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ÖZET 
 

AÇIKLANAMAYAN İNFERTİLİTEDE PROLİDAZ ENZİM AKTİVİTESİ VE 
OKSİDATİF STRESİN EXTRASELLÜLER MATRİKSİN YENİDEN 

ŞEKİLLENMESİNDEKİ RÖLÜ 

 

Mahmut KIRMIZIOĞLU 

Yüksek Lisans Tezi Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı 
Tez Danışmanı Dr. Öğr. Üyesi ELİF İŞBİLEN 

Haziran 2020, 40 Sayfa 

 

Açıklanamayan infertilitesi olan kadınların etyolojisinde serum prolidaz aktivitesi ve 

oksidatif stresin önemli olduğunu özellikle ECM'in yeniden şekillenmesinde rol 
oynayarak implantasyon aşamasında etkili olduğunu göstermektir. Açıklanamayan 
infertilitesi olan 90 kadın hasta ve 74 sağlıklı fertil kadından serum örnekleri alındı.Serum 
TOS (Total Oksidan Kapasite) düzeyi, TAS (Total Antioksidan Kapasite) düzeyi, serum 

prolidaz aktivitesi ve serum vitamin E düzeyi ELİZA yöntemiyle ölçüldü. Çalışmamızda 

serum prolidaz aktivitesi, serum TAS düzeyi açıklanamayan infertilitesi olan hasta 

grubunda kontrol grubuna göre anlamlı olarak daha yüksekti (sırasıyla p=0,013*, 
p=0,001*). Ayrıca hasta grubunda prolidaz enzim aktivitesi ile vitamin E arasında çok 
güçlü pozitif anlamlı korelasyon gözlenirken (r=0,892 , P=0,001), prolidaz enzim 

aktivitesi ile TOS (Total Oksidan Kapasite) arasında pozitif yönde zayıf bir anlamlı 
korelasyon saptandı (r=0,265, p=0,049). Açıklanamayan infertil kadın grubunda vitamin 
E ile TOS (Total Oksidan Kapasite) arasında pozitif yönde zayıf bir anlamlı korelasyon 
saptandı (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 arasında ki pozitif korelasyon gösterilmiştir. Bu nedenle çalışmamızın 
sonuçları  serum prolidaz aktivitesi ve antioksidan kapasitenin açıklanamayan 
infertilitenin etyolojisi ile anlamlı derecede ilişkili olduğunu göstermiştir.  
Anahtar sözcük : Açıklanamayan İnfertilite, Prolidaz Enzim Aktivitesi, Vitamin E 

seviyesi, Total Antioksidan Kapasitesi, Total Oksidatif Kapasite 
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ABSTRACT 
 

INCREASED PROLIDASE ENZYME ACTIVITY AND THE OXIDATIVE 

STRESS AFFECT THE REMODELING OF ECM IN UNEXPLAINED 

INFERTILITY 

 

Mahmut KIRMIZIOĞLU 

Master Thesis, Department of Medical Biochemistry  

Supervisor: Assist. Prof. ELİF İŞBİLEN 

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 
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1. GİRİŞ ve AMAÇ 

 

 

Tüm dünyada yaklaşık 186 milyondan fazla kişiyi etkileyen infertilite gelişmekte olan 

ülkelerin hem sosyal hem de ekonomik önemli bir sorunudur (1). 

İnfertilite, çiftlerin en az 12 aylık sürede düzenli cinsel ilişkiden sonra halen hamile 

kalamaması ile karakterize kompleks bir üreme bozukluğu olarak tanımlanmaktadır (2). 

Bazı çiftlerde, tüm testlere rağmen, infertilitenin nedeni tanımlanamamıştır ve bu durum 

klinik olarak açıklanamayan veya primer infertilite olarak tanımlanmıştır. 

Açıklanamayan infertilitenin infertil çiftlerin yaklaşık % 15 ila % 30'unu etkilediği 

tahmin edilmektedir (3). 

Açıklanamayan infertilite tanısı diğer tüm infertilite etyolojileri dışlandıktan sonra 

konulmalıdır. Tanı sırasında uterin kavite ve tubal açıklık değerlendirilmeli (HSG veya 

laparoskopik yöntemle), yumurtalıkların özellikle midluteal dönemdeki fonksiyonunu 

gösteren progesteron düzeyi ölçülmeli (> 3 ng/mL), serum prolaktin ve tiroid stimulan 

hormon (TSH) düzeyinin yeterli olup olmadığı değerlendirilmeli, yumurtalık rezervini 

değerlendiren FSH (Folikül Stimulan Hormon), AMH (Anti Müllerian Hormon) 

düzeyleri ve antral follikül sayısı değerlendirilmeli ve semen analizi (sperm 

konsantrasyonu 15 milyon / ml, >% 40 motilite ve en az % 4 normal morfoloji) 

yapılmalıdır (4). 

Açıklanamayan infertilitenin önemli nedenlerinin arasında; implantasyon defektinin, 

uterus reseptivitesinin (5), endometriyumun bozulmuş fonksiyonunun (6) ve 

immünomodülatör etkilerin (7) olduğu ileri sürülmüştür. 

İmplantasyon defekti genellikle vakaların üçte ikisinde yetersiz endometriyum 

reseptivitesi ile (blastokistin tutunmasından sorumlu) ve üçte birinde embriyodaki 

anormallikler ile ilişkilidir (8). 

Graham ve arkadaşları, açıklanamayan infertilitenin bozulmuş endometriyum fonksiyonu 

ile ilişkili olduğunu göstermiştir. Normal regülasyona sahip endometriyal epitel yeterli 

miktarda monoklonal antikorun üretimi ve salgılanmasından sorumludur fakat 

açıklanamayan infertiliteye sahip endometriyum epitelinde normal progesteron 

seviyelerinde dahi monoklonal antikorların salgılanmasını daha az olduğu gösterilmiştir 

(6). 
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Uterus reseptivitesi her siklusta, düzenli olarak yumurtalıklar tarafından sentezlenen 

steroidlere yanıt olarak ortaya çıkan endometriyal stroma-epitel etkileşimlerini içerir. 

Endometriyumdaki reseptör aracılı uterus reseptivitesinin rolü; trofoblastın sağlıklı bir 

şekilde endometriyuma tutunmasında çok önemlidir (9). 

İmplantasyon sürecinde endometrial stromal hücrelerdeki integrin ekspresyonunun 

azalması endometriyal reseptivite için önemli bir rol oynayabilir (10,11). 

Kollagen ve elastin gibi yapısal proteinler, fibrillin, fibronectin ve laminin gibi özelleşmiş 

proteinler ve destek dokusu olarak preteoglikanlar extracellüler matrikse ait moleküllerdir 

(12). Extracellular matriksin yapısal, fonksiyonel ve düzenleyici 3 temel görevi vardır. 

Bu görevler sırasıyla şunlardır (1): hücredışı dokuların arasındaki boşlukları doldurarak 

yapısal (2), hücrelerin adezyon,büyüme ve farklılaşmasına destek olarak fonksiyonel ve 

(3) hücrenin fizyolojisi için gerekli büyüme faktörü ve sitokinlerin salınımını kontrol 

eden peptidazların aktivasyonu ile düzenleyicidir (13). Extracellular matriks 

proteinlerinin sentezi ve proteolitik yıkımı hassas bir şekilde kontrol edildiği için bu kritik 

dengenin bozulması embriyonun endometriyuma tutunmasını engelleyerek infertiliteye 

neden olabilir (14). Extracellular matriksin preteolitik yıkımında yer alan en önemli 

proteazlar matriks metalloproteinazlar (MMP) ailesinin üyeleri, disintegrinler ve 

metalloproteinazlardır (15). Ulbrich ve arkadaşları blastokistin elongasyon safhasında 

büyüme faktörlerinin (extracellular matrixtarafından sentezlenen) desteği için artmış 

endometriyal matriks metalloproteinaz (MMP) aktivitesinin gerekliliğini göstermişlerdir 

(16). 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

 

2.1. MMPs (Matriks Metalloproteinazlar ve prolidaz enzimi) 

 

Prolidaz, MMP(Matrix Metalloproteinaz) ailesinin bir üyesi, kollajen sentezinin 

düzenlenmesine katılan sitozolik bir enzimdir (17). Şekil1. Prolidaz enzimi C-terminal 

prolin veya hidroksiprolin ile imidodipeptitleri ve imidotripeptitleri hidrolize eder. Prolin 

içeren dipeptitlerin katabolizması için özel ekzopeptidazlar gereklidir ve prolidaz enzimi 

prolin veya hidroksiprolini C-terminal pozisyonundan ayıran sitozolik ekzopeptidazdır 

(18). Kollajen yüksek imino asit seviyelerine sahip olması nedeniyle prolidaz enzimi için 

önemli bir substrattır. Artmış prolidaz aktivitesi ile kanser, tüberküloz ve kronik karaciğer 

hastalığı gibi doku yıkımını içeren hastalıklar arasında bir ilişki bulunmuştur (19,20). 

Ayrıca, plasenta dokusunda artmış prolidaz aktivitesinin erken gebelik kaybı ile ilişkili 

olduğu gösterilmiştir (21). Tüm bu çalışmalar kollajen turnover hızındaki ve kollajen 

metabolizmasındaki düzensizliğin prolidaz aktivitesi ile ilişkili olduğunu 

düşündürmektedir. 

 

 

Şekil 2. 1. i.Fibroblastlarda bulunan prolidaz enziminin  substratı olan imidopeptidlerin 

IC ve EC kaynakları, ii. Prokollajen sentezinde kullanılan prolinin tekrar kullanılmasında 
prolidaz enziminin rolü, Imidodipeptidler ( IDP),Kollajen yıkım ürünleri ( CDP), 
Hidroksiprolin (HYP), Proline (Pro), Amino acid (X)  
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MMPs (Matrix metalloproteinases) enzimlerinin her menstruel siklusta normal 

endometriyumun yeniden şekillenmesinde önemli rol oynadığı gösterilmiştir (22). MMP 

enzim ailesi, çoğu yapısal olarak birbiriyle ilişkili  ve extracellular matriksin yıkımından 

sorumlu Zn-bağımlı salgılanan endopeptidazlardan oluşur (23). MMP'lerin kollajen, 

jelatin, proteoglikan, laminin, fibronektin ve elastin gibi çeşitli extracellular matris 

bileşenlerini ve ayrıca MMP-1, MMP-8 ve MMP-9’in dahil olduğu diğer MMP'leri de 

yıktığı bilinmektedir. MMP’ler  her menstruel siklusta progesteronun seviyesinin azaldığı 

sırada maksimum seviyelerde sentezlenir (24). 

Oksidatif stres hücrenin oksidatif ve antioksidatif sistemi arasındaki dengenin 

kaybolmasından kaynaklanır (25). Reaktif Oksijen Radikalleri(ROS) ve Reaktif nitrojen 

radikalleri gibi oksidanların ekspresyonundaki artış veya süperoksit dismutaz, glutatyon 

veya Vitamin E gibi antioksidanların ekspresyonundaki azalış bu olması gereken doğal 

dengeyi bozabilir (26). İnfertilite sorunu yaşayan endometriozisli kadınlardan alınan 

periton sıvı örneklerinde yüksek konsantrasyonlarda malondialdehit (MDA) ve 

oksitlenmiş düşük yoğunluklu lipoprotein (ox-LDL) gibi oksidatif stres markerları 

izlenmiştir (27). Çeşitli invitro çalışmalar ROS ve antioksidan sistem arasındaki 

dengesizliğin tekrarlayan düşükler, endometriyozis ve açıklanamayan infertilite gibi 

kadın üreme sistemi ile ilgili hastalıkların gelişiminden sorumlu olduğunu ileri 

sürmüşlerdir (28).  

 

Şekil 2. 2. Açıklanamayan infertilitenin etyolojisinde rol alan faktörler. 
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Gebeliğin oluşması ve devam edebilmesi anne uterus reseptivitesi ile embriyonun ECM 

(extrasellüler matrix) ortamı içindeki gelişme kabiliyeti arasında eş zamanlı bir uyum 

gerektirir.  

Çalışmamızın amacı, açıklanamayan infertilitenin etyopatogenezinde anormal kollajen 

turnover hızını ve ECM'de kollajen yapıyı bozabilecek prolidaz aktivitesini 

değerlendirmekti. Ayrıca, etiyolojinin aydınlatılması, açıklanamayan infertilitede yeni 

terapötik yaklaşımların geliştirilmesini kolaylaştırabilir. 

Extrasellüler matriksin kollajen yapım ve yıkım hızını bozabilecek prolidaz enzim 

aktivitesi ve oksidatif stres etkisi direkt olarak endometriyal reseptiviteyi etkileyerek 

açıklanamayan infertilitenin etyopatogenezinden sorumlu olabilir. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

 

 

Bu çalışma Gaziantep Üniversitesi Tıp fakültesi Tıbbi Biyokimya Anabilim Dalı ve  

Şahin Bey Araştırma ve Uygulama Hastanesi Endokrinoloji ve Metabolizma Anabilim 

Dalı ile birlikte gerçekleştirilmiştir. Çalışmamız açıklanamayan infertil kadınlar ve 

normal fertil kadınlar olarak iki grubu içeren vaka kontrol çalışmasıdır. Her iki gruptaki 

katılımcılardan katılım için imzalı onam formu alındı. Çalışma protokolü Helsinki 

bildirisinin kurallarına uygundur ve etik kurulu araştırma protokol kodu 75 olarak onay 

alınmıştır. Bu çalışmaya Gaziantep Üniversitesi Tıp Fakültesi Endokrinoloji ve 

Metabolizma Polikliniğine başvuran unexplained infertilite tanısı almış 90 hasta alındı. 

Unexplained infertil çiftler için infertilitenin nedeni; hormonal (AMH ve FSH’nin serum 

düzeyi) ve biyokimyasal profil, cinsel yolla bulaşan hastalıklar için test, genetik ve/veya 

immünolojik anormalliklerin araştırılması, sperm analizi (en az iki ay arayla en az iki 

değerlendirme) tubal açıklık değerlendirmesi için görüntüleme muayeneleri 

(histerosalpingografi, histeroskopi ve laparoskopi gibi) propedeutik prosedüre göre 

yapılmış hastalar alındı. Bu testlerden herhangi birinde anormallik olmaması halinde 

infertilite idiyopatik (primer) kabul edildi. Kontrol grubu olarak rutin kontrol amaçlı 

Endokrinoloji ve Metabolizma polikliniğine başvuran ve doğurganlık yaşında 74 sağlıklı 

fertil kadın alındı. Çalışmaya pollikistik over sendromlu (PCOS) ve /veya endometriozisli 

hastalar da çalışmaya dahil edilmedi. 

Çalışmaya Alınma Kriterleri 

• İnfertilite süresi > 1 yıl (açıklanamayan infertilite için iki yıl), 
• Hem hasta hem kontrol grubu için; 18-42 yaş 

• Vücut kütlesi ≤ 28 kg/m2 indeks (BMI) 

Dışlama Kriterleri  

• PCOS veya endometriozis tanısı almış gönüllüler 
• Kanser 

• Hipertansiyon 

• Diyabet 

• Multipl Skleroz 

• Kronik medikal tedaviye duyulan ihtiyaç 

• Otoimmun bozukluklar 

• Koroner, hepatik veya böbrek hastalıkları öyküsü 
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Şekil 3. 1. Hasta seçme prosedürünü gösteren akış şeması 

 

3.1. Numune Toplanması 
 

Unexplained teşhisi almış hastalar için anket formu dolduruldu ve onam formu 

imzalatıldı. Hasta ve kontrollerden serum prolidaz aktivitesi, serum vitamin E düzeyi, 

serum total antioksidan kapasitesi, serum total oksidan kapasitesi ve oksidatif stres 

indeksi için düz serum tüpüne (herhangi antikoagülan içermeyen) venöz kan alındı. 

Çalışma örneği daha sonra 2000g’de 10 dakika santrifüje tabi tutuldu. Serum kısımları 

ependorflara ayrılarak -80 0C ‘de saklandı ve çalışma gününe kadar muhafaza edildi. 

3.2. Serum Prolidaz Aktivitesinin Ölçümü 

 

Serum prolidaz aktivitesi enzimatik immunoassay yöntemle ölçülmüştür. Serum 

enzimatik immunoassay yöntemde mikroplaktaki standart ve serum örneklerini 

uygulayacağımız kuyucuklar PEPD (Peptidaz D) için spesifik antikorlarla önceden 

kaplanmıştır. Plaktaki bağlanmamış maddeler yıkanarak ortamdan uzaklaştırıldıktan 

sonra PEPD’ye spesifik biyotinle bağlanmış antikorlar kuyucuklara eklendi.Tekrar bir 

yıkama uygulandıktan sonra avidin ile konjuge olmuş Horse Radish Peroksidase (HRP) 

kuyucuklara eklendi. Bu aşamadan sonra avidin-enzim birlikteliği ile birlikteliği olmayan 

Endokrinoloji ve 
Metabolizma 

Bölümünde 494 hasta 
tarandı

285 hasta anormal 
histerosalpingografi 

bulguları ve 
azospermi nedeniyle 

reddeldi.

209 hasta yeniden 
değerlendirildi

PCOS Teşhis edilen 
hastalar çalışmaya 
dahil edilmedi n:18

Endometriosis Teşhis 
edilen hastalar 
çalışmaya dahil 

edilmedi

n:27

BMI> 28 kg/m2 

olan hastalar reddeldi 
n:74

90 hastası seçildi



 

10 

 

substratlar yıkanarak ortamdan uzaklaştırılır. Renk değişimi durdurulup ve rengin 

yoğunluğu ölçüldü. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.1. Ölçüm prensibi 

 

ELISA (Enzim Bağlantılı İmmünosorbent Deneyi) kiti kullanıldı. Plaka, insan PEPD 

antikoru ile önceden kaplanmıştır. Örnekte mevcut olan PEPD eklendi ve kuyucuklarda 

kaplanmış antikorlara bağlandı. Daha sonra, biyotinli PEPD Antikoru ilave edildi ve 

örnekteki PEPD'ye bağlandı. Daha sonra Streptavidin-HRP (Horse Radish Peroxidase) 

eklenildi ve Biotinli PEPD antikoruna bağlandı. İnkübasyondan sonra bağlanmamış 

Streptavidin-HRP bir yıkama aşaması uygulandı. Substrat çözeltisi daha sonra ilave edildi 

ve renk PEPD miktarı ile orantılı olarak gelişti. Reaksiyon, asidik durdurma çözeltisi ilave 

edilerek sonlandırıldı ve absorbans, 450 nm'de ölçüldü. 

  

Tablo 3. 1. Prolidaz Elisa Reaktifleri 

İçindekiler Miktar 

Standart Çözelti (160ng / ml) 0.5ml x1 

Önceden kaplanmış ELISA Plaka 12 * 8   12/5000 kuyu şeritleri x1 

Standart Seyreltici 3 ml x1 

Streptavidin-HRP 6 ml x1 

Durdurma Solüsyonu 6 ml x1 

Yüzey Solüsyon A 6 ml x1 

Yüzey Solüsyon B  6 ml x1 

Yıkama Tampon Konsantresi (25x) 20 ml x1 

Biyotinli PEPD Antikoru 1 ml x1 
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3.2.2. Ayraçlar ve Standart hazırlama 

 

 Tüm reaktifler kullanmadan önce oda sıcaklığına getirildi. Standardın 120 μl (160 ng/ml) 

ve standard çözücünün 120 μl si ile 80 ng/ml standard stok solüsyonu oluşturuldu. 

Dilüsyon yapmadan önce standardın hafifçe çalkalanarak 15 dakika oturmasını sağlanıldı.  

standard stok solüsyonu (80 ng/ml) 1:2 oranında seyreltilerek yeni standart solüsyon 

noktaları (40 ng/ml, 20 ng/ml, 10 ng/ml ve 5 ng/ml) oluşturuldu. Standart seyreltici, sıfır 

standart (0 ng / ml) olarak işlev görmektedir. Standart çözeltilerin seyreltilmesi tablo 2.’de 

gösterildiği gibidir: 

 

 

  

  

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

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

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

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

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

 

Tablo 3. 2. Prolidaz için standart çözeltilerin seyreltilmesi 

Tablo 3. 3. Prolidaz için standart hazırlanması 

Standart 

Konsantrasyon 

Standard 

No.5 

Standard 

No.4 

Standard 

No.3 

Standard 

No.2 

Standard 

No.1 

160 ng/ml 80 ng/ml 40 ng/ml 20 ng/ml 10 ng/ml 5 ng/ml 

Şekil 3.2. Prolidaz için standart çözeltilerin seyretilmesi gösterilmesi Şekil 3. 2. Prolidaz için standart çözeltilerin seyretilmesinin gösterimi 
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3.2.3. Yıkama Tamponu hazırlama 

 

Deionize suda 20 ml konsantre Wash Buffer  25 kez seyreltildi. Konsantre içinde 

kristaller tamamen çözülene kadar hafifçe karıştırıldı. 

3.2.4. Çalışma Prosedürü 

 

1. Tüm reaktifler, standart çözeltiler ve numuneler talimatlara uygun şekilde hazırlandı. 

Kullanmadan önce tüm reaktifler oda sıcaklığına getirildi, çalışma oda sıcaklığında 

yapıldı. 

2. Deney için gerekli şerit sayısını belirlendi. Şeritleri kullanmak için çerçevelere 

yerleştirildi.  

3. Standart kuyuya 50 µl standart eklenildi. (Standart kuyuya antibody eklenmedi çünkü; 

standart çözelti biyotinli antibody içermektedir.) 

4. Örnek kuyucuklarına 40 μl örnek eklenildi, daha sonra örnek kuyucuklarına 10 μl anti-

PEPD antibody eklenildi. daha sonra örnek kuyularına ve standart kuyulara 50 μl 

streptavidin-HRP eklenildi (Boş kontrol kuyucuğuna eklenme yapılmadı.) ve karıştırıldı. 

Plakayı bir sızdırmazlık maddesi ile örtüldü. 37 ° C'de 60 dakika inkübe edildi. 

5. Sızdırmazlık maddesi çıkarıldı ve plakayı yıkama tamponu ile 5 kez yıkanıldı. Her 

yıkama için 30 saniye ile 1 dakika arasında en az 0,35 ml yıkama tamponu ile kuyucuklar 

ıslatıldı. Otomatik yıkama için, Tüm kuyuları aspire edildi ve 5 kez yıkama tamponu ile 

yıkanıldı, yıkama tamponu ile kuyular dolduruldu. kağıt havlu üzerinde plaka kurutuldu. 

6. Her kuyucuğa 50 μl substrat çözeltisi A eklenildi ve daha sonra her kuyucuğa 50 μl 

substrat çözeltisi B eklenildi, Karanlıkta 37 ° C'de 10 dakika boyunca yeni bir kapatıcı ile 

kaplı plaka inkübe edildi. 

7. Her kuyucuğa 50 μl durdurma Solüsyonu eklenildi, mavi renk hemen sarı dönüştü. 

8.  Durdurma çözeltisini ekledikten sonra 10 dakika içinde 450 nm'ye ayarlanmış ELISA 

okuyucu (Biotek Instruments, USA) kullanarak hemen her kuyucuğun optik yoğunluğu 

belirlendi. 

 

3.3. Serum vitamin E düzeyinin ölçümü 

 

Serum vitamin E düzeyi enzimatik immunoassay yöntemi ile kantitatif olarak 

ölçülmüştür. Serum enzimatik immunoassay yöntemde mikroplaktaki standart ve serum 
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örneklerini uygulayacağımız kuyucuklar vitamin E için spesifik antikorlarla önceden 

kaplanmıştır. Plaktaki bağlanmamış maddeler yıkanarak ortamdan uzaklaştırıldıktan 

sonra vitamin E’ye spesifik biyotinle bağlanmış antikorlar kuyucuklara eklendi Tekrar 

bir yıkama uygulandıktan sonra avidin ile konjuge olmuş Horse Radish Peroksidase 

(HRP) kuyucuklara eklendi. Bu aşamadan sonra avidin-enzim birlikteliği ile birlikteliği 

olmayan substratlar yıkanarak ortamdan uzaklaştırılır. Renk değişimi durdurulup ve 

rengin yoğunluğu ölçüldü. 

 

 

3.3.1. Ölçüm prensibi 

 

ELISA (Enzim Bağlantılı İmmünosorbent Deneyi) kiti kullanıldı. Plaka, insan vitamin E 

antikoru ile önceden kaplanmıştır. Örnekte mevcut olan vitamin E eklendi ve 

kuyucuklarda kaplanmış antikorlara bağlandı. Daha sonra, biyotinli vitamin E Antikoru 

ilave edildi ve örnekteki vitamin E 'ye bağlandı. Daha sonra Streptavidin-HRP eklendi ve 

Biotinli vitamin E antikoruna bağlandı. İnkübasyondan sonra bağlanmamış Streptavidin-

HRP yıkama aşaması uygulandı. Substrat çözeltisi daha sonra ilave edildi ve renk vitamin 

E miktarı ile orantılı olarak gelişti. Reaksiyon, asidik durdurma çözeltisi ilave edilerek 

sonlandırıldı ve absorbans, 450 nm'de ölçüldü. 

İçindekiler Miktar 

Standart Çözelti (160 nmol / ml) 0.5ml x1 

Önceden kaplanmış ELISA Plaka 12 * 8 kuyu şeritleri x1 

Standart Seyreltici 3 ml x1 

Streptavidin-HRP 6 ml x1 

Durdurma Solüsyonu 6 ml x1 

Yüzey Solüsyon A 6 ml x1 

Yüzey Solüsyon B 6 ml x1 

Yıkama Tampon Konsantresi (25x) 20 ml x1 

Biyotinli  vitamin E  Antikoru 1 ml x1 

Tablo 3. 4. Vitamin E Elisa reaktifleri 
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3.3.2. Ayraçlar ve Standart hazırlama 

 

Tüm reaktifler kullanmadan önce oda sıcaklığına getirildi. Standardın 120 μl (160 ng/ml) 

ve standard çözücünün 120 μl si ile 80 ng/ml standard stok solüsyonu oluşturuldu. 

Dilüsyon yapmadan önce standardın hafifçe çalkalanarak 15 dakika oturmasını sağlanıldı.  

standard stok solüsyonu (80 ng/ml) 1:2 oranında seyreltilerek yeni standart solüsyon 

noktaları (40 ng/ml, 20 ng/ml, 10 ng/ml ve 5 ng/ml) oluşturuldu. Standart seyreltici, sıfır 

standart (0 ng / ml) olarak işlev görmektedir. Standart çözeltilerin seyreltilmesi tablo5’te 

gösterildiği gibidir: 

 

  

 

  

Tablo 3. 5. Vitamin E için Standart çözeltilerin seyreltilmesi 

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

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

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

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

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

Tablo 3. 6. Vitamin E için standart hazırlanması 

Standart 

Konsantrasyon 

Standar 

No.5 

Standard 

No.4 

Standard 

No.3 

Standard 

No.2 

Standard 

No.1 

160 ng/ml 80 ng/ml 40 ng/ml 20 ng/ml 10 ng/ml 5 ng/ml 

Şekil 3.4. Vitamin E için standart çözeltilerin seyretilmesi gösterilmesi Şekil 3. 3. Vitamin E için standart çözeltilerin seyretilmesinin gösterimi 
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3.3.3. Yıkama Tamponu hazırlama 

 

Deionize suda 20 ml konsantre Wash Buffer  25 kez seyreltildi. Konsantre içinde 

kristaller tamamen çözülene kadar hafifçe karıştırıldı. 

 

3.3.4. Çalışma Prosedürü 

 

1. Tüm reaktifler, standart çözeltiler ve numuneler talimatlara uygun şekilde hazırlandı. 

Kullanmadan önce tüm reaktifler oda sıcaklığına getirildi, çalışma oda sıcaklığında 

yapıldı. 

2. Deney için gerekli şerit sayısını belirlendi. Şeritleri kullanmak için çerçevelere 

yerleştirildi.  

3. Standart kuyuya 50 µl standart eklenildi. (Standart kuyuya antibody eklenmedi çünkü; 

standart çözelti biyotinli antibody içermektedir.) 

4. Örnek kuyucuklarına 40 μl örnek eklenildi, daha sonra örnek kuyucuklarına 10 μl anti- 

vitamin E antibody eklenildi. daha sonra örnek kuyularına ve standart kuyulara 50 μl 

streptavidin-HRP eklenildi (Boş kontrol kuyucuğuna eklenme yapılmadı.) ve karıştırıldı. 

Plakayı bir sızdırmazlık maddesi ile örtüldü. 37 ° C'de 60 dakika inkübe edildi. 

5. Sızdırmazlık maddesi çıkarıldı ve plakayı yıkama tamponu ile 5 kez yıkanıldı. Her 

yıkama için 30 saniye ile 1 dakika arasında en az 0,35 ml yıkama tamponu ile kuyucuklar 

ıslatıldı. Otomatik yıkama için, tüm kuyuları aspire edildi ve 5 kez yıkama tamponu ile 

yıkanıldı, yıkama tamponu ile kuyular dolduruldu. kağıt havlu üzerinde plaka kurutuldu. 

6. Her kuyucuğa 50 μl substrat çözeltisi A eklenildi ve daha sonra her kuyucuğa 50 μl 

substrat çözeltisi B eklenildi, Karanlıkta 37 ° C'de 10 dakika boyunca yeni bir kapatıcı ile 

kaplı plaka inkübe edildi. 

7. Her kuyucuğa 50 μl durdurma Solüsyonu eklenildi, mavi renk hemen sarı dönüştü. 

8. Durdurma çözeltisini ekledikten sonra 10 dakika içinde 450 nm'ye ayarlanmış ELISA 

okuyucu (Biotek Instruments, USA) kullanarak hemen her kuyucuğun optik yoğunluğunu 

belirlendi. 

 

3.4. Total Antioksidan Status (TAS)’ın Ölçümü 

 

Serum total antioksidan kapasite Erel tarafından geliştirilen otomatik ölçüm yöntemi ile 

belirlendi. Erel yönteminde en güç radikal olan hidroksil radikali üretildi. Bu analizde 
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reagent 1’de yer alan demir iyonu çözeltisi reagent 2’deki hidrojenperoksit ile karıştırıldı. 

Bu metod ile kimyasal reaksiyonlar sırasında ortaya çıkan hidroksil radikali ile başlatılan 

güçlü serbest radikal reaksiyonlarına karşı serum örneğimizin antioksidatif kapasitesi 

ölçüldü. Testin hassasiyet değeri %3’ten daha düşük doğruluk değerine sahiptir. Serum 

antioksidan kapasitesinin değeri sayısal olarak mmol trolox equiv./l. birimi ile ifade 

edildi. 

3.5. Total Oksidan Status (TOS)’un Ölçümü 

Serum total oksidan kapasite Erel tarafından geliştirilen otomatik ölçüm yöntemi ile 

belirlendi. Serum örneğindeki oksidanlar ferröz ion-o-dianisidine kompleksini demir 

iyonuna oksitler. Ferrik iyon asidik ortamda turuncu xylenol ile rekli bir kompleks yapar. 

Serum örneğindeki total oksidan molekül miktarıyla orantılı oluşan renk yoğunluğu 

spektrofotometrik yöntemle ölçülür. Serum oksidan kapasitesinin değeri sayısal olarak 

litre başına mikromolar hidrojenperoksit olarak ifade edilir (µmol H2O2 equiv./l.). 

 

3.6. Oksidatif Stres İndeksi (OSI) Ölçümü 

Serum total oksidan düzeyin serum total antioksidan düzeyine oranı yüzde ile yani OSI 

olarak ifade edilir. OSI değeri aşağıdaki formüle göre hesaplanır: 

OSI = TOS(µmol H2O2 equiv./l.) / TAS(mmol trolox equiv./l.) 

 

3.7. İstatistiksel Yöntem 

 

Verilerin normal dağılıma uygunluğu Shaphiro wilk testi ile test edilmiş, normal 

dağılmayan  değişkenlerin iki bağımsız grupta  karşılaştırılmasında Mann whitney u 

testi kullanılmıştır. Hasta ve kontrol grubunda anlamlı farklı olan demografik 

değişkenlerin etkisinin giderilmesi için genel lineer model kullanılmıştır. Ayrıca sayısal 

değişkenler arasındaki ilişkiler Spearman korelasyon katsayısı ile test edilmiştir. 

Tanımlayıcı istatistik olarak sayısal değişkenler için Medyan [%25-%75] değerleri 

verilmiştir. İstatistiksel analizler için SPSS for Windows version 22.0 paket programı 

kullanılmış ve p<0.05 istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir. 
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4. BULGULAR  

 

 

Tablo 4. 1. Hasta ve kontrol grubu karşılaştırmaları 

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

 Değişkenler Medyan  

(25%-75%) 

Medyan  

(25%-75%) 
P 

P 

düzeltilmiş 

Yaş 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 düzeyinde anlamlı; P düzeltilmiş: Yaş ve BMI ile göre düzeltilmiş sonuçlar: Genel linear model.  

 

Yaş ve BMI bakımından hasta ve kontrol grubu arasında anlamlı farklılık bulundu. 

Kontrol grubumuzun yaş ortalamasını açıklanamayan infertil hasta grubuna göre anlamlı 

olarak daha yüksek bulduk (p=0,050*). 

Açıklanamayan infertil hasta grubunda BMI (Body Mass Index) kontrol grubuna göre 

anlamlı düzeyde daha yüksek çıktı (p=0,001*). 

Açıklanamayan infertil hasta grubunda TAS (total antioksidan kapasite) değerleri anlamlı 

yüksek bulundu.  

Açıklanamayan infertil hasta grubunda yaş ve BMI’e göre düzeltilmiş sonuçlarda 

Prolidaz ve TAS hasta grubunda anlamlı yüksek bulundu. OSI ise hasta grubunda anlamlı 

düşük bulundu.  

  



 

18 

 

 
Şekil 4. 1. Hasta ve kontrol grubu kolerasyonu gösterilmesi 

 

4.1. Hasta grubu için korelasyonlar 

 

Hasta grubunda Prolidaz enzimi ile Vitamin E arasında çok güçlü pozitif bir anlamlı 

korelasyon gözlendi (r=0,892 , P=0,001).  

Prolidaz ile TOS arasında pozitif yönde zayıf bir anlamlı korelasyon saptandı (r=0,265, 

p=0,049).  

Vitamin E ile TOS arasında pozitif yönde zayıf bir anlamlı korelasyon saptandı (r=0,288, 

p=0,014).  
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Tablo 4. 2. Hasta grubu için çalışılan parametrelerin değerleri 

  BMI Prolidaz Vitamin E TOS TAS OSI 

Yaş 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 

Vitamin E  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 katsayısı, *0,05 düzeyinde anlamlı, **0,01 düzeyinde anlamlı.  

 

4.2. Kontrol grubu için korelasyonlar  
 

Kontrol grubunda prolidaz ile Vitamin E arasında  pozitif bir anlamlı korelasyon gözlendi 

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

Tablo 4. 3. Kontrol grubu için çalışılan parametrelerin değerleri 

  BMI Prolidaz Vitamin E  TOS TAS OSI 

Yaş 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 

Vitamin E  r -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 katsayısı, *0,05 düzeyinde anlamlı, **0,01 düzeyinde anlamlı. 
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5. TARTIŞMA ve SONUÇ 

 

 

Hasta-kontrol grubu karşılaştırması yaptığımız çalışmamızda  açıklanamayan infertilitesi 

olan hasta grubunda hem prolidaz enzim aktivitesini hem de total antioksidan düzeyi 

kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksek bulduk. Açıklanamayan infertilitesi olan 

hasta grubunun kendi içinde prolidaz enzim aktivitesinin vitamin E ve TOS (Total 

Oksidan Kapasite) ile pozitif yönde korelasyonu olduğunu tespit ettik. Ancak kontrol 

grubunda da kendi içinde prolidaz enzim aktivitesi ile vitamin E arasında pozitif 

korelasyon tespit ettik. 

Prolidaz (peptidaz D veya imidopeptidaz) kollajen dokusunun yeniden sentezi ve prolin 

içeren diğer proteinlerin sentezi için prolinin (daha çok kollajen yıkım ürünleri 

imidopeptidlerden kaynaklı) geri dönüşümünde önemli rol oynar. Prolidaz enzim 

aktivitesi, serin/treonin rezidülerinin fosforillenmesiyle, integrin reseptörünün 

stimülasyonu ile  artar.  

Kollagen sadece ECM'in yapısal bir elemanı değil aynı zamanda iyon transportu, lipit 

metabolizması, kinaz enziminin aktivasyonu ve gen ekspresyonunda sinyal iletisinde 

önemli rolü olan integrin reseptörü için bir ligand  kabul edilir. Bundan dolayıdır ki 

kollajenin miktarı, yapısı ve dağılımında oluşabilecek bir değişiklik hücrenin ileti, 

metabolizma ve fonksiyonunu etkileyebilecektir. Yapılan son çalışmalardan elde edilen 

veriler  kollajen dokusunun sentezinin düzenlenmesinde prolidaz enzim aktivitesinin 

sınırlayıcı bir faktör olabileceği fikrini akla getirmektedir. Prolidaz enzim aktivitesi 

Osteogenesis Imperfecta'da görülen yara iyileşmesi, inflamasyon, yaşlanma, doku 

fibrozisi ve iskelet anormallikleri sırasında çok önemli olabilir (29). Glisin amino asidine 

bağlı prolin dizilimi sadece kollajende bulunmaz aynı zamanda immünglobulinlerin ağır 

zincirinde ve C1q'da da benzer dizilim vardır. Kollajen dokusundakine benzer amino asid 

dizilimi prolidaz eksikliğine bağlı immünoglobulin ve C1q biyosentezindeki 

bozuklukların bir sonucu olarak immünolojik bir eksiklik olabileceğini düşündürmektedir 

(30). 

İntegrin reseptörünün uyarılması ile kollajen dokunun sentezi ve prolidaz aktivitesinin 

regülasyonu insan fibroblastlarında echistatin (integrin inhibitörü) ve thrombin (integrin 

aktivatörü) ile gösterilmiştir (31). Prolidaz aktivitesi ve kollajen arasındaki fonksiyonel 
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bağlantı hücre kültüründe antiinflamatuar ilaçlarla tedavi edilen fibroblastlarda (32) ve 

bazı malign tümörlerde gösterilmiştir (33). 

Çok sayıdaki çalışma kollajen sentezinin prolidaza bağlı regülasyonunun hem 

transkripsiyonel hem de post-transkripsiyonel düzeyde olabileceğini düşündürmektedir. 

Transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel düzeyde  kollajen biyosentezinin prolidaza 

bağlı regülasyonunun; en güçlü kollajen sentezi uyarıcısı insulin-like growth factor (IGF-

I)'ün stimülasyonuyla (34) veya NO'nun prolidaz aktivitesi üzerindeki uyarıcı etkisi 

yoluyla (35) olduğunu gösteren çok sayıda çalışma yapılmıştır. 

 Bizim çalışmamızda da TAS (total antioksidan kapasite)’nin ve vitamin E’nin artışının 

NO benzeri antioksidan kapasiteyi artırıcı uyarıcılar yoluyla prolidaz enziminin  

aktivitesini artırdığını ve abnormal kollajen turnover’ı gerçekleştiğini düşündürmektedir.  

Soydinç ve arkadaşlarının 2013 yılında yaptıkları çalışmada erken membran ruptürü olan 

kadınlarda özellikle artan prolidaz enzim aktivitesinin neden olduğu kollajen hasarının ve 

artan oksidatif stres  parametrelerinin  etyolojide önemli olduğunu ileri sürmüşlerdir (36). 

Hücresel fonksiyonları etkileyen ve hücrelere zarar veren oksidatif stres yani aşırı ROS 

üretimi apoptozisi de etkiler (37). DNA hasarı ve hücresel işlev  bozukluklarına yolaçan 

oksidatif stres ve ROS üretimi ile enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar arasındaki 

ilişki oldukça komplekstir (38). Vitamin E gibi non-enzimatik antioksidanlar oksidan-

antioksidan sistem arasındaki dengeyi sağlayarak ROS'un neden olduğu oksidatif strese 

karşı hücrenin DNA, protein ve membranlarını korur (39). Normal gebeliklerde serum 

vitamin E düzeyinin anormal gebeliklere göre daha düşük olduğu gösterilmiş ve gebelik 

süresince vitamin E ihtiyacının arttığı düşünülmüştür (40). Uterustaki Vitamin E'nin 

implantasyondan sonra artarak embriyogenez sırasında koruyucu bir etkiye sahip olduğu 

gösterilmiştir (41). Zal ve arkadaşları açıklanamayan infertilite hastalarında oksidatif 

stres yaratacak ajanların endometriyal stromal hücrelerde hem nekrozu hem de apoptozu 

indüklediğini göstermiş böylece  antioksidan uygulamasının tedavide olabileceği 

belirtmişlerdir (42). 

İmplantasyon şansı daha yüksek olan kaliteli embriyolarda beklenildiği gibi glutatyon 

seviyesinin daha yüksek olduğu izlenmiştir (43). IVF tedavisindeki başarının düşük 

konsantrasyonlarda oksidatif stres metabolitleri ve daha yüksek konsantrasyonlarda 

antioksidan moleküller ile ilişkili olduğu gözlenmiştir (44).  
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Yapılan çok sayıdaki çalışmada infertil kadınların tedavisinde uterus reseptivitesindeki 

başarısızlığın ortadan kaldırılması önemli bir adım olarak görülmektedir. Scolari ve 

arkadaşları endometriyum extracellüler matriksinin reguler olarak yeniden 

düzenlenmesinin; embriyo reseptivitesi için önemli olduğunu ve düzenlediğini 

göstermişlerdir (45). 

Gebeliğin oluşması ve devam edebilmesi anne uterus reseptivitesi ile embriyonun 

ECM(extracellular matrix) ortamı içindeki gelişme kabiliyeti arasında eş zamanlı bir 

uyum gerektirir.  

Endometriyumun histolojik ve fonksiyonel olarak normal gelişimi endometriyal 

reseptivite ve gebeliğin başlangıcında endometrium-embriyo etkileşimleri için kritik 

öneme sahiptir. 

Kadınlarda gebe kalma olasılığı,extracellular matriksin bütünlüğü ve doğal olarak 

endometriyal resptivite ile doğrudan ilişkilidir. 

Bizim çalışmamızda da açıklanamayan infertil hasta grubundaki prolidaz enzim 

aktivitesinin yüksekliği aşırı kollajen doku yıkımına ve oksidatif stres mekanizmasının 

aşırılığı ECM’in yeniden yapılımını bozarak implantasyon defektine yolaçabileceğini 

göstermiştir. 

Prolidaz bağımlı kollajen sentezinin düzenlemesinde hangi transkripsiyonel 

mekanizmalar rol oynamaktadır daha geniş çalışmalarla desteklenmelidir. Böylece uterus 

endometriyal dokusunun ECM’inin önemli bir bileşeni olan kollajenin farmakoterapisine 

yeni bir yaklaşım açıklanamayan infertilite için önemli bir adım olabilir. 
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