (0 ng / ml) olarak islev gérmektedir. Standart ¢ozeltilerin seyreltilmesi tablo5’te
gosterildigi gibidir:

Tablo 3. 5. Vitamin E i¢in Standart ¢ozeltilerin seyreltilmesi

80 ng/ml  Standard No.5 120 pl Original Standard + 120 ul Standard Seyreltici

40 ng/ml  Standard No.4 120 pl Standard No.5 + 120 ul Standard Seyreltici

20 ng/ml  Standard No.3 120 pl Standard No.4 + 120 ul Standard Seyreltici

10 ng/ml  Standard No.2 120 pl Standard No.3 + 120 ul Standard Seyreltici

5 ng/ml Standard No.1 120 pl Standard No.2 + 120 pl Standard Seyreltici

120 IZope 0 I1200mil IFOp@ l

/"d_‘_h"“‘ f"'ﬁ_—"“k ﬁ ﬁ /.—-——‘—-.‘- Zera Standasd

TdWed b

Sekil 3. 3. Vitamin E i¢in standart ¢ozeltilerin seyretilmesinin gosterimi

Tablo 3. 6. Vitamin E i¢in standart hazirlanmasi

Standart Standar Standard Standard Standard Standard
Konsantrasyon No.5 No.4 No.3 No.2 No.1
160 ng/ml 80 ng/ml 40 ng/ml 20 ng/ml 10 ng/ml 5 ng/ml
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3.3.3. Yikama Tamponu hazirlama

Deionize suda 20 ml konsantre Wash Buffer 25 kez seyreltildi. Konsantre i¢inde

kristaller tamamen ¢6ziilene kadar hafifce karistirildi.

3.3.4. Calisma Prosediirii

1. Tiim reaktifler, standart ¢ozeltiler ve numuneler talimatlara uygun sekilde hazirlandi.
Kullanmadan 6nce tiim reaktifler oda sicakligina getirildi, ¢alisma oda sicakliginda

yapild.

2. Deney i¢in gerekli serit sayisini belirlendi. Seritleri kullanmak i¢in cergevelere
yerlestirildi.

3. Standart kuyuya 50 pl standart eklenildi. (Standart kuyuya antibody eklenmedi ¢linkii;
standart ¢cozelti biyotinli antibody igermektedir.)

4. Ornek kuyucuklarina 40 pul &rnek eklenildi, daha sonra drnek kuyucuklarina 10 ul anti-
vitamin E antibody eklenildi. daha sonra 6rnek kuyularina ve standart kuyulara 50 pl
streptavidin-HRP eklenildi (Bos kontrol kuyucuguna eklenme yapilmadi.) ve karistirildi.
Plakayi bir sizdirmazlik maddesi ile ortiildii. 37 ° C'de 60 dakika inkiibe edildi.

5. Sizdirmazlik maddesi ¢ikarildi ve plakayr yikama tamponu ile 5 kez yikanildi. Her
yikama i¢in 30 saniye ile 1 dakika arasinda en az 0,35 ml yikama tamponu ile kuyucuklar
1slatildi. Otomatik yikama i¢in, tiim kuyular: aspire edildi ve 5 kez yikama tamponu ile
yikanildi, yikama tamponu ile kuyular dolduruldu. kagit havlu tizerinde plaka kurutuldu.
6. Her kuyucuga 50 pl substrat ¢ozeltisi A eklenildi ve daha sonra her kuyucuga 50 pl
substrat ¢ozeltisi B eklenildi, Karanlikta 37 © C'de 10 dakika boyunca yeni bir kapatici ile
kapli plaka inkiibe edildi.

7. Her kuyucuga 50 pl durdurma Soliisyonu eklenildi, mavi renk hemen sar1 doniistii.

8. Durdurma ¢6zeltisini ekledikten sonra 10 dakika i¢inde 450 nm'ye ayarlanmis ELISA
okuyucu (Biotek Instruments, USA) kullanarak hemen her kuyucugun optik yogunlugunu

belirlendi.

3.4. Total Antioksidan Status (TAS)’in Ol¢iimii

Serum total antioksidan kapasite Erel tarafindan gelistirilen otomatik 6l¢giim yontemi ile

belirlendi. Erel yonteminde en gii¢ radikal olan hidroksil radikali iiretildi. Bu analizde
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reagent 1’de yer alan demir iyonu ¢dzeltisi reagent 2°deki hidrojenperoksit ile karistirildi.
Bu metod ile kimyasal reaksiyonlar sirasinda ortaya ¢ikan hidroksil radikali ile baslatilan
giiclii serbest radikal reaksiyonlara karsi serum ornegimizin antioksidatif kapasitesi
Olciildi. Testin hassasiyet degeri %3’ten daha diisiik dogruluk degerine sahiptir. Serum
antioksidan kapasitesinin degeri sayisal olarak mmol trolox equiv./l. birimi ile ifade

edildi.

3.5. Total Oksidan Status (TOS)’un Ol¢iimii

Serum total oksidan kapasite Erel tarafindan gelistirilen otomatik 6l¢lim yontemi ile
belirlendi. Serum 6rnegindeki oksidanlar ferrdz ion-o-dianisidine kompleksini demir
iyonuna oksitler. Ferrik iyon asidik ortamda turuncu xylenol ile rekli bir kompleks yapar.
Serum Ornegindeki total oksidan molekiil miktartyla orantili olusan renk yogunlugu
spektrofotometrik yontemle O6l¢iiliir. Serum oksidan kapasitesinin degeri sayisal olarak

litre basina mikromolar hidrojenperoksit olarak ifade edilir (wmol H>O> equiv./1.).

3.6. Oksidatif Stres Indeksi (OSI) Ol¢iimii
Serum total oksidan diizeyin serum total antioksidan diizeyine orani yiizde ile yani OSI

olarak ifade edilir. OSI degeri asagidaki formiile gore hesaplanir:

OSI =TOS(umol H202 equiv./1.) / TAS(mmol trolox equiv./l.)

3.7. istatistiksel Yontem

Verilerin normal dagilima uygunlugu Shaphiro wilk testi ile test edilmis, normal
dagilmayan degiskenlerin iki bagimsiz grupta karsilastirilmasinda Mann whitney u
testi kullanilmistir. Hasta ve kontrol grubunda anlaml: farkli olan demografik
degiskenlerin etkisinin giderilmesi i¢in genel lineer model kullanilmistir. Ayrica sayisal
degiskenler arasindaki iliskiler Spearman korelasyon katsayisi ile test edilmistir.
Tanimlayici istatistik olarak sayisal degiskenler i¢in Medyan [%25-%75] degerleri
verilmistir. Istatistiksel analizler i¢in SPSS for Windows version 22.0 paket programi

kullanilmis ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Tablo 4. 1. Hasta ve kontrol grubu karsilastirmalari

Hasta (n=90) Kontrol (n=74)

.. Medyan Medyan P
Degiskenler (25%-75%) (25%-75%) P Giizeltilmis
Yas 28 (24 -33) 30 (26 -33) 0,050%* ---
BMI 25,76 (23,14 -31,59) 24,2 (22,3 -26,1 ) 0,001* ----

Prolidaz 27,01 (10,59 -88,96 ) 17,6 (13,65 -27,98 ) 0,167 0,013*

Vitamin E 19,11 (13,23 -57,31) 19,57 (15,51 -27,57) 0,700 0,272

TOS 4,88 (3,73 -7) 4,43 (3,57 -5,53 ) 0,238 0,302
TAS 1,13 (1,07 -1,24 ) 1,03 (0,95 -1,17) 0.001* 0,001*
OSI 0,41 (0,32 -0,49) 0,43 (0,38 -0,48 ) 0,078 0,001*

*0,05 diizeyinde anlamli; P diizeltilmis: Yas ve BMI ile gore diizeltilmis sonuglar: Genel linear model.

Yas ve BMI bakimindan hasta ve kontrol grubu arasinda anlamli farklilik bulundu.
Kontrol grubumuzun yas ortalamasini agiklanamayan infertil hasta grubuna gore anlamli
olarak daha yiiksek bulduk (p=0,050%*).

Aciklanamayan infertil hasta grubunda BMI (Body Mass Index) kontrol grubuna gore
anlaml diizeyde daha yiiksek ¢ikt1 (p=0,001%).

Aciklanamayan infertil hasta grubunda TAS (total antioksidan kapasite) degerleri anlamli
yiiksek bulundu.

Aciklanamayan infertil hasta grubunda yas ve BMI’e gore diizeltilmis sonuglarda
Prolidaz ve TAS hasta grubunda anlamli yiiksek bulundu. OSI ise hasta grubunda anlamli
diistik bulundu.
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Sekil 4. 1. Hasta ve kontrol grubu kolerasyonu gosterilmesi

4.1. Hasta grubu icin korelasyonlar

Hasta grubunda Prolidaz enzimi ile Vitamin E arasinda ¢ok gii¢lii pozitif bir anlamli
korelasyon gozlendi (r=0,892 , P=0,001).

Prolidaz ile TOS arasinda pozitif yonde zayif bir anlamli korelasyon saptandi (r=0,265,
p=0,049).

Vitamin E ile TOS arasinda pozitif yonde zayif bir anlamli korelasyon saptandi (r=0,288,
p=0,014).
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Tablo 4. 2. Hasta grubu i¢in ¢alisilan parametrelerin degerleri

BMI Prolidaz Vitamin E TOS TAS OSI
Yas r -0,078 -0,141 -0,092 0,150 0,133 0,096
P 0,481 0,252 0,403 0,212 0,297 0,449
BMI r 1,000 0,093 0,120 0,092 -0,038 0,002
P 0,450 0,279 0,453 0,765 0,987
Prolidaz  r 0,093 1,000 0,892 0,265 0,260 0,195
P 0,450 0,001 0,049 0,071 0,180
VitaminE  r 0,120 0,892 1,000 0,288" 0,230 0,220
P 0,279 0,000 0,014 0,063 0,076
TOS r 0,092 0,265" 0,288" 1,000 1,000 993"
P 0,453 0,049 0,014 0,000 0,000
TAS r -0,038 0,260 0,230 1,000* 1,000 856
P 0,765 0,071 0,063 0,000 0,000

r:Spearman rank korelasyon katsayisi, *0,05 diizeyinde anlamli, *¥*0,01 diizeyinde anlamli.

4.2. Kontrol grubu icin korelasyonlar

Kontrol grubunda prolidaz ile Vitamin E arasinda pozitif bir anlamli korelasyon gézlendi

(r=0,659 , P=0,001).

Tablo 4. 3. Kontrol grubu i¢in ¢alisilan parametrelerin degerleri

BMI Prolidaz Vitamin E TOS TAS OSI
Yas r 0,131 -0,201 0,071 -0,163 -0,199 -0,156
P 0,265 0,096 0,580 0,259 0,165 0,280
BMI r 1,000 -0,210 -0,189 0,038 0,030 0,077
P 0,083 0,141 0,794 0,838 0,597
Prolidaz r -0,210 1,000 ,659™ -0,097 -0,078 -0,098
p 0,083 0,000 0,528 0,610 0,523
VitaminE 1 -0,189 0,659™ 1,000 -0,085 -0,056 -0,082
P 0,141 0,001 0,610 0,738 0,623
TOS r 0,038 -0,097 -0,085 1,000 0,880 0,971™
p 0,794 0,528 0,610 0,001 0,001
TAS r 0,030 -0,078 -0,056 0,880™ 1,000 0,808
P 0,838 0,610 0,738 0,000 0,000

r:Spearman rank korelasyon katsayisi, *0,05 diizeyinde anlamli, **0,01 diizeyinde anlamli.
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S. TARTISMA ve SONUC

Hasta-kontrol grubu karsilastirmasi yaptigimiz ¢alismamizda agiklanamayan infertilitesi
olan hasta grubunda hem prolidaz enzim aktivitesini hem de total antioksidan diizeyi
kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulduk. Ag¢iklanamayan infertilitesi olan
hasta grubunun kendi i¢inde prolidaz enzim aktivitesinin vitamin E ve TOS (Total
Oksidan Kapasite) ile pozitif yonde korelasyonu oldugunu tespit ettik. Ancak kontrol
grubunda da kendi i¢inde prolidaz enzim aktivitesi ile vitamin E arasinda pozitif

korelasyon tespit ettik.

Prolidaz (peptidaz D veya imidopeptidaz) kollajen dokusunun yeniden sentezi ve prolin
iceren diger proteinlerin sentezi i¢in prolinin (daha ¢ok kollajen yikim dirlinleri
imidopeptidlerden kaynakli) geri doniisiimiinde 6nemli rol oynar. Prolidaz enzim
aktivitesi, serin/treonin rezidiilerinin fosforillenmesiyle, integrin reseptoriiniin

stimiilasyonu ile artar.

Kollagen sadece ECM'in yapisal bir elemani degil ayn1 zamanda iyon transportu, lipit
metabolizmasi, kinaz enziminin aktivasyonu ve gen ekspresyonunda sinyal iletisinde
onemli rolii olan integrin reseptorii i¢in bir ligand kabul edilir. Bundan dolayidir ki
kollajenin miktari, yapist ve dagiliminda olusabilecek bir degisiklik hiicrenin ileti,
metabolizma ve fonksiyonunu etkileyebilecektir. Yapilan son ¢aligmalardan elde edilen
veriler kollajen dokusunun sentezinin diizenlenmesinde prolidaz enzim aktivitesinin
siirlayict bir faktor olabilecegi fikrini akla getirmektedir. Prolidaz enzim aktivitesi
Osteogenesis Imperfecta'da goriilen yara iyilesmesi, inflamasyon, yaslanma, doku
fibrozisi ve iskelet anormallikleri sirasinda ¢ok dnemli olabilir (29). Glisin amino asidine
bagli prolin dizilimi sadece kollajende bulunmaz ayn1 zamanda immiinglobulinlerin agir
zincirinde ve C1q'da da benzer dizilim vardir. Kollajen dokusundakine benzer amino asid
dizilimi prolidaz eksikligine bagli immiinoglobulin ve Clq biyosentezindeki
bozukluklarin bir sonucu olarak immiinolojik bir eksiklik olabilecegini diisiindiirmektedir

(30).

Integrin reseptoriiniin uyarilmas ile kollajen dokunun sentezi ve prolidaz aktivitesinin
regiilasyonu insan fibroblastlarinda echistatin (integrin inhibitorii) ve thrombin (integrin

aktivatorii) ile gosterilmistir (31). Prolidaz aktivitesi ve kollajen arasindaki fonksiyonel
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baglant1 hiicre kiiltiiriinde antiinflamatuar ilaglarla tedavi edilen fibroblastlarda (32) ve

bazi1 malign tiimorlerde gosterilmistir (33).

Cok sayidaki c¢alisma kollajen sentezinin prolidaza bagli regiilasyonunun hem
transkripsiyonel hem de post-transkripsiyonel diizeyde olabilecegini diisindiirmektedir.
Transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel diizeyde kollajen biyosentezinin prolidaza
bagli regiilasyonunun; en giiclii kollajen sentezi uyaricisi insulin-like growth factor (IGF-
I)'iin stimiilasyonuyla (34) veya NO'nun prolidaz aktivitesi iizerindeki uyaric1 etkisi

yoluyla (35) oldugunu gosteren ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir.

Bizim ¢alismamizda da TAS (total antioksidan kapasite)’nin ve vitamin E’nin artisinin
NO benzeri antioksidan kapasiteyi artirict uyaricilar yoluyla prolidaz enziminin

aktivitesini artirdigini ve abnormal kollajen turnover’1 gergeklestigini diisiindiirmektedir.

Soyding ve arkadaslarinin 2013 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada erken membran ruptiirii olan
kadinlarda 6zellikle artan prolidaz enzim aktivitesinin neden oldugu kollajen hasarinin ve

artan oksidatif stres parametrelerinin etyolojide dnemli oldugunu ileri stirmislerdir (36).

Hiicresel fonksiyonlar: etkileyen ve hiicrelere zarar veren oksidatif stres yani agir1 ROS
tiretimi apoptozisi de etkiler (37). DNA hasari ve hiicresel islev bozukluklarina yolagan
oksidatif stres ve ROS iiretimi ile enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar arasindaki
iligski olduk¢a komplekstir (38). Vitamin E gibi non-enzimatik antioksidanlar oksidan-
antioksidan sistem arasindaki dengeyi saglayarak ROS'un neden oldugu oksidatif strese
karst hiicrenin DNA, protein ve membranlarin1 korur (39). Normal gebeliklerde serum
vitamin E diizeyinin anormal gebeliklere gore daha diisiik oldugu gosterilmis ve gebelik
stiresince vitamin E ihtiyacinin arttig1 diisiiniilmiistiir (40). Uterustaki Vitamin E'nin
implantasyondan sonra artarak embriyogenez sirasinda koruyucu bir etkiye sahip oldugu
gosterilmigtir (41). Zal ve arkadaslar agiklanamayan infertilite hastalarinda oksidatif
stres yaratacak ajanlarin endometriyal stromal hiicrelerde hem nekrozu hem de apoptozu
indiikledigini gostermis boOylece  antioksidan uygulamasinin tedavide olabilecegi

belirtmislerdir (42).

Implantasyon sans1 daha yiiksek olan kaliteli embriyolarda beklenildigi gibi glutatyon
seviyesinin daha yiiksek oldugu izlenmistir (43). IVF tedavisindeki basarmin diisiik
konsantrasyonlarda oksidatif stres metabolitleri ve daha yiiksek konsantrasyonlarda

antioksidan molekiiller ile iliskili oldugu gézlenmistir (44).
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Yapilan ¢ok sayidaki ¢aligmada infertil kadinlarin tedavisinde uterus reseptivitesindeki
basarisizligin ortadan kaldirilmasi 6nemli bir adim olarak goriilmektedir. Scolari ve
arkadaslar1  endometriyum extracelliiler —matriksinin reguler olarak yeniden
diizenlenmesinin; embriyo reseptivitesi i¢in O6nemli oldugunu ve diizenledigini

gostermislerdir (45).

Gebeligin olugsmasit ve devam edebilmesi anne uterus reseptivitesi ile embriyonun
ECM(extracellular matrix) ortami i¢indeki gelisme kabiliyeti arasinda es zamanli bir

uyum gerektirir.

Endometriyumun histolojik ve fonksiyonel olarak normal gelisimi endometriyal
reseptivite ve gebeligin baslangicinda endometrium-embriyo etkilesimleri igin kritik

Ooneme sahiptir.

Kadinlarda gebe kalma olasiligi,extracellular matriksin biitiinligi ve dogal olarak

endometriyal resptivite ile dogrudan iligkilidir.

Bizim calismamizda da agiklanamayan infertil hasta grubundaki prolidaz enzim
aktivitesinin yiiksekligi asir1 kollajen doku yikimina ve oksidatif stres mekanizmasinin
asiriligt ECM’in yeniden yapilimini bozarak implantasyon defektine yolacabilecegini

gostermistir.

Prolidaz bagimli kollajen sentezinin diizenlemesinde hangi transkripsiyonel
mekanizmalar rol oynamaktadir daha genis ¢alismalarla desteklenmelidir. Boylece uterus
endometriyal dokusunun ECM’inin 6nemli bir bileseni olan kollajenin farmakoterapisine

yeni bir yaklagim agiklanamayan infertilite i¢in dnemli bir adim olabilir.
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