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OZET

Amag: Calismamizda Kisspeptin/KISS1R nin saglikli ve patolojik (obstriiktif olmayan

azoospermi) insan testis dokularindaki ekspresyon ve lokalizasyon paterni arastirilmistir.

Yontem: Akdeniz Universitesi T1p Fakiiltesi Uroloji Anabilim Dali’na bagvuran normal
ve obstriiktif olmayan azoospermi (NOA) kriterlerine uygun 83 goniillii hasta ¢aligmaya
dahil edildi. Olgulardan infertilite tanisi igin testis doku orneklerinde patolojinin
tanimlanmasinin ardindan immiinohistokimyasal olarak, Kisspeptin/KISS1R ’nin hiicresel
lokalizasyon paternleri degerlendirildi. Kontrol ve NOA hastalarindan TESE 6ncesi
alinan kan Orneklerinden FSH, LH, total testosteron ve serbest testosteron hormon

seviyeleri dl¢iildii.

Bulgular: Kisspeptin ve KISS1R ekspresyonlari, kontrol insan testisinde uzayan
spermatidler hari¢ tiim germ hiicrelerinde tanimlandi. Kisspeptin ekspresyonu kontrol,
hipospermatogenez ve maturasyon duraksamasi gruplarinda preleptoten, pakiten ve
yuvarlak spermatidlerde niiklear boyanma paterni gosterdi. SCO grubunda Sertoli
hiicrelerindeki Kisspeptin ekspresyonu anlamli olarak az bulundu (p=<0,001). Leydig
hiicrelerinde Kisspeptinin kontrol ve hipospermatogenez grubunda niiklear ve sitoplazmik
iken, SCO grubunda sadece sitoplazmik lokalizasyonu oldugu gézlendi. Ilging olarak,
Kisspeptinin, SCO sendromuna sahip hastalarda nadir olarak goériilen germ hiicrelerini
isaretledigi izlendi. Bununla birlikte SCO grubundaki Sertoli hiicrelerinde anlamli derece
azalig gosteren KISS1R ekspresyonu dikkat ¢ekti (p=<0,001). Kontrol grubunda Leydig
hiicrelerinde belirgin sitoplazmik ve niiklear KISSIR ekspresyon mevcuttu. SCO

grubunda sadece sitoplazmik boyanma paterni gézlendi.

Sonug: Calismamizla beraber Kisspeptin ve reseptoriiniin normal ve NOA patolojisine
sahip insan testis dokularindaki lokalizasyonlari ilk defa tanimlanmis olup, Kisspeptinin,
SCO sendromuna sahip hastalardaki olduk¢a az sayida goriilen germ hiicrelerini
isaretlemesinden yola c¢ikarak, Kisspeptinin infertilite tanisinda bir biyobelirteg

olabilecegini veya gelecekte IVF tedavi yontemlerinden olabilecegi diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Kisspeptin, KISS1R, insan testisi, azoospermi, infertilite



ABSTRACT

Objective: In our study, the expression and localization pattern of Kisspeptin/KISS1R in
healthy and pathological (non-obstructive azoospermia) human testicular tissues was

investigated.

Method: 83 volunteer patients who applied to the Urology Department of Akdeniz
University Faculty of Medicine and who met the criteria for normal and non-obstructive
azoospermia (NOA) were included of the study. For the diagnosis infertility from the
cases, after the pathology was defined in testicular tissue samples, the cellular localization
patterns of Kisspeptin/KISS1R were evaluated immunohistochemically. FSH, LH, and
testosterone hormone levels were measured from blood samples taken from control and
NOA patients before TESE.

Results: Expressions of Kisspeptin and KISS1R were identified in all germ cells except
elongated spermatids in control human testis. Kisspeptin expression showed a nuclear
staining pattern in preleptotene, pachytene and round spermatids in the control,
hypospermatogenesis and maturation arrest groups. Kisspeptin expression in Sertoli cells
was found to be significantly lower in the SCO group (p=<0.001). In Leydig cells,
Kisspeptin was nuclear and cytoplasmic in the control and hypospermatogenesis groups,
while it was only cytoplasmic in the SCO group. Interestingly, Kisspeptin was observed
to mark germ cells, which is rarely seen in patients with SCO syndrome. However,
KISS1R expression, which showed a significant decrease in Sertoli cells in the SCO
group, was remarkable (p=<0.001). There was significant cytoplasmic and nuclear
KISS1R expression in Leydig cells in the control group. Only cytoplasmic staining pattern

was observed in the SCO group.

Conclusion: With our study, the localization of Kisspeptin and its receptor in normal and

human testicular tissues with NOA pathology was defined for the first time.

Keywords: Kisspeptin, KISS1R, human testis, azoospermia, infertility
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1. GIRIS

Kisspeptin, ilk olarak melanoma hiicrelerinde kesfedilmis ve kanser hiicrelerinin metastaz
kapasitesi tizerindeki baskilayici etkisinden dolay1r ‘metastin’ adim1 almistir. KISSIR
(GPR54) ise Kisspeptin reseptorii olarak tanimlanmustir. Kisspeptin/KISS1R sistemi,
Ozellikle iireme sistemi ve kontroliinde rol oynayan hormonal eksenler (HPG aksi)
tizerinde etki gostermektedir. Gerek hayvan modelleri gerekse insanda yapilan ¢alismalar
Kisspeptin/KISS1R sisteminin puberteye giris, cinsiyet olgunlagsmasi gibi iireme
sisteminin gelisimi ve normal fonksiyonlarinin devami i¢in 6nemli bir fonksiyona sahip
oldugunu isaret etmektedir. Kisspeptin/KISS1R sisteminin periferik dokularda varligina
dair birgok ¢alisma raporlanmis olup, 6zellikle de insan disinda farkli tiirlere ait Leydig
hiicre fizyolojisi ve steroid biyosentezi, spermatogenezin ilerlemesi ve spermatozoa
fonksiyonlar1 arastirilsa da testis igindeki rolii halen tartisma konusudur. Bu nedenle
Kisspeptin/KISS1R, iireme sistemi fonksiyonlar1 lizerindeki etkisinden dolay1 yakin
donem c¢alismalarinda 6nemli bir odak noktasi haline gelmistir. Tez ¢alismamizda saglikl
insan testis dokularinin yanisira histopatolojik olarak tanis1 konulan, hipospermatogenez,
maturasyon duraksamasi ve Sertoli cell only patolojilerine sahip obstriiktif olmayan
azoospermi hastalarindan alinan testis dokularinda Kisspeptin/KISS1R proteinlerinin
“somatik/germ hiicrelerindeki ekspresyon paterni” ortaya koyulmustur. Calismamiz,
obstriiktif olmayan azoospermi tanist almis hastalara ait testis Orneklerinde,
Kisspeptin/KISS1R ekspresyonlarina dair iligskinin aragtirtldigi oncii ¢alismalardan birisi
olma Ozelligini tasimaktadir. Ayrica, infertilite On tamis1 almig bu hastalarda
Kisspeptin/KISS1R  sisteminin anlasilmas: ileride terapotik bir tedavi seceneginin
olmasmin yanisira hastaligin tan1 asamasinda da goz Oniinde bulundurulabilecek bir

biyobelirte¢ olma potansiyelini de tagimaktadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek iireme sistemi, haploid gamet hiicresinin spermatazoaya kadar devaml
tiretiminden, beslenmesinden ve gecici olarak depolanmasi ile seks hormonlarinin
sekresyonundan sorumludur. Bu sistem karin boslugunun disinda skrotum iginde yer alan
yaklagik 40’ar gram olan iki testis, spermatozoanin taginmasindan sorumlu kanallar olan
epididimis, vas deferens (duktus deferens), ejakiilatuvar kanal, liretra ve seminal vezikiil,

prostat bezi ve bulboiiretral bezlerden olusur (Ross MH, 2017).

Epididimis ti¢ boliime ayrilir: kaput, korpus ve kauda. Testislerden gelen 13-15 efferent
kanal, epididimisin basinda tek bir kanalda birlesir. Epididimisin disindaki epididimal
kanal duktus deferens olarak devam eder. Spermatozoa epididimisten gecerken olgunlagir
ve ardindan epididimisin kauda kisiminda fertilizasyon yetenegi kazanir (Johnson ve ark.,
1980). Ekstragonadal sperm rezervleri, toplam sperm rezervlerinin sirasiyla %62 ve
%?7'sini iceren kauda epididimiste ve duktus deferenste bulunur (Amann ve ark., 1993).
Epididimisin kaudasinin bolgeye 6zgii kosullari, olgun spermatozoayr hareketsiz bir
durumda tutar; ejakiilasyonun seminal plazma ile birlesmesi sonrasi, spermatozoanin
metabolik aktivitesi artar. Epididimis ¢iftinde toplam 15 ila 25 milyar sperm toplanabilir
(Guimaraes ve ark., 2012). Morfolojik bozukluklar ve viabilite agisindan ejakiilat ve
epididimal spermatozoa arasinda fark yoktur (Guimaraes ve ark., 2012). Epididimal

kanaldan gecen spermatozoa vas deferens ile prostat bezine yonlenir.

Seminal vezikiiller ve prostat seminal sivinin gogunu tretir ve fonksiyonlar1 androjenler
tarafindan diizenlenir. Seminal vezikiiller fruktozdan zengin viskoz bir sivi salgilar.
Salgist insan seminal sivisinin %50-70’ini olusturur. Prostat bezinin salgi iiriinleri prostat

0zglin asit fosfataz, prostat 6zgiin antijen, amilaz ve fibrinolizindir.

2.2. Spermatogenez
Spermatogonyumlar bazal membran iizerinde yerlesimlidir. 13 degisik asama gosteren
germ hiicreleri liimene dogru yerlesimlidir (Sekil 2.1.). Spermatogonia ve Sertoli hiicreleri

bazal membrana yapisiktir. TipA spermatogonia, Tip A: ila Tip As hiicrelerinden



farklilasmak i¢in mitotik hiicre boliinmeleri gegirirken, tip A4 hiicrelerinin bazilari, daha
sonra tip B spermatogoniay1 olusturmak iizere bir kez boliinen ara spermatogoniaya
farklilagir. Tip B spermatogonialar tetraploid primer spermatositlere doniisiir. Ardindan
mayoz I ile diploid sekonder spermatositler olusur. Mayoz II'nin tamamlanmasindan
sonra, her bir sekonder spermatositten 2 haploid spermatid olusur. Tip A:
spermatogonianin spermatidlere gegisi ile baglantili hiicre bdliinmeleri ve olgunlasma
sirasinda, germ hiicreleri bazal membrandan seminifer tiibiiliin liimen tarafina go¢ eder.
Daha sonra, spermatidler, niikleusun yogunlasmasint ve uzamasini, akrozomun
biyogenezini i¢eren spermiyogenez ile spermatozoaya doniisiir (Nishimura ve L'Hernault,
2017).
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Sekil 2.1. Mayoz boliinme agsamalarini gosteren erkek gametogenezi (n: kromozom sayisi, c:DNA igerigi).

(http://lwww.embryology.med.unsw.edu.au, Erisim tarihi: 15.05.2022) alintilanmustir.



2.3. Testisin Genel Yapis1

Memelilerde testisler sperm {iretimi ve steroidlerin sentezinden sorumlu bir ¢ift organdir.
Her testis tunika albuginea adi verilen bag dokusu ile ¢evrilidir (Clermont, 1972). Tunika
albuginea diiz kas fibrillerini igeren sik1 bag dokusundan olusmustur. Tunika albugineanin
i¢c ylizeyi, gevsek bag doku karakterindedir ve damarca zengin bir bdlge olan “tunika
vaskiiloza” ile komgudur (Holstein ve Weiss, 1967). Tunika albugineanin i¢ yiizeyindeKi
bag dokusu septas1 “mediastinum’ bolgesine uzanir. Bag dokusundan olusan bu bolgenin
i¢cinde kanal ag1 goriiniimiinde olan “rete testis” vardir. Testis yaklasik 250-300 lobiilden
olusur ve her lobiil 1-4 seminifer tiibiil igerir (Sekil 2.2.) (Huckins ve Clermont, 1968).
Seminifer tiibiil iki hiicre popiilasyonundan olusur; Sertoli hiicreleri ve spermatogenik
hiicreler. Tiibiiller aras1 doku diizeni tiirler arasinda degisiklikler gosterir; kan damarlarini,
lenfatikleri ve sinir liflerini igermektedir. Tibiiller aras1 dokudaki interstisyel alandaki
bulunan Leydig hiicreleri, damarlar ve seminifer tiibiillerin “lamina propriyas1” ile iligkili
gruplar halinde bulunur. Yaklagik 50 cm uzunlugunda, 150-250 um ¢apindaki seminifer
tiibiillerin disinda ise, peritiibiiler “miyoid hiicreler” ad1 verilen modifiye diiz kas hiicreleri

vardir.

“Spermatik kord” testisteki kan damarlarini, “vas deferens” ise lenfatik ve sinirleri ifade
eder. “Pampiniform pleksus” zengin ven kiimesinden olusmaktadir. Ve bu yap1 testis
tizerinde testikiiler arteri ¢evreleyip bu arterle kaynasip spermatik korda uzanmaktadir.
Insanlarda ve hayvanlarda pampiniform pleksus karmasik bir damar sisteminden olusur.
Bu sistem, kani testise girmeden 6nce sogutup testisten viicuda donen kani 1sitmaktadir.
Bu sistem testise giden arteriyal kan basincini da kontrol eder. Testikiiler venler

kapakgiklara sahiptir.



2.3.1. Seminifer Tiibiiller
Testis hacminin yaklasitk %85 ila 90’11 olustururlar, germ hiicreleri ve bunlari

destekleyen Sertoli hiicrelerini igerirler.
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-
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Sekil 2.2. Seminifer tiibiilii gosteren temsili ¢izim alintilanmigtir (Ross MH, 2017).

2.3.2. Sertoli Hiicreleri

Sertoli hiicreleri, ilk olarak 1865°de Italyan Enrico Sertoli tarafindan gézlemlenmis ve
onun adini almistir. Sertoli hiicreleri sperm iiretimi icin gerekli olan 6nemli somatik
hiicrelerdir. Seminifer tiibiiliin bazolateral kismina yakin biiyiik, sikica bagl hiicreler
olarak tanimlanir (Wong ve Khan, 2021). Eriskin Sertoli hiicreleri, seminifer tiibiiliin
bazal membraniyla temas eden diizlestirilmis bir yiizeye ve ¢ok sayida lateral ve apikal
uzantiya sahip genis bir sitoplazmaya sahiptir (Russell ve ark., 1990). Sertoli hiicreleri
dinamiktir ve spermatogonia, spermatosit ve haploid spermatidler ile herhangi bir
zamanda bes farkli germ hiicresinin gelisimini destekleyebilir (Sekil 2.3.).

Sertoli hiicreleri, dogrudan temas yoluyla ve seminifer tiibiil i¢indeki fizyolojik ortami
kontrol ederek germ hiicrelerinin spermatozoaya ilerlemesini saglar (Griswold, 1998).
Sertoli hiicreleri ayrica androjen baglayici protein (ABP), Inhibin B ve Aktivin gibi pek
cok onemli molekiilii salgilar. Bu salgilar, hormonal negatif geribildirim ile dogrudan
veya dolayli olarak spermatogenezi kolaylastirir. Sertoli hiicreleri ayrica, spermatogenez
stirecini baslatmak i¢in FSH gibi hipofiz hormonlara yanit verir. Sertoli hiicrelerinin
erkeklerde ¢ok sayida hayati iireme islevi vardir (Wong ve Khan, 2021). Biiyiimeleri ve

beslenmeleri icin gerekli maddeleri salgilayarak spermatogonianin biiyiime ve



gelismesinde 6nemli bir rol oynarlar (Yang ve ark., 2008). Sperm iiretimi normal olmasina
ragmen Sertoli hiicrelerinin testiste bulunmamast infertiliteye yol acabilir (Wong ve Khan,
2021).

Sertoli hiicreleri, puberte Oncesi testiste peritiibliler miyoid hiicre gelisiminin
desteklenmesi, testis damar sistemi islevinin desteklenmesi ve diger testis somatik
hiicrelerinin fonksiyonlarinin diizenlenmesinde de gorevlidir (O'Donnell ve ark., 2022).
Sertoli hiicreleri, spermatogenez siirecini diizenlemek i¢in siirekli sekil ve islev degistirme
yetenegine sahiptir (Franca ve ark., 2016). Sertoli hiicresi basina germ hiicrelerinin gergek
sayist, tirler, tiibiiller icindeki Sertoli hiicrelerinin yogunlugu, puberte oncesi optimal
Sertoli hiicre gelisimi, hiicre tipleri ve tiirler arasinda degisebilen germ hiicre apoptoz

seviyeleri ve ¢esitli faktorlere baghdir (O'Donnell ve ark., 2022).

Sekil 2.3. Sertoli hiicrelerinin germ hiicreleriyle iliskisine dair mikrograf gériniimii (O'Donnell ve ark.,
2022)’den alintilanmugtir (Sg:Spermatogonia, PS:primer spermatosit, SC:Sertoli hiicresi, rST:yuvarlak
spermatosit, eST:uzamig spermatid, TJs:siki baglantilar ).

2.3.3. Leydig Hiicreleri

Franz Leydig, 1850’de memeli testisinde testikiiler hormon kaynagi olan bir grup hiicre
tanimladi. Ve bu hiicrelere Leydig hiicreleri adim1 verdi. Leydig hiicreleri testisin
interstisyel kompartmaninda kan damarlarinin etrafinda bulunur ve erkeklerde
androjenlerin ana kaynagidir. Eozinofilik sitoplazma ve biiyiik niikleusa sahip, yuvarlak
sekilli hiicrelerdir (Treuting PM, 2018). Leydig hiicreleri, tiibiiler kristali



mitokondriyonlar, lipid damlaciklart ve iyi gelismis diiz endoplazmik retikulum (DER)
icerir. Bol miktarda DER’e sahip olmalar1 bu hiicrelerin eozinofilik olmasinin nedenidir.
Ayrica kolestrolden testosteron sentezlenmesi i¢in gereken enzimler DER ile iliskilidir
(Ross MH, 2017). Memelilerde Leydig hiicreleri iki farkli tipdedir. Bunlar, fetal ve
neonatal zamanda erkege ait primer seks karakterlerinin olusturan fetal tipteki Leydig
hiicreleri ve pubertal erkege ait ozelliklerden sorumlu olan yetiskin tipteki Leydig
hiicreleridir (Haider, 2004). Yetiskin Leydig hiicrelerim iireme fonksiyonu i¢in gerekli
olan testosteronu iiretir (Habert ve ark., 2001). Leydig hiicreleri hipofizden salgilanan LH

hormonun diizenlemesi altinda testosteronu sentezler ve salgilar (Treuting PM, 2018).

2.4. Germ Hiicrelerinin Olusum Siireci

Bircok hayvan tiirlinde, spermatogenik hiicreler yalnizca belirli hiicreler ile iligkilidir.
Ornegin, farelerde her bir spermatogonyum farkli biri ile ayn1 anda gelisebilir, dolayisiyla
herhangi bir zamanda seminifer tiibiil kesiti incelendiginde, spermatogonyumdan
spermatozoaya kadar olan tiim hiicre serisi beraber goriiliir. Bu dongiiye “spermatogenik
siklus” denir. Fare seminifer tibiillerinde 12 evre tamimlanmistir. Her evre spermatid
hiicreleri, spermatositler ve spermatogonia hiicelerinin bulunmasi ile karakterizedir. Insan
seminifer tiibiiliniin kesitleri incelendiginde, farkli spermatogenik siklusdaki hiicrelerin
varlig1 veya germ hiicrelerinin birbirleri ile olan iliskisinin ile beraber diizensizlik goze
carpmaktadir. Bu karmagik diizenlemeyi kontrol eden mekanizmalar net olarak

bilinmesede, parakrin/otokrin mekanizmalarin etkili oldugu tahmin edilmektedir.

2.4.1. Spermatogonia

Diploid sayida kromozoma sahip spermatogonia, Seminifer tiibiiliin bazal membrani
tizerinde lokalizedir ve siirekli olarak mitoz boliinmeler gegirip diger spermatogoniayi
veya farklilasma siirecine ile primer spermatositleri olusturur. Spermatogonia iig tiptedir;
tip A (Ao, A1, A2, Az, As), ara form ve tip B spermatogonia. Spermatogonyumlarin
gosterdigi mitoz boliinmeler random (Ao ile sonuglanir) ya da senkronizedir. Her boliinme
sonrasi, kardes hiicreler arasindaki sitoplazmik baglantilar goriiliir. Tip B spermatogonia,
spermatosite farklilasir. Spermatogonia bdéliinmelerinin - mitotik  kinetigi  oldukca
komplekstir ve gliniimiizde hala tartisilan bir konudur (De Rooij ve ark., 1989; Ehmcke
ve ark., 2005).



2.4.2. Spermatositler

Spermatogonyumlarin  boliinmesi sonucu olusan spermatositler, mayoz boliinme
gecirerip, haploid sayida kromozoma sahip dort tane spermatid olusturur. Once homolog
kromozomlar rastgele ayrilir, ardindan, homolog kromozomlar arasi Kkrossing over

meydana gelir. Bu iki olay tiirlerin ¢esitliligini saglar.

Mayoz boliinmenin profaz asamasi; leptoten, zigoten, pakiten, diploten ve diakinez olmak
tizere boliimlere ayrilir. Spermatosit hiicreleri birinci mayoz bdliinmede profaza
girdiklerinde, tiibiiliin membranindan liimenine dogru ilerler. Homolog kromozomlar yan
yana geldikleri agsama olan zigoten agsamasinda ise, bazal membrandan ayrilirlar. Pakiten
asamasi, profaz evresinin en uzun sirecidir. Bu nedenle gegen bu zamanda
spermatositlerin olas1 bir hasara ugrama ihtimalleri daha yiiksektir. Primer spermatositler
diploid kromozom ve DNA miktar1 (2n / 4DNA) tasir. Birinci mayoz bitiminde bu miktar
yartya diiser. Birinci mayozda genetik materyal degisimi “kiazma” noktalarinda olur. Her
primer spermatosit iki sekonder spermatosit olusturur. Bu sekonder spermatositler ¢ok
kisa siirede varliklarini siirdiiriir. Ardindan ikinci mayoza giderek iki spermatid olusturur.
Mayoz sirasinda, kromozomlardaki DNA replikasyonu, kondenzasyon ve transkripsiyon
zamanlamalar1, somatik hiicre kromozomlarina gore degisiklikler gosterir. Sekonder
spermatosit hiicreleri 2. mayoz boliinmeyi gegirerek, kromozomlarindaki 2DNA’y1 ikiye

boler.



2.4.3. Spermatidler

Mayoz boliinmeler sonucun meydana gelen spermatidlerin gelisimi, degisimi ve seminifer
tiibiiliin limenine spermiyum seklinde birakilmasi siirecine “spermiyogenez” denilir.
Spermiyogenez siireci olduk¢a 6nemlidir. Spermatid hiicresi, yapisal, fonksiyonel ve
biyokimyasal olarak degisikliklere ugrar ve spermatozoayi olusturur. Bu degisimin
mekanizmasi hala agiklanamamistir (Ehmcke ve ark., 2005). Bu siirecte meydana gelen
degisiklik, bu hiicrelere 0zgii olaylardir. Spermiyogenez siireci senkronize ve ayni
zamanda entegredir. Dolayisiyla bu siirecte olusan kii¢iik degisimler bile infertiliteye

sebep olabilir.

2.4.4. Spermatozoa

Spermatozoa, iki ana yapiya sahip, farklilasmis ve polarize bir hiicredir. Haploid bir
niikleus ve akrozomal ekzositotik graniil igeren bas ve enerji tireten, hiicreyi iten kuyruk
yapisi bulunur (Sekil 2.4.). Bu yapilar boyun ile birbirine baglidir. Spermin temel amaci,
fertilizasyona katilmak, boylece gelisimi harekete gecirmektir (Teves ve Roldan, 2022).
Sperm basinda niikleus ve akrozom adi verilen bir ekzositotik graniil bulunur. Bir boyun
veya baglant1 parcasi, sperm bagini kuyruga baglar ve sentriyolleri igerir. Flagellum, orta
parca ile ana ve son parcalardan olusur ve genellikle ATP formunda enerji iiretecek
mitokondrilere sahiptir. Ayn1 zamanda yiizme igin itici giicii de saglar (Avidor-Reiss,
2018; Teves ve Roldan, 2022).
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Sekil 2.4. Spermatozoa (Ross MH, 2017; Teves ve Roldan, 2022)’den alintilanmustir.

2.5. Spermatogenezin Endokrin/Parakrin Kontrolii

Hipofizden salinan gonadadotropinlerinden olan, FSH ve LH spermatogenezin temel
diizenleyicileridir. LH, seminifer tiibiiller arasindaki intersitisyel dokuda bulunan Leydig
hiicrelerini uyarip ve androjenin iiretimini saglar. Androjenin temel islev gosterdigi
hiicreler Sertoli hiicreleridir. Kaliteli, tamamlanmis spermatogenez i¢cin hem FSH hem de
LH gereklidir. Bu mekanizmay1 genellemek, tiirler arasi belirgin farklar oldugu igin
zordur. Ayrica pek ¢ok ¢alismada deney hayvani kullanilmasina karsin insan ¢alismalari

daha siirlidir. Onemli olarak testisin biyokimyas, fizyolojisi homojen dagilimli degildir.

Testisdeki ¢esitli hiicre tiplerinin gorevleri birbirleriyle baglantilidir. Leydig hiicresinin
iirettigi testosteron, peritiibliler miyoid hiicreler ve Sertoli hiicrelerinde etkisini gosterir.
Bu sekilde germ hiicrelerinin gelisimi etkiler. Dolayisiyla, testosteron sekresyonu testis
dokusundaki endokrin etkilerden ziyada parakrin iiriin eklinde gorev yapar (Sharpe,
1984).

Germ hiicreleri veSertoli hiicresi arasindaki iliski simdiye kadar tamamen agiklanamamis

da olsa pakitendeki spermatosit hiicreleri, Sertoli hiicrelerini uyararak “androjen baglayici
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protein” iiretimini ve ayni zamanda “adenilat siklaz” aktivitesini de uyarirlar. Sertoli
hiicreleri ayni zamanda testis igindeki diizenleyicilerden olan “transferin” ve “insiilin
benzeri biiyiime faktoriinii” tiretir. Sertoli hiicrelerinde iiretilen parakrin diizenleyicilerin
etkileri, seminifer epiteldeki siklus tarafindan diizenlenir. Sonugta, germ hiicrelerinin
biiyiime ve farklanmasi, somatik/germinal hiicreler arasindaki kompleks iletisimi igerir.
Bu iligkiler, endokrin, parakrin ve otokrin olmak iizere iice ayrilir. Bu mekanizmalar,

testisin dogal fonksiyonu i¢in iyi denge gosterir.

2.6. Erkek Infertilitesi

Infertilite, bir ¢iftin on iki ayhik diizenli korunmasiz cinsel iliskiden sonra gebe
kalamamasi olarak tanimlanmaktadir ve diinya genelinde giftlerin %10-151 infertildir
(Tamrakar ve Bastakoti, 2019). Bu oran diinyada bolgelere gore degisiklik
gostermektedir. Asya, orta/dogu Avrupa, dogu/ kuzey Afrika gibi bolgelerde %30’a
ulagmaktadir. Bu oranlar diinya c¢apinda 186 milyondan fazla ¢iftin infertil oldugu
gostermektedir (Inhorn ve Patrizio, 2015). Yas, egzersiz, psikolojik stres, gevresel ve
mesleki maruziyetler, sigara icme aligkanliklari, viicut kitle indeksi (BMI), yasam tarzi ve
cevresel faktorler gibi parametreler infertiliteye yol acan baslica risk faktorleri olarak
kabul edilmektedir (Sekil 2.5.) (Sharma ve ark., 2013). Cinsiyete bagl olarak infertilite
oranlart iilkelerin gelismislik diizeylerine gore degismekteyken, Diinya Saghik Orgiitii
(WHO) raporlarina gore tiim infertilite vakalarinin %?20’sinin erkek faktoriinden,
%38’inin kadin faktoriinden, %27’ sinin hem erkek hem kadin faktoriiniin birlikte buldugu
ve %]15’inin ise agiklanamayan nedenlerden kaynaklandig rapor edilmistir. infertilite,
primer ve sekonder olmak {izere iki alt kategoride tanimlanmaktadir. Daha once hig
gebelik olusmamigsa primer infertilite, canli dogumla sonuglansin ya da sonuglanmasin
en az bir gebelik olusmus ve su an gebelik elde edilemiyorsa sekonder infertilite olarak
tanimlanir (Zegers-Hochschild ve ark., 2017). 48,5 milyon infertiliteye sahip ¢iftten 19,2
milyonunun primer infertiliteye, 29,3 milyonunun ise sekonder infertiliteye sahip oldugu
bildirilmistir (Starc ve ark., 2019).

Erkek infertilitesinin pek ¢ok nedeni olmakla birlikte erkek infertilitesi ile iligkisi bilinen
genetik, hormonal ve obstriiktif nedenler disinda kalan vakalar idiyopatik erkek

infertilitesi olarak tanimlanmaktadir. Erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde, tibbi
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oyki, fiziksel muayene, semenin analizi, genetik test ve endokrin testler 6nemlidir
(Cooper ve ark., 2010). Infertilitenin degerlendirilmesine dnce dykii alimi ile baslanir,
ardindan fiziksel muayene ve baslangi¢ laboratuvar test incelemeleri yapilir. Hikaye,
fiziksel inceleme ve laboratuvar sonuglari sonucuna gore ayirici tani i¢in spesifik testler
yapilir. Degerlendirmede temel amag infertiliteye sebep olan durumlarin tespit
edilmesidir. Infertiliteye sebep olan 6zel bir neden varsa tedaviler buna yonelik
diizenlenir. Ancak olgularin ¢ogunda infertilite idiopatiktir. Bilinen bir etiyolojik faktor
saptanamiyor ise deneysel tedavi, intrauterin inseminasyon (IUI) ve in vitro fertilizasyon
(IVF) tedavi yontemleri kullanilir. Infertil erkeklerde %2-8 altta yatan neden genetik

anormallikler iken bu sayinin azospermide %15'e yiikseldigi tahmin edilmektedir (Das ve

ark., 2017).
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Sekil 2.5. Erkek ve kadinlarda olasi infertilite nedenleri ve sonuglari (Sharma ve ark., 2013)’den
uyarlanmistir.

2.7. Azoospermi

Semende sperm bulunmamasi durumudur. Azoospermi s6z konusu ise tedavisiz dogal
yollardan ¢ocuk sahibi olabilme sans1 yoktur. Ancak azoospermi tanis1 konulabilmesi i¢in
2 hafta ara konularak, en az 2 kere semen 6rnegi verilmesi ve bu 6rneklerin tecriibeli bir
embriyolog tarafindan taranmasi ve teyit edilmesi zorunludur. Azoosperminin

spermatogenezdeki anormallikler, hormonal dengesizlikler ve genetik degisiklikler dahil
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olmak {iizere spesifik veya coklu fiziksel ve fizyolojik faktorlerden kaynaklandigi
bilinmektedir (Das ve ark., 2017).

Azoospermi 2 baslik altinda incelenmektedir, obstriiktif azoospermi (OA) ve obstriiktif
olmayan azoospermi (NOA). Bu iki grup etiyoloji ve tedavi olarak ¢ok farklidir. Ayrintil
oykii ve fizik muayene ile belirtilen laboratuvar ve genetik testlerine baglidir (Wosnitzer
ve ark., 2014).

2.8. Obstriiktif Azoospermi

Obstriiktif azoospermi, azoosperminin % 40'!ndan sorumludur ve rete testis ile
ejakiilatuvar kanallar arasinda herhangi bir yerde bircok nedenden dolayr kanallarin
tikanmasindan kaynaklanir (Wosnitzer ve Goldstein, 2014). Bununla birlikte, enfeksiyon,
konjenital anomaliler veya iyatrojenik yaralanmadan da kaynaklanabilir (Baker ve
Sabanegh, 2013). Obstriikrif azoospermi, tarih/fizik muayene, laboratuvar testi, genetik
testler ve goriintiileme ¢aligmalarinin bir kombinasyonu ile teshis edilir (Wosnitzer ve
ark., 2014). Obstriiktif azoospermi tanisina sahip erkekler i¢in, birkag cerrahi sperm elde
etme teknigi, yardimer iireme teknikleri ile gebe kalmayr kolaylastirabilir. Sperm elde
etmeye yonelik yaklagimlar, cerrahi mikroskop kullanimi, in vitro fertilizasyon ve

intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu gibi teknikleri icermektedir (Akerman ve ark., 2020).

2.9. Obstriiktif Olmayan Azoospermi

Obstriiktif olmayan azoospermi (primer ve sekonder testiskiiler yetmezligi i¢eren), klinik
degerlendirme (testis yogunluk / hacmi), laboratuvar (FSH) ve genetik testleri (karyotip,
Y kromozom mikrodelesyonu veya hipogonadotropik hipogonadizm i¢in spesifik genetik
test) ile OA’dan ayrilir (Wosnitzer ve ark., 2014). Obstriiktif olmayan azoospermi,
molekiiler temeli biiyiik 6l¢iide bilinmeyen ¢ok faktorlii bir hastaliktir ve bugiine kadar,
NOA hastalarinda ¢esitli genlerde mutasyonlar tanimlanmistir (Nakamura ve ark., 2017).
Obstriiktif olmayan azoospermi, azoosperminin daha siddetli bir seklidir ve iireme
sistemindeki dogussal veya gelisimsel bozukluklardan, genetik anomalilerden, endojen
ve/veya ekzojen testis haraketlerinden ve spermatogenez sirasinda kritik 6nem tasiyan
genlerdeki ekspresyon degisikliklerinden kaynaklanabilir (Safran ve ark., 1998).

Obstriiktif ~ azoospermi  tedavisi  mikrocerrahi  rekonstriiksiyonu  igerirken,
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rekonstriikksiyona uygun olmayan vakalar i¢in in vitro fertilizasyon ve intrasitoplazmik
sperm enjeksiyonu (I\VVF ve ICSI) ile mikrocerrahi epididimal sperm aspirasyonu kullanilir
(Wosnitzer ve ark., 2014). Son yillarda NOA hastalarinda spermatogonial kok hiicre
transplantasyonu c¢alismalari mevcut olsa bile bu yontemin hala deneysel olmasinin yani
sira kok hiicrelerin kullanimi ve gen tedavisi icin hem teknik hem de etik acidan gesitli
siirlamalar vardir (Hendriks ve ark., 2014). Obstriiktif olmayan azospermi ii¢ farkli
grupta siiflandirilir: hipospermatogenez, maturasyon duraksamasi ve SCO (Marques ve
ark., 2017).

2.9.1. Hipospermatogenez

Germ hiicre aplazisi olarak da bilinir. Seminifer tiibiil basina diisen germ hiicrelerinde
azalis olarak tanmimlanmaktadir. Maturasyon zinciri normaldir. Spermatagonia,
spermatositler, spermatidler ve spermatazoa dahil tiim basamaklarda yaklasik yar1 yartya
azalma vardir ancak az sayida dejeneratif hiicre goriilmektedir. Hipospermatogenezdeki
hata, germ hiicrelerinin farklilagma hattina girmesini engelleyen kok hiicre
poplilasyonudur. Ancak hiicreler bu farklilasma c¢izgisine gelmis olduklarinda
spermatogenez normal olarak ilerlemektedir (Soderstrom ve Suominen, 1982). Yapilan
bir c¢aligmada, idiyopatik hipospermatogenezi olan infertil hastalar arasinda,
spermatogonial hiicrelerde proliferasyon bozuklugu goriilmiistiir; ancak spermatogonial
proliferasyonun ardindan spermatogenezde neredeyse normal farklilasma gosteren
hastalar (tiim hastalarin %8’1) da gozlemlenmistir (Takagi ve ark., 2001). 2010 yilinda
yapilan bir ¢alismada ise uzun siireli radyasyona maruziyetin hipospermatogenez ve
maturasyonda duraksamaya neden oldugu belirtilmistir (Meo ve ark., 2011). Ayrica
hipospermatogenez tanisina sahip erkeklerden elde edilen testikiiler spermatozoa
metilasyon  kusurlar1  tasimaktadir (Marques ve ark., 2010). Iidiyopatik
hipospermatogenezin nedenleri belirsizligini korusa da tiim bu c¢aligmalar muhtemelen

heterojen oldugunu gostermektedir.

2.9.2. Maturasyon Duraksamasi
Gonadotropin yetersizligi durumunda veya kemoterapi ve radyoterapiye bagli germ hiicre
hasar1 sonrasinda spermatogonial diizeyde meydana gelebilir. Siklikla primer spermatosit

diizeyinde goriiliir. Bu seviyedeki geri doniisiimlii duraksama, 1s1, enfeksiyonlar,
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hormonal ve beslenme faktorlerine bagli olabilir. Primer spermatosit veya spermatid
diizeyinde geri doniisiimsiiz duraksama, gerek somatik hiicrelerde gerekse germ
hiicrelerinde kromozom anomalileri nedeniyle genetik kokene sahiptir (Martin-du Pan ve
Campana, 1993). Spermatogenezin normal tamamlanmasi i¢in nakavt modellerinin
kullanilmastyla beraber gerekli olan 300'den fazla gen tanimlanmistir. Bu ¢aligmalardan
elde edilen veriler insan erkek fertilitesinde ¢esitli islev bozukluklari ile ilgili olabilecek
aday genlerin tanimlanmasina izin vermistir. Maturasyon duraksamasi olan ve normal
FSH seviyelerine sahip hastalarda, diger NOA patolojisine sahip hastalara kiyasla daha
yiiksek kromozomal anormali ve Y kromozom mikrodelesyonu insidansina sahiptirler
(Hung ve ark., 2007). Maturasyon duraksamasi patolojisi temelinde yatan nedenler

arastirilmaya devam edilmektedir.

2.9.3. Sertoli Cell Only Sendromu (SCO)

Sertoli hiicreleri, spermatogenezin diizenleyicilerindendir. Spermatogonial kok hiicre
nisinin ve spermatogonial popiilasyonlarin korunmasinda gorevlidir. Spermiyogeneze ve
spermiyasyon sirasinda olgun spermatidlerin nihai salinimina kadar germ hiicre gelisimi

icin gereklidir.

Del Castillo sendromu veya germ hiicre aplazisi olarak da bilinen SCO, tipik olarak 20 ila
40 yas arasindaki erkeklerde goriilmektedir. Bu sendromda, sadece Sertoli hiicreleri vardir
ve testisin seminifer tiibiillerini kaplar. Bu sendroma sahip hastalarda spermatogenez ¢ok
diisiiktiir veya yoktur. Bu hastalar tipik olarak fizik muayenede normaldir. Tan1 genellikle
testis biyopsi bulgularina gore konur (Ramphul ve Mejias, 2021).

2.9.4. Obstriiktif Olmayan Azoospermide Steroid Hormon Seviyeleri

Hipofiz bezinden salinan FSH ve LH testiste sperm iiretimini ve testosteron iiretimini
saglamaktadir. Sertoli hiicrelerinin salgiladig: inhibin ve Leydig hiicrelerinin salgiladigi
testosteron hormonu negatif feed-back mekanizmasi ile FSH, LH salgilanmasini
baskilayip, spermatogenezdeki hormon seviyelerinin dengede kalmasini saglar. Sperm
tiretiminde baskiya sebep olan anomali gelisirse inhibin seviyesi diiser ve buna bagli FSH
seviyesi artar. Bu nedenle serum FSH seviyelerindeki artis, azalmig spermatogenez ile
dogrudan iligkilidir (Ramasamy ve ark., 2009) (Tablo 2.1.). Ancak bu durum testis
igerisinde sperm iiretiminin olmadigini gostermemektedir.
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Tablo 2.1. Obstriiktif Olmayan Azoospermiye Sahip Hastalarda Serum FSH Seviyeleri (Ramasamy ve ark.,

Serum FSH Seviyeleri (IU/MI)

<15 15-30 31-45 >45
N 245 360 124 63
Yas 34+7 36+7 38+7 3747
FSH ortalamasi 9,0+4,1 21,9+4,0 36,5+4,0 63,5+£22,8
Histopatoloji (n) 127 314 102 58

Hipospermatogenez

28%

23%

16%

22%

Maturasyon Duraksamasi

38%

16%

16%

28%

SCo

34%

61%

68%

50%

FSH hormonu spermatogenez, LH ise testosteron iiretimi agisindan olduk¢a 6nemlidir.
Infertilitenin nedeninin hipofiz salgisindan (FSH, LH hormonlari) kaynakli m1 yoksa
testisteki fonkiyonel bozukluktan m1 koken aldiginin ayrimini steroid hormon seviyelerine
gore yapilmaktadir. FSH seviyelerini yiikselmesi, LH ve testosteron hormonu
seviyelerinin normal olmasi hipofiz ile ilgili herhangi bir sorun olmadigin1 ve Leydig
hiicrelerinin testosteron {iretimini yapabildigini gostermektedir. FSH seviyesinin yiiksek
olmasi ise sperm iiretiminde bir sorun oldugunu isaret eder. Bu sekilde goriilen hormon
seviyeleri genelde Azoospermik factor ¢ (AZFc) delesyonuna baglidir. Bu durum, sperm
tireten hiicrelerde mitoz veya mayoz bdlinmede maturasyon duraksama (erken

spermatosit, spermatosit) sorunlarinda goriiliir.

FSH, LH ve testosteron hormonlarinin normal sinirlarda olmasi ve normal semen miktari
ise sperm kanallarinda tikaniklik ve sperm firetiminde ileri donemdeki duraklamaya
(spermatid) bagh sperm {iiretim bozukluklar1 sebebiyle azospermiye neden olabilir. Bu
durum birbirin Klinik bulgularla ayrilamaz. Bu yiizden testis biyopsisi yapilarak testis

icerisindeki sperm varligi degerlendirilir.

Yiiksek FSH ve LH hormonlari ile diisiik testosteron seviyelerinin oldugu vakalarda ise
hipofiz bezi sperm yapimini ve testosteron iiretiminin diizenlenmesi icin ¢ok fazla
miktarlarda hipofizer hormon iiretimine ge¢mistir. Bu sorun hipofiz kaynakli degildir,
testis kaynaklidir. Ornegin, bu durum Klinefelter sendromlu erkeklerde ve kabakulak
hastalig1 sonucu orsit gegirmis olan erkeklerde siklikla goriiliir. Bununla birlikte, FSH,

LH hormonu ve testosteron hormon seviyeleri ¢ok diisiik ise hipotalamus-hipofiz
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sisteminde sperm {iiretimi ve testosteron fiiretiminin saglanmasina yetecek miktarda
hormon salgilanmamaktadir. Bu duruma ise hipogonadotropik hipogonadizm vakalari

ornek verilebilir.

2.10. Kisspeptin ve KISS1R

KISS1 geni tarafindan kodlanan Kisspeptin (KISS1), 1996 yilinda Dr. Henny Welch’in
Pensilvanya’daki laboratuvarinda, melanom ve meme kanseri metastazini baskilama
yetenegine sahip insan metastaz baskilayict bir gen olarak tanimlanmistir (Lee ve ark.,
1996). Kisspeptin, insanlarda 1. kromozomun q.32.1 bolgesinde lokalize olan KISS1
geninden (gen ID: 3814) transkribe edilir. Etkilesimini, galanin reseptor ailesinden G
proteine bagli reseptor KISSIR (GPR54) iizerinden gosterir. KISS1 geni, 145
aminoasitlik bir protein kodlar. Bu 6nciil protein post-translasyonel islemlerden sonra 54
aminoasitlik Kisspeptin-54 ve Kisspeptin-54 ile ayni C-terminal bolgelere ve ayni
fonskiyonel ozelliklere sahip daha kisa formlardaki Kisspeptin-14, Kisspeptin-13 ve
Kisspeptin-10’a dontistiiriliir (Sekil 2.6.) (Messager, 2005).

1 19 20 65 68 121 124 145
NH*— I Kisspeptin-54 / Metastin | )—COOH

‘ KP-54 RFf—NH? 68-121 MA:5.9 kDa
J

KP-14 RFL— NHZ 108121 MA:1.7kDa
if

COE
L KP-13 RFL— NH? 109121 MA:1.6kDa
- -/

L KP-10 RF‘I—NHi 112121 MA:1.3kDa

Sekil 2.6. Kisspeptin proteini ve formlar1 (Hu ve ark., 2017)’dan uyarlanmistir.

Kisspeptin sentezleyen hiicre popiilasyonlarinin beyindeki dagilimiin, memeli tiirleri
arasinda korundugu bilinmektedir. Kisspeptin eksprese eden ndronlar, liclincii ventrikiiliin
rostral periventrikiiler bolgesi (RP3V) ve arkuat niikleus (ARC) olmak {izere beyinde
baslica bu iki hipotalamik bdlgede yerlesim gostermektedir (Irwig ve ark., 2004; Smith ve
ark., 2006). Uciincii ventrikiile bitisik ventral diensefalonda bulunan hipotalamusun
periventrikiiler niikleusu (PV), zebra baligindan insanlara kadar pek ¢ok tiirde bulunan

yiiksek oranda korunmus bir beyin bolgesidir (Qin ve ark., 2018).
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ARC’de Kisspeptin, ndrokinin B (NkB), endojen opioid peptid dinorfin A (Dyn) ve diger
sinyal molekiilleriyle birlikte eksprese edilmektedir. Bu noronlar, Kenedy ndronlari
(KNDy) olarak tanimlanir ve pulsatil GnRH noérosekresyonunun kritik aracilar1 olarak
islev goriirler (Lehman ve ark., 2010; Grachev ve ark., 2014). ikinci biiyiik Kisspeptin
hiicre popiilasyonu, fare (Clarkson ve Herbison, 2006), sican (Kauffman ve ark., 2007),
hamster (Greives ve ark., 2007) ve insanlarda (Rometo ve ark., 2007) RP3V'de lokalizedir.
RP3V, anterior ventral periventrikiiler bolgeyi (AVPV) ve PN’yi icermektedir. Bu iki
hipotalamik bolge testosteron ve ostradiol salimini diizenler. Ostrojen, RP3V'de
Kisspeptin ekspresyonunu artirirken, ARC'de Kisspeptin ekspresyonunu azaltir (Garcia-
Galiano ve ark., 2012). Rodentlerde bu iki ana Kisspeptin hiicre popiilasyonun yani1 sira
Kiss1 mRNA ve Kisspeptin immiinoreaktif néronlar1 beyin sapinda, medial amigdala,
hipotalamusta, dorsomediyal niikleus (DMN) ve PV’da bildirilmistir (Brailoiu ve ark.,
2005). Kisspeptin immiinoreaktif lifleri de DMN, ARC ve PV'de bulunur ve preoptik
bolgelere projeksiyon gonderir. in situ hibridizasyon ydntemiyle, GPR54'iin medial
preoptik alanda (MPOA), DMN, ARC ve lateral hipotalamik bolgede sentezlendigi de
gosterilmistir (Kinoshita ve ark., 2005). Hipotalamustaki bu niikleuslarin, besin alimi,
istahin diizenlenmesi, aglik-tokluk durumlari, stres, viicudun enerji metabolizmasi ve
viicut agirhiginin homeostatik diizenlenmesi dahil olmak {izere pek ¢ok énemli rolii vardir

(Rui, 2013).
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Sekil 2.7. KISS1’in KISSIR ile olasi etkilesim mekanizmas1 (Wahab ve ark., 2016)’dan uyarlanmustir.

KISS1/KISSIR sisteminin tireme fonksiyonunun kontroliinde rolii olduguna iliskin ilk
kanitlar, KISS1R’deki mutasyonlarin insanlarda hipogonadotropik hipogonadizme neden
oldugunu gosteren ¢alismalardir (de Roux ve ark., 2003; Seminara ve ark., 2003). LH ve
FSH eksikligi ile karakterize olan hipogonadotropik hipogonadizm sonucunda iireme
fonksiyonunun gecikmesi ile infertilite goriilmektedir. Kiss1/Kisslr’nin susturuldugu
transgenik farelerde de hipogonadotropik hipogonadizm ve infertilite gbézlenmistir
(Seminara ve ark., 2003). Bu ¢alismalar ile Kisspeptinin, HPG ekseninin modiilasyonunda
ve gonadotropin salinmasinda dnemli bir role sahip oldugu ortaya ¢ikmustir. Kisspeptin,
GnRH noronlart tizerinde bulunan GPRS54 reseptoriine baglanarak HPG ekseninin
kontroliinde rol oynar. Kisspeptinin reseptorlere baglanmasi ile GnRH pulsatil olarak
salinmaya baglar ve bu durum hipofizin 6n lobundan FSH ve LH salinmasina neden olur
(Oakley ve ark., 2009). Salinan FSH ve LH gonadlara ulasarak iireme sisteminde rol
oynar. Gonadlarda FSH ve LH seviyesi Ostrojen mekanizmasi iizerinden pozitif
geribildirim ile diizenlenirken, progesteron ile negatif geribildirimle saglanir (Marques ve
ark., 2000) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8. Kadin ve erkeklerde Kisspeptin etki mekanizmasimin sekilsel gosterimi. (Wahab ve ark.,
2016)’dan uyarlanmigtir.

Kadinlarda KISS1 ekspresyonu 0Ostrojenin pozitif geri bildirim mekanizmasiyla
diizenlenirken, KISSIR ekspresyonu GnRH pozitif geri bildirimi ile ayarlanmaktadir ve
ostrojene devamli maruziyet sonucunda negatif yonde etkilenir (Richard ve ark., 2008).
Gec folikiiler fazda dominant folikiil 12 mm c¢apina ulastiginda, artmis Ostrojen,
Kisspeptin noronlari iizerinde bulunan reseptoriine baglanir ve Kisspeptin sekresyonunu
uyarir (Muir ve ark., 2001). Salinan Kisspeptin, GnRH néronlari tizerinde bulunan GPR54
reseptoriine baglanarak, gonadotropin salgilanmasi tizerinde gii¢lii uyarict bir etki
olusturur. GnRH salinim frekansinin artmasi sonucunda LH salinimi artar ve ovulasyon
meydana gelir (Hrabovszky ve ark., 2010). Kisspeptin, folikiiler gelisim ve ovulasyonda
potansiyel bir belirleyici olarak rol oynamaktadir. KISS1 ve GPR54 genlerinde meydana
gelen mutasyonlar hafif diizeyde pubertal gelisim eksikliginden agir hipogonadotropik
hipogonadizme kadar farkli fenotipler ile sonuglanabilir. Aksine kemirgenlerde
Kisspeptin uygulamasinin, disi iireme sisteminin maturasyonuna ve erken ergenlige neden
oldugu bilinmektedir (Witchel ve Tena-Sempere, 2013). Bunun sonucunda cinsel

gelisimin her asamasinda Kisspeptin anahtar bir rol oynamaktadir.
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2.11. Kisspeptin ve Erkek Infertilitesi

Kisspeptin ve reseptdriiniin testisteki lokalizasyonu pek ¢ok tiirde arastirilmis olmasina
karsin insan testisindeki lokalizasyonuna ait herhangi bir bilgi yoktur (Wahab ve ark.,
2016; Meccariello ve ark., 2020; Sharma ve ark., 2020). Bununla birlikte insana en yakin
tiir olarak primatlarda yapilmis tek bir ¢alisma vardir (Irfan ve ark., 2016). Bu ¢alisma
bulgularina gore, peritiibiiler miyoid hiicrelerde ve interstisyel hiicrelerde Kisspeptin
ekspresyonu varken, Kisspeptin reseptorii Sertoli hiicrelerinde, spermatogonia ve
farklilasmis germ hiicrelerinde bulunmaktadir (Irfan ve ark., 2016). Erkek iireme
biyolojisi ve Kisspeptin alaninda yapilan diger insan ¢aligmalar1 ise seminal plazma ve
kan plazmas1 arasindaki iliskiyi, yas, fertilite, infertite nedeni ve dozaj ¢aligmalarini
kapsamaktadir. Insanda Kisspeptinin iireme hormonlarini uyarma yetenegi, 2005 yilinda
yapilan ilk Kisspeptin insan galismasiyla dogrulanmistir (Dhillo ve ark., 2005). Bu
calismada dolasimdaki Kisspeptin diizeylerinin yiikselmesinin LH, FSH ve testosteron
tizerindeki etkilerinin arastirilmasi hedeflenmis ve Kisspeptin-54 infiizyonun, FSH, LH
ve testosteron artisina sebep oldugu bulunmustur (Dhillo ve ark., 2005). Infertil erkek
hastalardan olusan baska bir calismada ise goniilliilerden alinan kan 6rneklerinde serum
Kisspeptin seviyesi arastirilmig ve kontrol grubundaki saglikli olgularin 6rneklerine
kiyasla infertil gruplarda Kisspeptin seviyelerinin istatistiksel olarak anlamli derece diisiik
oldugu gosterilmistir (Ramzan ve ark., 2015). Bu ¢alisma, infertilite tanis1 konmus erkek
olgularda serum Kisspeptin seviyesinin, sperm parametrelerinde gozlenen farkliliklar ile
iliskisini biyokimyasal yontemler ile ortaya cikaran ilk ¢alismadir. Baska bir ¢caligmada
ise testosteron seviyelerinin 40 yasindan itibaren her y1l %1 azalmasindan yola ¢ikilarak,
yasl ve geng erkekler arasinda Kisspeptin-54'e hipofiz yaniti karsilagtirtlmistir (Abbara
ve ark., 2018). Elde edilen bulgulara gore, ge¢ baslangi¢li hipogonadizm olmayan saglikli
yash erkeklerin Kisspeptin-54’e kars1 hipotalamik yanit1 ve GnRH’a kars1 ise hipofizer
yanit1 korudugu, ancak testikiiler yanitin bozuldugu ortaya konulmustur (Abbara ve ark.,
2018). Bununla birlikte saglikli erkeklerde Kisspeptin ve KISSIR’nin insan
spermatozasinda ekspresyonuna dair sadece tek bir ¢alisma vardir (Pinto ve ark., 2012).
Bu ¢alismada Kisspeptinin 6zellikle sperm basinin post-akrozomal bolgesinde bulundugu
ve Kisspeptin reseptoriiniin esas olarak sperm basinin ekvatoryal segmentinde ve boyun

bolgesinde yerlesim gosterdigi, immiinositokimya ve western blot yontemleri ile
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gosterilmistir. Buna ek olarak, in vitro ortamda sperm 6rneklerine Kisspeptin uygulanmis
ve sonrasinda sperm i¢i kalsiyum degisimleri Ol¢iilerek, Kisspeptinin spermin progresif
motilitesini arttirdig1 ancak akrozom reaksiyonuna higbir etkisinin olmadigi belirtilmistir
(Pinto ve ark., 2012). Baska bir ¢alismada ise biyokimyasal yontemler ile seminal
plazmadaki Kisspeptin ekspresyonu ve kan orneklerindeki total Kisspeptin seviyesinin,
sperm konsantrasyonu, total sperm sayist ve total motil sperm sayisi ile iligkili
olabilecegine dair bulgular paylasilmistir (Zou ve ark., 2019). Tiim bu literatiir bilgileri
151¢inda, Kisspeptin ve KISSIR’nin erkek iireme biyolojisindeki Onemi agikga
goriilmektedir. Infertilite olgularindaki semen ve kan plazmasindaki Kisspeptin proteinin
normal olgulara gore daha az olmasi, infertilite tanist konulmasinda, Kisspeptinin bir
biyobelirte¢ olabilecegini diislindiirmektedir. Kisspeptin tedavisine dair yapilan
calismalarda Kisspeptin’in lireme hormonlarini etkilemesi nedeniyle bir tedavi secenegi
olma ihtimalini giiglendirmektedir (Dhillo ve ark., 2005; George ve ark., 2011; George ve
Seminara, 2012; Jayasena ve ark., 2014). Bununla birlikte Kisspeptin ve reseptoriiniin tam

olarak klinik kullanimlarin1 test etmek i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyag vardir.

2.12. Kisspeptin ve Disi Infertilitesi

Infertilite, 35 yasindan kiigiik kadinlarda 1 yillik diizenli korunmasiz cinsel iliskiden, 35
yasindan biiyiik kadinlarda 6 aylik diizenli korunmasiz iliskiden sonra klinik gebelik elde
edilememesidir. Infertilite etiyolojisinin belirlenmesinde, detayli tibbi 6ykii, fizik
muayene ve hormonal degerlendirme, kadin partnerin tanisal goriintiilemesi siklikla
onemli bir rol oynar (Merritt ve ark., 2020). Genellikle tireme yolu enfeksiyonlari, diinya
genelinde kadin infertilitesinin en yaygin nedenidir. Kendiliginden gebe kalma olasiligini
etkileyen {i¢ ana faktor, istenmeyen gebelik siiresinin artmasi, kadin partnerin yasi ve
hastaliga bagl infertilitedir. Polikistik over sendromu, ovaryan hiperstimiilasyon, erken
over yetmezligi, endometriozis, uterus fibroidleri ve endometriyal polipler kadin
infertilitesinde rol oynamaktadir (Vander Borght ve Wyns, 2018). Kadin infertilitesi
nedenleri arasinda, endokrin nedenler, enfeksiyonlar, immiinolojik nedenler,
stres, genetik nedenler ve genetik gelisimsel bozukluklarin yani sira kilo ve kilo sorunlari

da yer almaktadir (Beke, 2019).
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Ovaryumlar, menstruyal siklusun hormonal kontrolii nedeniyle, kadin iireme sisteminde
merkezi organlardir. Hipotalamus-hipofiz-ovaryum ekseninin son organt olan
ovaryumdaki hormonal olaylar, endometriyumdaki siklusu kontrol eder (Luciano ve ark.,
2013). Menstruyal dongii, hipotalamustan salinan GnRH'in etkisiyle hipofiz 6n lobundan
salinan ve ovaryumlara ulagan bircok hormon tarafindan yonetilmektedir. Ovulasyon ve
folikiiler-luteal gecis sirasindaki olaylarin zamanlamasi1 embriyonik-endometriyal
senkronizasyonu saglar ve basarili bir gebeligin temelini olusturur (Luciano ve ark.,
2013). 2019 yilinda menstruyal siklus ¢esitlerini arastirilmistir ve 600.000'den fazla dongii
tiirii oldugu bilinmektedir. Bu nedenle tedavi yontemleri hastaliklarda ve kisiden kisiye

farklilik gostermektedir (Bull ve ark., 2019).

2.12.1. Kisspeptin ve Polikistik Over Sendromu

Polikistik over sendromu (PKOS), kadinlarda en yaygin goriilen endokrin
bozukluklarindan biridir (Hoeger ve ark., 2021). Ilk olarak 1935°de Stein ve Leventhal
bilateral polikistik overlerle beraber hirsutizm ve anovulasyon goriilen yedi hastada
tanimlamistir. 18-44 yag arasi kadinlari etkiler. Kalici hormonal dengesizlik, kist,
diizensiz bir menstruyal dongii gibi karmasikliklara yol agar. Bunun yani1 sira bir¢ok aday
genin PKOS’a neden oldugu tespit edilmistir (Ajmal ve ark., 2019). Pubertede genellikle
normal bir menstruyal paternin olusmamasi ve hiperandrojenizm bulgularinin PKOS ile
yakindan iliskisine ragmen, tani igin diger hiperandrojenizm durumunun diglanmasi
gerekmektedir (Rotterdam, 2004). Klinik veya biyokimyasal hiperandrojenizm,
ovulasyon anormallikleri, ultrason goriintiilerinde biiyiimiis veya polikistik olusum ile
karakterizedir (Bednarska ve Siejka, 2017). Yiiksek prevalansina ragmen, PKOS teshisi
icin teknikler yetersizdir ve tanimlanmasi igin siklikla birden fazla ziyaret gerekir. Tanida
gecikme, bir veya daha fazla bozukluk veya hastaligin ilerlemesine yol agar (Meier,

2018). Diinya ¢apinda PKOS i¢in mevcut birkag tedavi yontemi bulunmaktadir.

Bugiine kadar, birka¢ calisma PKOS hastalarinda serum Kisspeptin diizeyleriyle ilgili
celigkili sonuclar gostermistir. PKOS'lu kadinlarin daha yiiksek LH seviyelerine sahip
olduklar1 bilinmektedir. Bunun Kisspeptin etkisindeki artigla baglantili olabilecegi
diistiniilmektedir. PKOS'lu kadinlarda saglikli kadinlara gore serum Kisspeptin

konsantrasyonu da daha yiiksek oldugu gosteren c¢alismalar mevcuttur (Terao ve ark.,
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2004; Panidis ve ark., 2006). Aksine Kisspeptin seviyelerinin, PKOS'lu kadinlarda,
saglikli kadinlara gore 6nemli 6l¢iide olmamakla birlikte daha diisiik oldugunu gdsteren
calismalar da mevcuttur (Panidis ve ark., 2006; Araujo ve ark., 2020). Ayrica, serum
Kisspeptin diizeylerinin PKOS’Iu ve saglikli kadinlar arasinda farklilik gostermedigini
ifade eden calismalar da mevcuttur (Mut ve ark., 2021). Yas, serum Kisspeptin diizeylerini
ongormede bagimsiz bir degiskendir. Jayasena ve arkadaslari, puberte doneminde ve
yetigkin kadinlar arasinda dolagimdaki Kisspeptin konsantrasyonlarinda yasa bagli bir
azalma oldugunu bildirmistir (Jayasena ve ark., 2014). PKOS'lu kadinlardan elde edilen
graniiloza lutein hiicrelerinde, KISS1 ve KISS1R proteinleri nemli 6l¢iide upregiile iken,
PKOS olmayan hastalarin graniiloza hiicrelerindeki KISS1 seviyesi, KISS1R seviyesi ile
koreledir. KISS1'in ekspresyon seviyeleri, ovaryum rezerviyle ilgili olan AMH ile yiiksek
oranda paralel olarak bulunmustur (Hu ve ark., 2019). Bu tiir bir korelasyon ve
Kisspeptinin GnRH noéronlarin1 uyarmasi, Kisspeptini daha sonraki arastirmalar icin
ilging bir nokta haline getirmektedir. Kisspeptin ve KISS1R sinyali, PKOS'taki noral
mekanizmalar1 potansiyel olarak etkilemekle birlikte, bu bozuklugun tedavisi agisindan

yeni bir yontem olabilecegi diisiiniilmektedir.

2.12.2. Kisspeptin ve Ovaryan Hiperstimiilasyon Sendromu

IVF tedavisinde, menstruasyon dongiisiinde meydana gelen fizyolojik siiregleri stimiile
etmek icin suprafizyolojik tedaviler kullanir. Oosit olgunlagsmasi, oositin fertilizasyon
basarisi icin kritik bir siirectir. Oosit olgunlagmasi, insan koryonik gonadotropin (hCG),
GnRH agonisti, rekombinant LH veya Kisspeptin tarafindan baslatilir (Abbara ve ark.,
2018). Oosit maturasyonun tetiklenmesi amaciyla siklikla hCG kullanilmaktadir. hCG
dogrudan ovaryumlar {lizerinden etki ederek LH piki olusmasini saglar ve bu nedenle hCG
uygulamasi sonrasinda olusan etkinin kontrol edilmesinde bilinen bir negatif geri bildirim
mekanizmasi yoktur (Clarke ve ark., 2015). Bu nedenlerden dolay1r hCG ile yapilan
islemlerde ovaryan hiperstimiilasyon sendromu (OHSS) gelisme riski bulunur. Heniiz
literatiirde yeterli ¢alisma olmamasina karsin, yapilmis olan deneysel hayvan ¢aligsmalari
ve klinik caligmalarin sonuglarinda oosit matiirasyonu amaciyla Kisspeptinlerin
kullanilmasiin IVF sikluslart sirasinda OHSS gelisme riskini ciddi sekilde azalttigin

soylemek miimkiindiir (Clarke ve ark., 2015).
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2.12.3. Kisspeptin ve Prematiir Ovaryan Yetmezligi (POF)

Hipergonadotropik hipogonadizm, ovaryan fonksiyonlarinda azalma ve seks
steroidlerindeki negatif geri bildirimin olmamasi ile FSH ve LH gibi gonadotropinlerin
serum seviyelerindeki artis olarak tarif edilir. Primer ovaryum ve hipotalamik-hipofiz
fonksiyon bozukluklart da POF hastalik kategorisine dahilken, bu hastalik prematiir
menapoz veya POF olarak da adlandirilmaktadir (Dang ve ark., 2015). Prematiir ovaryan
yetmezlik hastalarinda menstruyal sikluslar dursa bile, baz1 vakalarda ovaryumlar rezidiiel
dormant folikiiller igerebilir (Kawamura ve ark., 2016). Prematiir ovaryan yetmezIik,
kadinlarda 40 yasindan daha once, en az dort ay amenore Oykiisii ve hipergonadotropik
serum FSH seviyeleri, diigiik dstrojen seviyesi, matiir folikiil eksikligi gibi semptomlarla
ifade edilir. Oliimciil degildir ancak kadm infertilitesinin en gok rastlanan sebeplerinden
biridir (Xiong ve ark., 2017).

KISS1R nakavt farelerde, ovulasyon hizinda erken bir diisiis, ardindan antral folikiillerin
ilerlemesinde kayip, oosit kaybi ve tim preantral folikiil kategorilerinde bir azalma
gozlemlenmistir (Gaytan ve ark., 2014). Ayrica KISS1R yokluguna bagl folikiiler gelisim
ve ovulasyon basarisizliginin gonadotropin replasmani ile tamamen kurtarilamadig: da
gosterilmistir. Bu bulgularla da ilk defa Kisspeptin sinyallemesinin POF patogenezine

katkida bulunarak, ovaryumda dogrudan roliine isaret edilmektedir (Gaytan ve ark., 2014).

2.12.4. Kisspeptin ve Endometriozis

Endometriozis, ireme ¢agindaki kadinlarin %15'ini etkileyen endometriyal kavite disinda
ektopik endometriyal bezler ve stroma varligt ile tanimlanmaktadir (Hur ve Falcone,
2021). Pelvik agri ve infertilite ile iliskili kronik bir hastaliktir (Lee ve ark., 2021).
Endometriozisin patogenezi ¢ok faktorlii olmakla birlikte bunu agiklamak igin ¢esitli
teoriler One siirlilmistiir. Bunlar geriye giden (retrograde) menstruasyon, sélomik
metaplazi ve lenfovaskiiler yayilmay1 igerir. Hormonlar, immiinolojik durum ve genetik
faktorler de bu yayilmada rol oynayabilir. Cogu hastada hastalik pelvik organlari tutmakla
birlikte nadiren viicuttaki ¢ok ¢esitli uzak bolgelere de yayilabilir. Endometriozisi olan
hastalarda, endometrioid ve berrak hiicreli karsinomlar dahil olmak iizere ovaryum
karsinomlarni gelistirme riski daha yiiksektir. Endometriozis i¢in bilinen bir tedavi

bulunmamaktadir (Arafah ve ark., 2021). Kisspeptin ve KISS1R’nin infertilitede tedavi
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secenegi ve/veya infertilite belirteci olarak kullanilabilecegine dair ¢aligmalarin
yayinlanmasiyla beraber endometriozis ve Kisspeptin iligskisi de arastirilmaya
baglanmistir. 2012 yilinda yapilan bir ¢alismada endometriozise sahip kadinlarin
%41.6’sinin  endometriyal biyopsi Orneginde KISS1IR ekspresyonu ve ektopik
endometriyal doku 6rneklerinde ekspresyonun kaybi oldugu bildirilmistir. Tim bunlar
g0z oniine alindiginda, Kisspeptin/KISS1R sisteminin endometriozis patofizyolojisinde
rol oynayabilecegi diisiiniilmektedir (Makri ve ark., 2012). Kisspeptin endometriyal
karsinomda metastaz baskilayici olarak gorev yapar. Kisspeptin, derin infiltre edici
endometriotik implantlar ve ovaryum endometriomalarinin hem glandiiler hem de stromal
bilesenlerinde yilizeysel endometriotik implantlara kiyasla 6nemli olgiide daha diisiik
orandan eksprese edilmektedir (Abdelkareem ve ark., 2020). Kisspeptin ve KISSIR nin
seviyeleri, endometriozisi olmayan kadinlara kiyasla 6topik endometrial stromada daha
diisiiktiir. Bu durum endometriozis patogenezinde Kisspeptin ekspresyonunun azalmasi
ile tutarlidir (Abdelkareem ve ark., 2020).
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamizda, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Uroloji Anabilim dali
tarafindan tanisal testis biyopsisi yapilan ve NOA tanis1 konulan hastara ait testis érnekleri
(vas araligir 25-70) ile infertilite sebebibiyle alinan ve histopatolojik inceleme sonucu
normal sinirlarda degerlendirilen kontrol grubu testis dokular kullanildi. Hastalarin klinik
muayeneleri (tibbi gegmis, fiziksel muayene vb.) yapildiktan sonra, anormal kromozom
karyotipi, varikosel, orsit, testis torsiyonu, seminal kanal obstriiksiyonu,
hipogonadotropik hipogonadizm, testis hastaliklari, anabolik androjenik steroid kullanimi
olmayan hastalar ile genital bolgede ciddi travma, ameliyat veya kemo/radyoterapi
almayan, fiziksel ve endokrin anormallikler gibi erkek infertilitesi ile iligkisi bilinen risk
faktorlerine sahip olmayan hastalar ¢alismaya dahil edildi. Hasta 6rneklerinden sadece
histopatolojik olarak tanis1 konulan hastalara ait dokular kullanildi. Calismamizda hasta
orneklerinin temini ve kullamimi icin, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu Baskanlhigi’na etik kurul onayr alindi (Protokol
n0:70904504/248). Ornek gruplarimiz asagida sunulmustur:

1. Normal testis dokular1 (n=13)

2. Hipospermatogenez tanisi konmus hastalara ait testis dokular1 (n=11)

3. Maturasyon duraksamasi (arresti) tanist konmus hastalara ait testis dokulari (n=15)
4

Sadece Sertoli hiicrelerinin bulundugu (SCO tanis1 konmus) testis dokular1 (n=45)

3.1. Doku Takibi

Doku rnekleri %10’luk formalin ile 35°C°de 2 saat fikse edildikten sonra alkolik formalin
igerisinde takibe devam edildi. Slaytlar %95 alkolden gegirildikten sonra absoliit alkolde
bekletilip, iki degisim ksilen ile muamele edildi. Ardindan {i¢ parafin serisinden
gecirildikten sonra kesitlere gobmme iglemi yapildi. Hasta 6rneklerine ait doku takipleri,
Thermo Fisher Scientific Shandon Citadel 2000 otomatik doku takip cihazi kullanilarak
gergeklestirildi.
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3.2. Histopatolojik Analizler

Tim hasta Orneklerine ait parafin bloklardan 5 pm kalinliginda kesitler alinarak
Hematoksilen Eozin, Masson Trikrom, PAS (Periodic Acid Schiff) boyamas: ile
histopatoloji dogruland.

3.2.1. Hematoksilen-Eozin (HE) Boyanmasi

Calismaya dahil edilen her hasta dokusundan Sum kesitler alinarak hematoksilen eozin
boyanmasi yapildi. Hematoksilen eozin boyama, rutin incelemelerde kullanilan histolojik
bir boyama teknigidir. Temel prensibi, mavi-mor arasi renk veren hematoksilen ile,
pembe-kirmizi renk veren eozin’in hiicreleri boyamasidir. Bu boyamada, hematoksilen
bazik bir boya gorevi goriir ve eozinin de asit boyasi1 olmas1 miitkemmel bir ikili olusturur.
Hematoksilen niikleik asitler agisindan ¢cok zengin olan hiicre ¢ekirdeklerini, eozin pozitif
yuklii yapilar olan hiicrelerin Sitoplazmalarini, kas liflerini, sitoplazmik organellerini ve

kollajeni boyar.

Slaytlar parafinden arindirilip (deparafinizasyon) ve su ile muamele edildikten sonra 3
degisim ksilolde sirayla 3’er dakika bekletildikten sonra, %70, %80, %90, %100 alkolde
2’ser dakika bekletildi. Mayer hematoksilen ile 6 ila 15 dakika arasinda boyandiktan sonra
akan musluk suyunda 2 ila 5 dakika arasinda yikandi. %1’lik asit alkolle 1-2 kez daldirilip
¢ikarilip, musluk suyunda yikandi. Ardindan zayif amonyak soliisyonu ile slaytlar parlak
mavi bir renge boyanincaya kadar bekletildikten sonra, akan musluk suyunda 5 dakika
stireyle yikandi. %80 etil alkolde 1-2 dakika bekletilip, eozin-phloxine soliisyonunda 2
dakika zemin boyamasi (counterstain) yapildi. Ardindan tiger dakika olmak {izere iki kez
%95’lik alkol ile muamele edildikten sonra, licer dakika olmak tizere iki kez absoliit alkol
ile muamele edildi. ikiser dakika olmak iizere ii¢ kez ksilol ile muamele edilip slaytlar

entellan ile kapatildi.

3.2.2. Masson Trikrom Boyanmasi

Bu boyama yontemi testisteki bag doku yapilarinin ayirt edilmesi i¢in kullanilmustir.
Boyama protokolii olarak slaytlar 6ncelikle ksilol, alkol ve su asamalarindan gegirilerek
parafinden uzaklastirildi. Onceden 45°C’ye kadar 1sitilmis %5°lik (ferric ammonium
sulphate) FeNHs(SO4)12H20 iginde 5 dakika rengi sabitlestirildi. Cesme suyunda
yikanmasinin ardindan Mayer hematoksilen soliisyonu i¢inde 5 dakika boyandi. %95°1lik
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alkolde yikandiktan sonra pikrik alkolde differansiye edildi. Slaytlarin ¢esme suyunda
yikanmasinin ardindan ponceau-asit fuksin soliisyonunda 5 dakika boyandi. Distile suda
yikandiktan sonra, 5 dakika %1°lik sulu fosfomolibdik asitte differansiye edildi. Asetik
anilin mavisi solisyonununda 5 dakika beklendi. Distile suda yikandiktan sonra slaytlar 5
dakika %71°lik sulu fosfomolibdik asitte tekrar birakildi. Slaytlar %1°lik sulu asetik asitte
5 dakika muameleden sonra absoliit alkolii takip eden %95°lik alkolde dehidrate edildi ve
distile suda yikandi. Son olarak ksilol ile seffaflastirildiktan sonra kesitler entellan ile

kapatildi.

3.2.3. Periyodik Asit-Schiff Boyanmasi

Periyodik asit-schiff boyasi, glikojeni pargcalayan bir enzim olan diastaz ile beraber
kullanilmaktadir. PAS boyasi tipik olarak glikojen varliginda magenta renk (kirmizi ve
mor karisimi) verir. Periyodik asit ve Schiff birlikte kullanildiginda koyu magentanin
yerini acik pembe renk alir. Farkli glikojen konsantrasyonlarindaki renk yogunluklari
farkliliklar igerir. PAS boyasi 6zellikle seminifer tiibiil i¢indeki akrozomal kep yapisinin
belirlenmesinde olduk¢a belirleyici olmustur. Slaytlar deparafinizasyon igleminden
gecirildikten sonra, periyodik asit soliisyonunda [0,8 gr Periyodik asit (Merck, katalog no:
8.22288.0100), 0,4 gr Sodyum asetat (Merck, katolog no: 6131-90-4) ve 90 ml distile su]
5 dakika beklenmesinin ardindan %70 alkol ile ¢alkalanip, 5 dakika Schiff solisyonunda
(Merck, katalog no: 101646/2) beklenildi. Slaytlar suda yikandiktan sonra %90 ve %100
alkol serilerinden gegirilip ksilolde 5 dakika bekletilip entellan ile kapatild.

3.2.4. Johnsen Skorlamasi

Hematoksilen-eozin ile boyanmis slaytlarda hasta patolojilerinin belirlenebilmesi
amaciyla Johnsen skorlamas1 yapildi. Her hastadan en az 50 tiibiil degerlendirmesi yapildi.
Seminifer tiibiil skor ortalamalarina gore hastalar, kontrol grubu (skor 9-10),
hipospermatogenez (skor 8), maturasyon duraksamasi (3-7) ve SCO (skor 2) gruplari

olarak kontrol edildi.
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Skor 10- Tamamlanmig spermatogenez, ok sayida spermatazoa var,
germinal epitelyum organize,

Skor 9- Cok sayida spermatozoa, germinal epitelyumn dizensiz
Skor 8- Sadece birkag spermatazoa (<5-10) var

Skor 7- Spermatazoa yok, ok sayida spermatid var

Skor 6- Spermatazoa yok, birkag spermatid (<5-10) var

Skor 5- Spermatid yok, ¢ok sayida spermatosit var

Skor 4- Birkac tane spermatosit (<5) var

Skor 3- Sadece spermatogonya var

Skor 2- Sadece Sertoli hiicreleri var

Skor 1- Bos tubdl

Sekil 3.1. Johnsen skorlamasi metodu (Johnsen, 1970)

3.3. Immiinohistokimya: Kisspeptin ve KISS1R Proteinlerinin Ekspresyon ve
Lokalizasyonlarinin Degerlendirilmesi

Testis dokularina ait parafin bloklardan alinan 5 pm kalinligindaki kesitler, ksilol ve alkol
serilerinden gegirildikten sonra, distile suya alindi. Daha sonra antijen retrieval
uygulamasi yapildiktan sonra (Tris-EDTA soliisyonunda mikrodalgada 2 kez 7 dakika
kaynatilarak) oda 1sisinda sogumaya birakildi. Distile suda yikama gerceklestirdikten
sonra dokuda endojen peroksidaz aktivitesini baskilamak i¢in, Kesitler hidrojen peroksit
soliisyonu (63 ml metanol+7 ml hidrojen peroksit) ile 20 dakika muamele edildi. Bu
islemden sonra kesitler, TBS-T (Tris buffer salin-tween 20) soliisyonunda 3 kez 5 dakika
yikandi. Ardindan Ultra V Block (Thermo, katalog no: TA-125-PBQ) ile muamele
edilerek sekonder antikorun spesifik olmayan baglanma bdolgeleri bloklandi. Bloklama
isleminden sonra primer antikorlar Kisspeptin (Merck, katalog no: MABC60) (1:150) ve
KISS1R (Invitrogen, katalog no: PA5-96221) (1:1500) optimize edilen diliisyonlarda
kesitler tizerine uygulandi. Negatif kontrol i¢in kullanilacak kesitlere TBS-T uygulandi.
Gece boyu primer antikorlar +4°C” de uygulandiktan sonra, TBS-T soliisyonunda 3 kez 5
dakika yikama yapildi. Uygun sekonder antikorlar; Kisspeptin i¢in 1:600 biyotin isaretli
anti-mouse (Vector, katolog no:B100), KISSIR ig¢in biyotin isaretli anti-rabbit (\Vector,
katolog no:BA-9200) kesitler {izerine damlatildi. Tekrar TBS-T soliisyonunda 3 kez 5
dakika yikanan kesitler streptavidin peroksidaz (Thermo Fisher, katalog no: TS-060-HR)

ile oda 1s1s1nda 20 dakika inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra DAB (di-amino benzidin)
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(Sigma Aldrich, katalog no: D4418) kromojeni uygulanarak reaksiyon goriiniir hale
getirildi. Reaksiyonlar mikroskop (Olympus CX23) altinda gézlendi.

Kisspeptin ve KISSR1 proteinlerinin Leydig hiicrelerindeki ekspresyonlari, niiklear (N),
sitoplazmik (S) ve yok (-) seklinde tiim hastalarda 100 adet hiicre sayilarak belirlendi.
Seminifer tiibiil iginde yer alan (Sertoli, spermatogonia, spermatosit hiicreleri) 6lgtimleri
HSCORE yontemi ile (boyanma siddeti; (0:boyanmayan, 1: zayif boyanma, 2: orta
giicliikteki boyanma, 3: gii¢lii boyanma) ve boyanan hiicre sayisinin (%50°den az ise: 1,

%50’den fazla ise: 2) carpimi ile yapildi (Yeh ve ark., 2008).

3.4. Steroid Hormon Olgiimleri

Klinige basvuran hastalardan TESE operasyonu oOncesi hormonal bozukluklar
degerlendirebilmek amaciyla yapilan total testosteron, serbest testosteron, FSH ve LH
hormon 6l¢iim sonuglar1 kullanildi. Hastalardan alinan kan 6rnekleri vakumlu, plastik,
separatdr jel igeren tiiplere alindi. Orneklerdeki, total testosteron (referans araligi: 2,41-
8,27), serbest testosteron (referans araligi: 8,69-54,69), FSH (referans araligi: 1,5-12,4)

ve LH (referans araligi: 1,7-8,6) hormon seviyeleri Roche-Cobas C501 cihazinda 6l¢iildii.

3.5. Istatistiksel Analizler

Elde edilen tiim veri analizleri Sigma Stat (version 3.5) istatistiksel analiz programi
kullanilarak degerlendirildi. Analizler t-test testi ile yapildi, anlamlilik p<0,05 olarak
kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histopatolojik Analizler
Hastalardan alinan testis 0rneklerinde ayrintili histopatolojinin degerlendirilmesi amaci

ile hematoksilen eozin, Masson Trikrom ve Periodic asit-Schiff boyanmalar1 yapilmustir.

4.1.1. Hematoksilen Eozin Boyanmasi ile Histopatolojinin Degerlendirilmesi

Hematoksilen eozin boyamasi sonrasinda Johnsen skorlamasi gergeklestirilerek skorlama
sonucuna gore hasta dokularinin histopatolojik durumlar1 dogrulandi. Her hasta
dokusunda 50 seminifer tiibiil degerlendirildi. Hasta seminifer tiibiil skoru da dikkate
almarak, kontrol grubuna n=13, hipospermatogenez grubuna n=11, maturasyon

duraksamasi grubuna n=15, SCO grubuna n=44 hasta dahil edildi.

Kontrol grubundaki seminifer tiibiillerde tamamlanmis spermatogenez ve c¢ok sayida
spermatid, hipospermatogenez grubunda az sayida spermatid ve tamamlanmis
spermatogenez izlendi. Maturasyon duraksamasinda spermatogonia, pakiten, preleptoten
veya spermatid asamasinda kalmis bir sonraki spermatogenez evresine gecememis
tibiiller mevcuttu. SCO sendromunda ise tiibiillerde sadece Sertoli hiicrelerinin
bulunmaktaydi. Kontrol ve NOA gruplarinda tiibiiller arasindaki interstisyel alanlarda
Leydig hiicreleri de goriildi. Gruplara ait hematoksilen eozin boyanmalarina ait

goriintiiler panel olarak sunulmustur (Sekil 4.1).
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10X 20X 40X

Hipospermatogenez Kontrol

Maturasyon Duraksamasi

sco

Sekil 4.1. Hematoksilen eozin boyanmasi. Kirmizi ok, Leydig hiicreleri; siyah ok, Sertoli hiicreleri; kirmizi
ok bagi, preleptoten spermatosit; siyah ok basi, pakiten spermatosit; sar1 ok basi, uzayan spermatid; sar1 ok,
yuvarlak spermatidleri isaret etmektedir. Skala bar goriintiileri 50um’yi gostermektedir.

4.1.2. Masson Trikrom Boyanmasi ile Histopatolojinin Degerlendirilmesi
Histopatolojinin ayrintili bir sekilde degerlendirilmesi i¢in ayrica Masson Trikrom
boyanmasi yapilmistir Masson trikrom boyasi kaslarin, kollajen fibrillerinin, bag doku
yapilarinin, gametlerin, niikleuslarin, noérofibrillerin, néroglialarin, kollajenin, hiicreler
aras1 keratin fibrillerinin goriintiilenmesi i¢in kullanilmaktadir. Masson trikrom boyast ile
seminifer tiibiillerin bazal membrani, kan damarlarinin ¢evresinde ve tiibiiller arasindaki
ince kolajen lifleri mavi renkte boyandi. Boylelikle tiim spermatogenik seri belirgin olarak
ayirt edilmistir. Gruplara ait Masson trikrom boyanmalarina ait goriintiiler panel olarak
sunulmustur (Sekil 4.2.)
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Hipospermatogenez Kontrol

Maturasyon Duraksamasi

Sekil 4.2. Masson trikrom boyanmasi. Kirmizi ok, Leydig hiicreleri; siyah ok, Sertoli hiicreleri; kirmizi ok
basi, preleptoten spermatosit; siyah ok basi, pakiten spermatosit; sar1 ok basi, uzayan spermatid; sar1 ok,
yuvarlak spermatidleri isaret etmektedir. Skala bar goriintiileri 50um’yi gostermektedir.

4.1.3. Periyodik Asit-Shiff Boyanmasi

PAS boyasi, genel olarak dokudaki polisakkaritleri belirlemek amaci ile kullanilan
boyama yontemidir. Periyodik asit ve sekerlerdeki komsu diolller arasindaki olusan bir
cift aldehit olusur. Bu aldehitler Schiff ayiraci ile tepkime verip mor-magenta olusturur.
PAS boyasi, zit boyama olan hematoksilen ile beraber boyandiginda glikoproteinler
(akrozomlar) mor renkte gbzlemlenirken, niikleuslar mavi renkte boyanir (Sekil 4.3.).
Testis orneklerinde PAS pozitif boyanmig olan bazal membran yapisi ve tunika albuginea
gozlendi. Kontrol grubuna ait kesitlerde diizgiin bir seminifer tiibiil duvari, Sertoli
hiicreleri, belirgin spermatogoniumlari ve spermatogenik seri hiicreleri izlendi.
Hipospermatogenez grubunda kontrol grubuna gok benzer sekilde, diizgiin seminifer tiibiil

duvari, spermatogenik seri ve Sertoli hiicreleri gozlemlendi. Maturasyon duraksamasi ve
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SCO gruplarinda, hematoksilen eozin boyanmasindaki gozlemlere benzer olarak
tamamlanmamis spermatogenik seri ve diizgiin bazal membran yapisi gozlendi. Gruplara

ait PAS boyanmalarina ait goriintiiler Sekil 4.3’te sunulmustur.

Kontrol

Maturasyon Duraksamasi  Hipospermatogenez

SCO

Sekil 4.3. Periyodik asit-Schiff boyanmasi. Kirmizi ok, Leydig hiicreleri; siyah ok, Sertoli hiicreleri; kirmizi
ok bagi, preleptoten spermatosit; siyah ok basi, pakiten spermatosit; sar1 ok basi, uzayan spermatid; sari ok,
yuvarlak spermatidleri isaret etmektedir. Skala bar goriintiileri 50um’yi gostermektedir.

4.2. Immiinohistokimya: Kisspeptin ve KISSIR Proteinlerinin Ekspresyon ve
Lokalizasyonlarmin Degerlendirilmesi

Kontrol ve hasta gruplarinda Kisspeptin ve KISS1R proteinlerinin ekspresyon paternleri
degerlendirildi. Bu kapsamda kontrol ve NOA gruplarindaki Leydig hiicrelerinde her iki
protein igin de yogun ekspresyon dikkat ¢ekici oldu. Tiibiil i¢i ekspresyonlarda germ

hiicreleri ve Sertoli hiicre niikleuslar1 icin HSCORE metodu ile degerlendirmeler yapildi.
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Tiim kontrol ve hasta gruplar degerlendirildiginde uzayan spermatidlerde Kisspeptin ve

KISSIR ekspresyonu goriilmedi.

4.2.1. Seminifer Tiibiil icindeki Spermatogenik Seride Kisspeptin Protein
Ekspresyonunun HSCORE Yontemi ile Degerlendirilmesi

Spermatogonyumlarda Kisspeptin ekspresyonu kontrol grubunda ve hipospermatogenez
grubunda niiklear boyanma paterni gosterirken, maturasyon duraksamasi grubunda
niiklear ve sitoplazmik boyanmalar oldugu izlendi. Kisspeptin ekspresyonu preleptoten ve
pakiten spermatositlerde kontrol ve hipospermatogenez grubunda niiklear boyanma
seklindeydi. Bununla birlikte maturasyon duraksamasi grubunda gerek niiklear gerekse
sitoplazmik boyanmalar izlendi. Yuvarlak spermatidlerdeki Kisspeptin ekspresyonu
kontrol ve hipospermatogenez grubunda sadece niiklear boyanma seklinde iken,
maturasyon duraksamasi grubunda sadece sitoplazmik boyanma gozlemlendi (Sekil 4.4,
4.5).
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Sekil 4.4. Immiinohistokimyasal olarak Kisspeptin proteininin ekspresyonu. Kirmizi ok, Leydig hiicreleri;
siyah ok, Sertoli hiicreleri; kirmizi ok basi, preleptoten spermatosit; siyah ok basi, pakiten spermatosit; sar1
ok bas1, uzayan spermatid; sar1 ok, yuvarlak spermatidleri isaret etmektedir. Skala bar goriintiileri 50pm’yi
gostermektedir.
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Spermatogonya Preleptoten Spermatosit ~ Pakiten Spermatosit Yuvarlak Spermatid

Spermatogenik Seri Hiicreleri

M Kontrol EHipospermatogenez M Maturasyon Duraksamasi

Sekil 4.5. Kisspeptinin seminifer tiibiil icindeki germ hiicrelerine ait HSCORE analizi.
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4.2.2. Sertoli hiicrelerindeki Kisspeptin Protein Ekspresyonunun HSCORE Y 6ntemi
fle Degerlendirilmesi

Sertoli hiicrelerinde Kisspeptin ekspresyonu kontrol, hipospermatogenez ve maturasyon
duraksamasi gruplarinda daha ¢ok niiklear lokalizasyon seklindeydi. SCO grubundaki
hastalarin testis dokularina ait Sertoli hiicre niikleuslarinda ise Kisspeptin ekspresyonunda
anlamli bir azalis izlendi (p=<0,001) (Sekil 4.6).
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Kontrol Hipospermatogenez Maturasyon Sertoli Cell Only
Duraksamasi

Sekil 4.6. Kisspeptinin Sertoli hiicrelerindeki HSCORE analizi (* p=<0,001).

SCO sendromu tipik olarak tiibiillerde sadece Sertoli hiicrelerinin bulunmasi olarak
tanimlanmaktadir. Cok sik goriilmemekle birlikte bu patolojideki hastalarin seminifer
tiibiillerinde birkag tane germ hiicresi gdriilmektedir. Ilging bir sekilde SCO tanis1 konulan
3 hastanin immiinohistokimya boyanmasinda, negatif boyanan Sertoli hiicrelerinin aksine,

pozitif Kisspeptin ekspresyonu gosteren spermatogonial hiicreler gozlemlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. SCO sendromuna sahip hastanin testis kesitinde goriilen Kisspeptin immiino-pozitif germ
hiicrelerine ait 40X biiyiitme goriintiisii. * isareti, germ hiicreleri; siyah ok isareti, Sertoli giicreleri
gostermektedir.

4.2.3. Leydig Hiicrelerindeki Kisspeptin ve KISS1R Proteinlerinin Ekspresyonu

Kontrol grubunda Leydig hiicrelerinde belirgin sitoplazmik ve niiklear Kisspeptin
ekspresyonu gorildi. Kisspeptin ekspresyonu hipospermatogenez grubunda, kontrol
grubu ile benzer olup gerek sitoplazmik gerekse niiklear goriilmesine karsin SCO hiicre

grubunda sadece sitoplazmik boyanma paterni gozlendi (Sekil 4.8, Tablo 4.1).

Kisspeptin ekspresyonun sitoplazmik boyanma izlenen Leydig hiicrelerinin yiizdesi,
kontrol grubuna kiyasla hipospermatogenez, maturasyon duraksamasi ve SCO
gruplarinda anlamli olarak artmist1 (p=0,003, p=0,004, p=<0,001, sirasiyla). Niiklear ve
sitoplazmik boyanma gosteren Leydig hiicre oranlari ise kontrol grubuna gore maturasyon

duraksamasi ve SCO grubunda anlamli olarak azaldi (p=0,009, p=0,002, sirasiyla).
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Sekil 4.8. Kisspeptin proteinin Leydig hiicrelerindeki ekspresyon paterni (H: Hipospermatogenez, MA:
Maturasyon duraksamasi, SCO: Sertoli Cell Only; N: niiklear; S:sitoplazmik; N+S: niiklear ve sitoplazmik,
B: boyanmayan) (*p=<0,05; **p=<0,001).

4.2.4. Seminifer Tiibiil icindeki Spermatogenik Seride KISS1R Protein
Ekspresyonunun HSCORE Yéntemi Ile Degerlendirilmesi

KISS1R proteini, spermatogoniumlarda kontrol ve hipospermatogenez grubunda gerek
sitoplazmik gerekse niiklear ekspresyon gosterirken maturasyon duraksamasi grubunda
sadece niiklear, sadece sitoplazmik veya her iki paternde de boyanmalar gosterdi.
Preleptoten, pakiten ve yuvarlak spermtidlerde kontrol ve hipospermatogenez grubunda
izlenen niiklear ve sitoplazmik boyanma paterni, maturasyon duraksamasi grubunda daha

cok sadece niiklear boyanma seklinde idi (Sekil 4.9, 4.10).
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Maturasyon Duraksamasi  Hipospermatogenez

sco

Sekil 4.9. immiinohistokimyasal olarak KISS1R proteininin ekspresyonu. Kirmizi ok, Leydig hiicreleri;
siyah ok, Sertoli hiicreleri; kirmizi ok basi, preleptoten spermatosit; siyah ok basi, pakiten spermatosit; sar1
ok bas1, uzayan spermatid; sar1 ok, yuvarlak spermatidleri isaret etmektedir. Skala bar goriintiileri 50um’yi
gostermektedir.
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Sekil 4.10. KISS1R’nin seminifer tiibiil igindeki germ hiicrelerine ait HSCORE analizi.

4.2.5. Sertoli hiicrelerinde KISSIR Protein Ekspresyonunun HSCORE Yéntemi ile
Degerlendirilmesi

KISS1R ekspresyonu, Sertoli hiicrelerinde kontrol, hipospermatogenez ve maturasyon
gruplarinda daha ¢ok niiklear lokalizasyon seklindeydi. SCO grubundaki hastalarin Sertoli
hiicrelerinde kontrol grubuna gore anlamli derece azalis gosteren KISS1R ekspresyonu

dikkat ¢ekti (p=<0,001) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Kisspeptin ve KISS1R’nin Sertoli hiicre niikkleuslarma ait HSCORE analizi (* p=<0,001).
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4.2.6. Leydig Hiicrelerindeki Kisspeptin ve KISS1R Proteinlerinin Ekspresyonu

Kontrol grubunda Leydig hiicrelerinde belirgin sitoplazmik ve niiklear KISS1R
ekspresyon vardi. Hipospermatogenez grubunda, kontrol grubu ile benzer olup hem
sitoplazmik hem niiklear goriilmesine karsin SCO hiicre grubunda sadece sitoplazmik

boyanma paterni gozlendi (Sekil 4.9, Sekil 4.11, Tablo 4.1).
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Kontrol Hipospermatogenez Maturasyon Duraksamasi SCO

Sekil 4.12. KISSIR proteinin Leydig hiicrelerindeki ekspresyon paterni (H: Hipospermatogenez, MA:
Maturasyon duraksamasi, SCO: Sertoli Cell Only; N: niiklear; S:sitoplazmik; N+S: niiklear ve sitoplazmik,
B: boyanmayan) (*p=<0,05, **p=<0,001).

Kisspeptin reseptorii agisindan sitoplazmik boyanma izlenen Leydig hiicrelerinin yiizdesi, kontrol
grubuna kiyasla maturasyon duraksamasi ve SCO gruplarinda artmust1 (p=0,045, p=<0,001,
sirastyla). Bununla birlikte niiklear ve sitoplazmik boyanma gozlenen Leydig hiicre orani, kontrol

grubuna kiyasla maturasyon duraksamasi ve SCO gruplarinda daha diisiiktii (p=0,039, p=<0,001,

sirastyla).
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Tablo 4.1. Kisspeptin ve KISS1R proteinlerinin hiicresel lokalizasyonunu gosteren tablo (N:niiklear,

S:sitoplazmik, -: immiino reaksiyon yok).

Gruplar Kontrol Hipospermatogenez [Maturasyon Duraksamasi SCO
Spermatogenik Hticreler |G pantin|  KISSIR | Kisspeptin| KISSIR | Kisspeptin |  KISSIR  |Kisspeptin| KISSIR
Spermatogonia N N+S N N+S N+S N/S/N+S
Preleptoten Spermatosit N N+S N N+S N/S N
Pakiten Spermatosit N N+S N N+S N/S N
Yuvarlak Spermatid N N+S N N+S S N
Uzayan Spermatid - - - -
Sertoli Hiicresi N N N N N N N
Leydig Hucresi N+S N+S N+S N+S N+S/S N+S/S SCo

4.3. Steroid Hormon Degerlendirmeleri

SCO grubunda FSH ve LH hormon diizeyleri kontrole kiyasla anlamli olarak daha yiiksek
bulundu (p<0,001).
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Sekil 4.13. FSH ve LH Hormon Olgiim Grafikleri (*p=<0,001).

Serbest ve total testosteron steroid hormon seviyeleri, kontrol grubu, hipospermatogenez,

maturasyon duraksamasi ve SCO gruplart arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

bulunamada.
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Sekil 4.14. Total Testosteron ve Serbest Testosteron Hormon Olgiim Grafikleri.
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5. TARTISMA

Spermatogenez, HPG ekseni boyunca endokrin, parakrin ve otokrin modiilatorlerinin
kontrolii altinda, mitotik, mayotik ve farklilasma olaylarinin koordinasyonlu biitiinliigiini
gerektiren karmasik bir siiregtir. Spermatogenez, mitotik hiicre boéliinmesi yoluyla
spermatogonial kok hiicrelerin spermatositlere farklanmasini ve mayotik hiicre boliinmesi
ile primer spermatositlerden haploid spermatidlerin {iretilmesi siireglerini igerir.
Spermatidler daha sonra spermiogenez adi verilen spermatogenezin son asamasinda
spermatozoaya dontisiir (Nishimura ve L'Hernault, 2017). Spermatozoa, 1677’de Antonie
van Leeuwenhoek tarafindan kesfedildiginden beri pek ¢ok arastirmacinin dikkatini
¢ekmistir. Spermatogenezde 2300'den fazla gen kesfedilmistir (Perrino ve ark., 1987). Bu
genlerdeki mutasyonlar infertiliteye neden olabilmektedir. infertilite nedenlerinden birisi
olan azoospermi, ejakiilatta sperm yoklugu olarak tanimlanir, ancak azoospermi tanisi
konmus erkeklerin testis fenotipi, tam spermatogenezden germ hiicrelerinin farkli
asamalarda duraksamig maturasyonuna ve tiibiillerin tamamen dejenerasyonuna kadar

degisken olabilir (Soraggi ve ark., 2021).

Obstriiktif olmayan azoospermi, spermatogenik yetmezlige yol acan konjenital faktorlerle
aciklanir. NOA'nin nedeni hakkinda bilgi ¢ok sinirli olmakla birlikte bu hastalarin
yaklagik %50-80'inin tanimlanabilir bir nedeni yoktur ve yiiksek genetik heterojenite
icermektedir (Pena ve ark., 2020; Kasak ve Laan, 2021). Bununla birlikte spermatogenik
yetmezligin, erkek infertilitesinde énemli bir neden oldugu bilinmektedir (Cham ve ark.,
2021).

Kisspeptin sistemi, hipofiz gonadotropinlerini ve gonadal seks steroidinin iiretiminde
temel rol oynayan GnRH’mn salgilanmasi i¢in hipotalamik néronlarin yukarisindaki ana
pozitif modiilatérdiir (Meccariello ve ark., 2020). Kisspeptin ve reseptorii KISSIR, hem
hayvan modellerinde hem de insanlarda puberte baslangici, cinsiyet olgunlagmasi, lireme
ve cinsiyet-steroid geri bildirim mekanizmalarinin merkezi kontroliinde 6nemli rol oynar
(Meccariello ve ark., 2020). Kisspeptin/KISS1R sistemi, iireme sistemi tizerindeki
etkisinden dolay1 son yillarda oldukg¢a iizerinde durulan ve her gegen giin arastirmalarin

giderek artti@1 bir sistem olmustur. Kisspeptin sinyalizasyonu, pek cok tiirde Leydig
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hiicrelerinin fizyolojisi ve steroid biyosentezi, spermatogenezin ilerlemesi ve spermatozoa
fonksiyonlari ile ilgili islevlerinin bilinmesine karsin, insan testisindeki rolii rolii hala
bilinmemektedir (Meccariello ve ark., 2020). Biz de mevcut ¢alismamizda saglikli testis
dokular1 yamisira NOA tanist almis hastalara ait insan testis dokularinda
Kisspeptin/KISS1R proteinlerinin, somatik ve germ hiicrelerindeki varligini, ekspresyon
paternlerini ve olasi farkliliklar1 ortaya koyduk. Calismamizda, histopatolojik olarak tanisi
konulan, hipospermatogenez, maturasyon duraksamasi ve SCO patolojilerine sahip NOA

hastalarindan alinan insan testis dokular1 degerlendirilmistir.

2014 yilinda Hsu ve arkadaslarinin yasa bagli olarak farelerde yapmis g¢alismada,
interstisyumdaki Leydig hiicrelerinde Kisspeptinin giiclii sekilde eksprese edildigi fakat
KISS1R’nin Leydig hiicrelerinin sadece %12’sinde bulundugu ve KISS1R'nin ayrica
spermatid ve olgun spermatozoa gibi germ hiicreleri tarafindan da eksprese edildigini
gostermistir (Hsu ve ark., 2014). Wang ve arkadaslarinin 2015 yilinda yapmis olduklari
caligmada ise Kisspeptin ve reseptoriiniin ekspresyonu intertisyumdaki Leydig
hiicrelerinde yogun sekilde gosterilmistir (Wang ve ark., 2015). Bizim bulgularimizda da
insan testis dokularindaki Leydig hiicrelerinde gerek Kisspeptin gerekse KISS1R

ekspresyonu belirgin bir sekilde izlenmistir.

Calismamizda Kisspeptin ve reseptoriiniin kontrol grubundaki testis dokularinda yogun
ekspresyonuna karsin, maturasyon duraksamasi grubunda bazi hiicrelerde sitoplazmik
bazi hiicrelerde gerek sitoplazmik gerekse niiklear, SCO grubunda ise c¢ogunlukla
sitoplazmik boyanma paterni gosterdigi izlenmistir. Bulgularimiza gére NOA patolojisine
sahip hastalarin testis dokularinda, kontrol dokularina kiyasla Leydig hiicrelerinde izlenen
degisen eskpresyon paterni dikkat g¢ekici olmustur. Leydig hiicrelerinde Kisspeptin
ekspresyon seviyesinin patoloji siddeti arttikca (Johnsen skorun azalmasi) azalis
gostermesi, spermatogenezin devamu igin gerekli oldugu diisiindiirmesinin yan1 sira ayni
zamanda timor baskilayict bir gen olmasi testisteki eksikliginin fonksiyon bozuklugunu
tetiklemesi yoniindeki fikri de gliglendirmektedir.

Kisspeptin ve KISSIR insan spermatozoasinda tespit edilmis ve spermatozoanin
motilitesini, spermatozoanin ileri yonlii hareketini ve hiperaktivasyonu etkiledigi

raporlanmistir (Pinto ve ark., 2012). Kisspeptinin disilerde fallop tiiplerinde mevcut
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oldugunu gosteren caligmalar, Kisspeptinin kapasitasyon, akrozom reaksiyonu ve/veya
fertilizasyon siireclerine katilabilecegini diisiindiirmektedir (Hsu ve ark., 2014). Yapilan
caligmalarda agiklanamayan infertilite tanis1 konulan kadinlarda serum ve folikiiler
sividaki Kisspeptin seviyelerinin klinik gebelik oranlar1 ile dogrudan iligkisi oldugu
gosterilmistir (Rehman ve ark., 2020). Kadinlarda Kisspeptinin iireme sistemindeki
Oonemine iligkin caligma bulgularina karsin, erkek infertilitesindeki ¢alismalar oldukga
sinirlidir. Calismamizla birlikte Kisspeptin ve KISSIR proteinlerinin insan testis
dokularinda seminifer tiibiil i¢i ve interstisyel alandaki lokalizasyonu ilk defa
tanimlanmistir. Bununla birlikte, NOA patolojisine sahip hastalardaki ekspresyon ve

lokalizasyon paterni de ilk kez gosterilmistir.

Yetiskin erkek Macaca mulatta’da (maymun), KP-10’un periferik uygulamasi, GnRH
antagonisti ile 6n tedavi gormiis erkeklerde hCG ile indiiklenen testosteron seviyelerini
onemli dl¢tide giiclendirmistir (Irfan ve ark., 2014). Kisspeptinin testosteron seviyelerini
arttirmasi viicuttaki intratestikiiler roliinii diisiindiirmektedir. Ayn1 maymunlar {izerinde
yapilan diger bir calismada Kisspeptinin testosteron iiretiminde hicbir rolii olmadigini
ifade edilmistir (Tariq ve Shabab, 2017). Bunun yami sira Kisspeptin sinyalinin
spermatogenez veya steroidogenez ile ilgili temel bir islevi olmadigini belirleten
caligmalar da vardir (Mei ve ark., 2013). Literatiir bilgileri, Kisspeptinin tiirler arasinda
testis islevleri agisindan farkliliklar oldugunu belirtmektedir. Bu durum, biiyiik olasilikla
Kisspeptinin amino asit dizisinin organizasyonundaki farkliliklara ve farkli tiirler
arasindaki reseptorlerin 6zgiilliiklerine bagli olabilir. Bu nedenle, Kisspeptin ve KISS1R
sisteminin lokal testikiiler fonksiyonlari, her tiirde benzersiz intratestikiiler yerlesimler
gosterdigi icin fonksiyonlart bakimindan karigikliklara sahip olabilir (Samir ve ark.,
2018).

Biyobelirtecler, hastaligin tanisi, takibi, seyri ve tedavi gelistirme siirecinin
iyilestirilmesinde kritik rol oynar. Olgiilebilir biyolojik siiregler ve klinik sonuglar
arasindaki iliskiyi anlamak, tiim hastaliklar i¢in tedavi seceneklerini genisletmek ve
normal, saglikli fizyoloji anlayisimiz1 derinlestirmek icin hayati 6nem tagimaktadir. SCO
sendromu seminifer tiibiillerde sadece Sertoli hiicresinin bulunmasi olarak tanimlansa da

yine de bu sendroma sahip hastalarin tiibiillerinde germ hiicreleri ile nadir de olsa
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karsilagilabilir. Standart patoloji laboratuvarlarinda yapilan doku takiplerinde ve
tanimlanmasinda siklikla basvurulan hematoksilen eozin, PAS, Masson Trikrom
boyanmalari ile az sayida bulunan germ hiicreleri, Sertoli hiicrelerinden ¢ogu zaman ayirt
edilemez. Bulgularimizda SCO tanisi almis 3 hastanin seminifer tiibiiliinde bulunan nadir
gozlenen germ hiicrelerinin Kisspeptin ile isaretlenmesi, Kisspeptinin klinikte sadece
hormonal aksin indiikleyici olarak degil ayn1 zamanda biyobelirte¢ olarak da

kullanilabileceginin gostergesidir.

Calismamizda Ramasamy ve arkadaglarinin bulgularina benzer sekilde FSH steroid
hormon seviyelerindeki anlamli artist SCO grubunda gozlemledik (Ramasamy ve ark.,
2009). Fakat maturasyon duraksamasi grubunda FSH seviyesinde yiikselme olsa da

bulgumuz istatistiksel olarak anlamli degildi.

Kisspeptin ve KISSIR puberte baslangici, cinsiyet olgunlagsmasi gibi lireme sisteminin
gelisimi ve normal fonksiyonlarinin devami i¢in énemli bir fonksiyona sahip olmakla
birlikte tiirler arast1 gorev ve lokalizasyon farkliliklart gdstermesi caligsmalari
zorlagtirmaktadir. Bununla birlikte Kisspeptin ve KISS1R’nin testis gelisimi ve
steroidogeneze dogrudan dahil olup olmadigimi belirlemek i¢in daha fazla arastirma

gereklidir.
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6. SONUC ve ONERILER

Onemli bir infertilite nedeni olan NOA durumu her yasta erkekte goriilen, infertiliteye ve
testiste fonksiyon bozukluguna neden olabilecek, etiyolojisi tam olarak aydinlatilamamis
cok yonlii bir hastaliktir. Obstriiktif olmayan azoospermi etiyolojisinin saptanmasi ve
tedavi protokollerinin gelistirilmesi i¢in birgok ¢alisma yapilmaktadir. Bu ¢alismalar
genellikle insan materyali ile calismadaki zorluklardan dolayr deney hayvanlari
modellerinde yapilmaktadir. Kisspeptin ile ilgili olarak son yillarda olduk¢a dikkat ¢ekici
bulgular olmasina ragmen, Kisspeptin/KISS1R sinyal yolaklar1 ve mutasyon sonuglari

tam olarak aydinlatilamamuistir.

Calismamizla beraber Kisspeptin ve KISSIR proteinlerinin insan testis dokularindaki
lokalizasyonlar1 ilk defa tanimlanmis olup, bu proteinlerin NOA hastalarinda gerek
seminifer tiibiil icinde gerekse interstisyel alanda degisen ekspresyon diizeyleri yine ilk

defa tanimlanarak ortaya konulmustur.

Kisspeptinin, SCO sendromuna sahip hastalardaki nadir olarak gériilen germ hiicrelerinin
isaretlemesi, klinik durumun histopatolojik olarak teshisinde biyobelirteg olarak klinikte
kullanilabilecegini destekler niteliktedir. Daha ileri ¢aligmalar ile steroidogenez,
spermatogenez, akrozom reaksiyonu, kapasitasyon ve fertilizasyondaki olasi roliinii ve
Oneminin anlasilmasinin  yanmisira, bir tedavi segene@i olabilecegi ve/veya
fertilite/infertilite ile iliskili olarak bir biyobelirte¢ olarak kullanilip kullanilmayacagi

ortaya konulabilir.
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OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Adi GAMZE Uyrugu
Soyad1 ZENGIN Tel no
Dogum tarihi e-posta

Egitim Bilgileri
Mezun oldugu kurum Mezuniyet yihi
Lise Afyonkarahisar Kocatepe Anadolu Lisesi 2015
Lisans Afyon Kocatepe Universitesi Molekiiler Biyoloji 2019
ve Genetik
Yabanci Sinav tiiri Puam
Dilleri

Ingilizce YOK-DIL 60

Proje Deneyimi

Proje Ad1

Destekleyen kurum

Siire (Yil-Y1l)

Maternal sirkadiyen ritim degisikliginin
testisdeki DNA metilasyonunda
transgenerasyonel etkisi, arastirmaci

Akdeniz, BAP

2 yil (2020-2021)

Gebelik ve laktasyon siirecleri boyunca
sirkadiyen ritim degisikliginin
ovaryumda hicre proliferasyonu ve
apoptozu Gzerindeki etkilerinin
arastirilmasi, arastirmaci

Akdeniz, BAP

2 yil (2020-2021)

Gebelik ve laktasyon donemleri
boyunca maternal sirkadiyen ritim
degisikliginin, eriskin yavru erkek
sicanlardaki davranis, gonadal DNA
metilasyonu ve transkriptomu
Uzerindeki transgenerasyonel etkisi,

arastirmaci

TUBITAK, 1001

9 ay (2020-2021)

Kronik etanole maruz kalan sicanlarda
asetil-L-Karnitin uygulamasinin EEG
Uzerine etkileri, arastirmaci

Akdeniz, BAP

2022-devam
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Kronik etanole maruz kalan siganlarin
mide dokusunda oksidatif stres
endoplazmik retikulum stres ve
apopitozis Uzerine asetilLkarnitin
uygulamasinin etkileri

Akdeniz, BAP

2022-devam

Burslar-Odiiller:

TUBITAK 1001 Projesi Arastirmaci Bursiyer (2020 Kasim-2021 Temmuz).
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