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OZET

Sarikaya, M. (2024). Metabolik Sendromlu Siganlarin Testis Dokusunda Vitamin D’nin
Endoplazmik Retikulum Stresi Uzerine Etkisinin Arastirilmasi. Istanbul Universitesi
Saglk Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Yiiksek Lisans Tezi. Istanbul.

Kiiresel epidemi olarak bahsedilen metabolik sendrom (MetS), insiilin direnci, yliksek
kolesterol seviyesi ve hipertansiyon gibi birka¢ faktoriin bir arada bulunmasiyla
isimlendirilen multifakt6riyel bir durumdur. MetS’nin erkek iireme sistemi iizerine
olumuz etkilerini arastiran c¢alismalar da bulunmaktadir. MetS’nin etki yolaklarindan
birisi endoplazmik retikulum stresininin (ERS) tetiklenmesidir. ERS, yanlis katlanmis
ya da katlanmamig proteinlerin birikimi sonucu protein homeostazinin bozulmasiyla
meydana gelmektedir. ERS’ye cevap olarak PERK, IRE1 ve ATF6 genlerinin rol
oynadig1 katlanmamis protein yaniti (UPR) yolaklar1 aktiflesmektedir. UPR aktivasyonu
sonucu stresin agirhigma bagli olarak ya ERS ortadan kaldirilarak homeostaz
saglanmakta ya da apoptoz indiiklenmektedir. Diger yandan, yapilan caligmalarda D
vitamini (VitD) uygulamasimin MetS’nin olumsuz etkilerini diizeltici etki gosterdigi
saptanmistir.

Bu tez calismasinin amaci MetS modeli olusturulan sigcanlarin testis dokusunda
VitD’nin ERS iizerine etkisinin incelenmesidir. Calismada dort gruba ayrilan (Saglikls
kontrol grubu (SK), saghkli+VitD uygulanmis grup (SKD), MetS’li grup (MS) ve
MetS+VitD uygulanmis grup (MSD)) siganlar 15. hafta sonunda sakrifiye edildi. Testis
dokularindan total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi yapildi. PERK, IRE1l, ATF6,
ATF4, CHOP, GRP78, ERP57, CYP19A1 ve VDR genlerinin ekspresyon analizi
kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (QRT-PCR) yontemi ile yapildi.
Bilgimiz dahilinde, MetS olgularinda testis dokularinda gelisen ERS’nin infertilite ve
VitD iliskisini arastiran bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasindan elde edilen
bulgular, VitD’nin IRE1 yolag: iizerinden ERS’yi baskiladigi ve PERK ve CYP19A1
seviyesindeki degisimlerle testikiiler disfonksiyonu diizelttigi yoniindedir.

Sonuglar, MetS kaynakli erkek infertilitesinde VitD takviyesinin bir tedavi ya da
tedaviye ek olarak onemli bir katki saglayabilecegini One siirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Metabolik sendrom, endoplazmik retikulum stresi, erkek
infertilitesi, testis, D vitamini.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 39216).



ABSTRACT

Sarikaya, M. (2024). Research on the Effect of Vitamin D on Endoplasmic Reticulum
Stress in Testicular Tissue of Metabolic Syndrome Rats. Istanbul University, Institute of
Health Science, Department of Genetics. Master's Thesis. istanbul.

Metabolic syndrome (MetS), a global epidemic, is a multifactorial condition
characterised by a combination of several factors such as insulin resistance, high
cholesterol levels and hypertension. There are also studies investigating the adverse
effects of MetS on the male reproductive system. One of the pathways of MetS is the
induction of endoplasmic reticulum stress (ERS). ERS occurs when protein homeostasis
is disrupted by the accumulation of misfolded or unfolded proteins. In response to ERS,
unfolded protein response (UPR) pathways involving PERK, IRE1 and ATF6 genes are
activated. As a result of UPR activation, depending on the severity of stress, either ERS
is eliminated and homeostasis is maintained or apoptosis is induced. On the other hand,
studies have shown that vitamin D (VitD) administration has a corrective effect on the
negative effects of MetS.

The aim of this thesis study was to investigate the effect of VitD on ERS in testicular
tissue of rats with MetS model. The rats divided into four groups (healthy control group
(SK), healthy+VitD treated group (SKD), MetS group (MS) and MetS+VitD treated
group (MSD)) were sacrificed at the end of 15th week. Total RNA isolation and cDNA
synthesis were performed from testicular tissues. Expression analyses of PERK, IRE1,
ATF6, ATF4, CHOP, GRP78, ERP57, CYP19A1 and VDR genes were performed by
quantitative real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR). To the best of our
knowledge, there is no study investigating the relationship between ERS in testicular
tissues of MetS patients and infertility and VitD. The findings of this thesis suggest that
VitD suppresses ERS via the IRE1 pathway and improves testicular dysfunction through
changes in PERK and CYP19A1 levels.

The results suggest that VitD supplementation may make an important contribution as a
treatment or adjunct to treatment in MetS-induced male infertility.

Key Words: Metabolic syndrome, endoplasmic reticulum stress, male infertility, testis,
vitamin D.
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1. GIRIS VE AMAC

Canliligin temel yap1 birimi olan hiicrelerde farkli islevler icin 6zellesmis cesitli
organeller bulunmaktadir. Okaryotik hiicrelerde yer alan endoplazmik retikulum (ER),
cekirdek zari ile temas halinde ve sitoplazma igerisine yayilmis membran katmanlari
yapisinda olan bir organeldir. Yiizeyindeki ribozom varligina gore graniillii ER (GER)
ve diiz ylzlii ER (DER) olarak adlandirilmaktadir [1,2]. Farkli organellerle etkilesim
igerisinde olan ER’un, protein sentezi, katlanmasi ve hiicre i¢i kalsiyum homeostazinin

diizenlenmesi dahil ¢esitli islevleri bulunmaktadir [3,4,5].

Endoplazmik retikulum limeni katlanmakta olan, yanlis katlanmis ya da hiicre
icerisinde farkli lokalizasyonlara tasinmak {izere etiketlenmis gesitli proteinlerin
meydana getirdigi fizyolojik olarak belirlenen bir yiike sahiptir. Liimende yanlis
katlanmig/katlanmamis protein birikimi sonucunda ER limeninin fizyolojik yiik miktari
asildiginda katlanmamis protein yanitt (UPR) gelismektedir. UPR sonrasinda ER
homeastazi saglanamazsa endoplazmik retikulum stresi (ERS) olugmaktadir [4,6]. ERS
durumunda homeostazin diizenlenmesi icin ilgili mekanizmalar aktiflesmektedir. Bu
stireg, ERS’in ortadan kaldirilmasi ile hiicrenin yasamina devam etmesi ya da gerekli
adaptasyon saglanmadigr durumda apoptotik hiicre 6liim mekanizmasinin tetiklenmesi
seklinde sonuglanmaktadir [7,8]. UPR yolag: protein kinaz RNA benzeri ER kinaz
(PERK), inositol gerektiren kinaz 1 (IRE1) ve aktive edici transkripsiyon faktorii 6
(ATF6) sensorleri ile diizenlenmektedir. Normal kosullarda GRP78 (GRP78:BiP,
baglayan immiinoglobulin proteini) ile kompleks halinde bulunan bu sensorler ERS
varliginda GRP78’in ayrilmasi ile ER liimenine geger ve yolaklarin aktiflesmesini

saglarlar [8].

Etkin hale gelen UPR yolaklar1 ERS’nin seviyesine goére bazi fizyolojik ve
patolojik siiregleri etkilemektedir. ERS, diyabet, kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH),
norodejeneratif hastaliklar ve infertilite gibi gesitli durumlarla iliskilendirilmistir [9].
UPR sensorleri farkli biyolojik mekanizmalarda indiikleyici ya da baskilayici etkileri
sebebiyle ilgili hastaliklarin tanisinda ya da tedavisinde Onemli hedef proteinler

olmaktadir [4].

Metabolik sendrom (MetS), insiilin direnci, dislipidemi, hipertansiyon ve diger

baz1 klinik tablolarin bir arada goézlendigi durum olarak tanimlanmaktadir. MetS



olgularinda diinyada en yiiksek oOliim sebebi olan KVH’in goézlenmesi riski de
yiikselmektedir [10-12]. Tirkiye’de 1990 yilinda baslanan ve iilkenin genelinin dahil
edildigi Tiirk Eriskinlerinde Kalp Hastaligi ve Risk Faktorleri (TEKHARF) caligsmasi
kapsaminda 2015 yili itibariyle iilkemizde 9.2 milyon kiside MetS gozlendigi ve

koroner arter hastalarinin %53 {iniin MetS grubunda yer aldig1 saptanmistir [13].

Diyabet [14], obezite [14], ateroskleroz [7], hipertansiyon [7] gibi ¢esitli MetS
bilesenlerinin patofizyolojik mekanizmalari ERS ile iliskilendirilmistir. Cesitli
hastaliklarda farklit UPR sensor yolaklarmin aktif oldugu ve bu yolaklar iizerinde

yapilan diizenlemelerle ilgili hastaligin gelisimindeki etkisi gosterilmistir.

Infertilite, 12 aydan wuzun siirede gebelik elde edilememesi olarak
tanimlanmaktadir ve diinya genelinde 48 milyon ciftte gozlenmektedir [15]. Bu ciftlerin
yaklagik %30’unun erkek infertilitesi kaynakli oldugu saptanmustir [16,17]. Erkek
infertilitesi tanisinda klinik muayane ve hormon seviyelerinin yanisira Semen
parametrelerinin degerlendirilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. Semen analizinde semen
hacmi, sperm hareketliligi, morfolojisi ve sayist gibi parametreler incelenmektedir [18].
Tim degerlendirmelere ragmen, erkek infertilitesinin biiyiik bir boliimiiniin nedeni
aciklanmadan kalmaktadir. Diger yandan, olgularin yaklasik %15’inde genetik
etiyolojinin yer aldig1 saptanmistir [16,19,20].

Erkek {iremenin yapisal bir bileseni olan testisler steroid androjen hormonlarin
ve sperm dretiminin yer aldigi gonadlardir. Cok sayida seminifer tiibiillerin olusturdugu
lobiiler yapidaki testislerde esey hiicrelerinin yanisira spermatogenez siirecinde énem
tasiyan Leydig ve Sertoli hiicreleri de yer almaktadir [21,22,23]. Seminifer tiibiillerde
yer alan spermatogenez, spermatogonial kok hiicrelerden olgun spermlerin
(spermatozoa) olusum siirecidir. Gilinde yaklasik 275 milyona kadar sperm
tiretilebilirken bu siire¢ 74 giinli bulmaktadir [17,22]. Spermatogenez, birbirini takip
eden ii¢ asamada gerceklesmektedir. Ik asama spermatogonia olusmasidir. Bu hiicreler
cogalip kendini yenileme siirecinden sonra spermatositlere farklilagirlar. Tkinci asamada
primer ve sekonder spermatositler mayoz gecirdikten sonra haploid spermatidleri
meydana getirirler. Son asamada ise spermatidlerin olgun sperm hiicrelerine
dontigiimiiniin yer aldig1 spermiogenez siirecidir. Bu ii¢ asama ¢ogalma evresi, mayotik

evre ve olgunlagma evresine karsilik gelmektedir [22].



Cesitli toksik ajanlara maruziyet, asir1 1s1, diyet veya diyabet gibi ¢esitli
durumlarin sonucunda testislerde spermatogenezi etkileyecek olumsuz degisimler
olabilmektedir. Bu degisimlerin tetikledigi mekanizmalarin bir bolimii ERS ile
iliskilendirilmistir [24-27]. ERS varliginda aktiflesen UPR yolaklari, spermatogenez
stireci ya da testosteron gibi hormonlarin iiretiminde degisiklige neden olarak sperm
sayisi, hareketi veya morfolojisinde olumsuz etkiye neden olabilmektedir. Bunun yani
sira UPR mekanizmasindaki 6nemli bir saperon olan GRP78 ve UPR sensorlerinden biri

olan ATF6’nin pozitif etkileri gosterilmistir [28,29].

Vitamin D (VitD), giines 15181 ile dogrudan ya da besinler araciligiyla viicuda
alinan ve bir ¢ok 6nemli islevi bulunan bir vitamindir [30,31,32]. Pasif halde viicuda
alman VitD ilk olarak karacigerde sonrasinda bobrekte gecirdigi enzimatik siirecler
sonucunda etkin hale gelmektedir [31]. Etkin hali 1,25(0OH)2D olan VitD, VitD
reseptoriine (VDR) baglanarak c¢esitli yolaklarin diizenlenmesinde rol almaktadir

[32,33].

VitD’nin etkisi arastirildiginda, MetS’da gozlenen insiilin direnci, hipertansiyon
ve trigliserid seviyeleri iizerine ve romatoid artrit gibi gesitli hastaliklarda diizeltici
etkileri gosterilmistir [30,34,35]. Yakin zamanda, VitD’nin infertilite ile iliskisi
arastirilmaya baslanmistir. Testiste VDR ve VitD metabolize edici enzimlerin varlig ve
degisken ekspresyon seviyelerinin gozlenmesi VitD’nin erkek fertilitesindeki roliini
isaret etmektedir. Sperm hareketi, kapasitasyonu ve akrozom reaksiyonu iizerine

olumlu etkileri gosterilmistir [33,35].

Bu tez calismasinin amaci testis dokusunda MetS ile tetiklenen ERS iizerine
VitD’nin etkisinin incelenmesidir. ileri vadede sonuglarin erkek infertilitesi ile
iliskisinin daha kapsamli olarak arastirilmasi hedeflenmektedir. Bilgimiz dahilinde
literatiirde bu yoOnde bir calisgma bulunmamaktadir. Elde edilen sonuglarin  MetS
olgular1 ve erkek infertilitesinde hasta yonetimi agisindan bilgi verici olacagin

diistinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. ENDOPLAZMIiK RETIKULUM

Okaryotik hiicrelerde farkl1 hiicresel islevler i¢in 6zellesmis olan membranla
cevrili kompartmanlar hiicre organeli olarak isimlendirilmektedir. Bu kompartmanlar,
hiicre sitozoliinden ayrilmis, yapisi ve igerigi agisindan islevine gore Ozellesmistir.
Hayvan hiicrelerinde toplam mebran ylizeyinin yaklagik %50°sini teskil eden
endoplazmik retikulum (ER), temel olarak protein katlanmasi ve post-translasyonel

modifikasyonlar, Ca*? homeostazi ve lipid sentezinden sorumlu olan bir organeldir.

2.1.1. ER Yapis1

ER, graniilli ER (GER) ve diiz yiizli ER (DER) olarak yapisal ve
fonksiyonel olarak ikiye ayrilmaktadir. GER’un membranlarinda sitozole bakan
yiizeylerinde ribozomlar olmasi nedeni ile graniillii olarak isimlendirilmistir (Sekil 1).
GER ve DER iki ayr1 organel kompartmani olarak goriinse de aslinda ayn1 organelin alt-
kompartmanlaridir (Sekil 2). Alternatif olarak, membran yapisina dayanarak yapilan
siiflandirmada olarak {i¢ bolime ayrilmistir. Birinci boliim igerisinde incelenen
niikleer ¢evre, ¢ekirdek zar1 ve periferik ER ile ortak liimene sahiptir. Buradaki ¢ift zar
yapist molekiillerin ¢ekirdege giris ¢ikisinda kontrolii saglamaktadir. Diger boliimler ise
tabaka benzeri sisternalar ve poligonal tiibiiller olarak ikiye siniflanan periferik ER’dur.
ER’nin tiibiilleri ve sisternalar1 arasinda kalan kisim liimen veya sisternal bosluk olarak
adlandirilmaktadir. Protein iiretiminde 6zellesen hiicrelerde GER daha genis bir alanm
kaplarken lipid ve steroid hormon iiretimi yapan hiicrelerde DER daha yogun olarak yer
almaktadir [1, 2]. ER’de gerceklesen protein sentezi, tasinimi gibi yolaklar sonucu ER
liimen ortami, hiicre zarindan gecen proteinlerin varligiyla karsilastirildiginda hiicre dist

matriks ile birbirine benzemektedir [36, 37].



GER, niikleusa bitisik konumlanmistir ve dis niikleer zarin bir devami
seklindedir. Niikleusa yakin konumu, protein sentezi ve katlanmasinda bir sorun
oldugunda niikleusa sinyal iletiminin hizli gergeklesmesi acgisindan Onemlidir. GER,
Golgi kompleksi ile hem islevsel hem de konum olarak yakin iliski igerisindedir. ER,
mitokondri, endozom, lizozom, ve hiicre zar1 gibi diger organellerle de etkilesim

igerisindedir [3].

inner nu(\:lcar membrane ER membrane

nucleus outer nuclear membrane
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Sekil 1: (A) Yogun salgi gerceklestiren pankreatik hiicrelerde GER membrani ve
bagli ribozomlarin yer aldigi elektron mikroskobi goriintiisi. —Sol iist
boliimde niikleus ve niikleer memranlar izlenebilmektedir. (B) ER
membranina bagli poliribozomlarin elektron mikrografisi (Kaynak 38’den
alinmustir).



Sekil 2: (A) Insan testisinde testosteron hormon salgilayan Leyding hiicrelerindeki
DER vyapilariin elektron mikroskobi goriintiisii. (B) Karaciger hiicrelerinde
DER ve GER’in ii¢ boyutlu yeniden yapilandirilimasi (Kaynak 38’den
alimmustir).

DER, GER’den daha tiibiiler bir yapiya sahiptir ve ER’un birbirleri ile
etkilesimde olan sitoplazma igerisine hemen hemen esit oranda yayilmig bir sistemini
olusturmaktadirlar. ER’nin yapisinda tiibiillerin veya katmanlarin yogunlugu hiicrenin
tipine ve fonksiyonuna gore farklilik gostermektedirler. ER’nin aktif yapisinda
tibiillerin ~ biiylik bir 6nemi vardir. Tiibiiller biiyliyebilir veya yeniden
diizenlenebilmektedir. Ayri tiibiiller birbirlerine {i¢-yollu kesisme noktalarindan
baglanir ve hiicre periferine yayilmis bir halde konumlanirlar. Ug-yollu kesisme

noktalarinin olusumu i¢in bazi retikulonlar, atlastinler ve proteinler 6nemli ve

gereklidirler [1,2].

Hiicrenin iglevine bagl olarak farkli uyaranlarin oldugu durumlarda veya farkl
hiicre hatlarinda ER morfolojisinde dinamik degisimler gergeklesmektedir. Bu durum
ER yeniden modellenmesi olarak isimlendirilmektedir. ER’nin yeniden modellenmesi
cesitli integral membran proteinleri ve diger organellerle ve hiicre iskeleti ile
etkilesimiyle diizenlenmektedir [1,2]. ER’nin yapist ve yeniden modellenmesi Sekil 3’te

gosterilmistir.
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Sekil 3: ER’nin yapisi ve yeniden modellenmesi, /1] numarali kaynaktan
Tiirkgeye ¢evrilmistir.

2.1.2. ER islevleri

Kompleks bir organel olan ER, kalsiyum (Ca*?) depolanmasi, hiicre i¢i Ca*?
homeostazi, kolesterol dahil lipidlerin sentezi, proteinlerin sentezi, katlanmasi, post-
translasyonel modifikasyonlari, kalite kontrolii ve yikimini igeren ve hiicrenin yasamini
stirdiirebilmesi i¢in oldukc¢a 6nemli ¢ok sayida gorevi olan bir organeldir [4,5]. GER’da
genellikle protein sentezi ve katlanmasi ger¢eklesirken DER’da lipid biyogenezi,

kalsiyum homeostazi gibi islevler gerceklesmektedir.

2.1.2.1. DER’de gerceklesen islevler

Lipid Biyogenezi: ER membran iiretimi, yag birikimi lipid dropletleri ve vesikiil
olusumunda 6nemli rol oynamaktadir. Lipid biyogenezi ER-Golgi ara bolgesi (“ER-
Golgi intermediate compartment”, ERGIC) olarak bilinen ve tiibiillerin ve vezikiillerin
bulundugu endomembran kisimda meydana gelmektedir. ER’nin Golgi aygitina bagl

olan bolgesine transfer edilen proteinler ve fosfolipidler biyokimyasal olarak modifiye



edilir ve ERGIC’da mobilize edilir. Sonrasinda salgi vezikiilleriyle veya organel
etkilesimleriyle hiicre igerisinde ilgili bolgeye tasinir. Ayni zamanda, hiicresel lipid
konsantrasyonundaki degisiklik durumuna uygun olarak ER membran yapisinda da aktif
bir degisim olmaktadir. ER membraninda lipid sentezinde yer alan enzimler Oncii
molekiilleri (prekiirsorler) iiretmektedir. Oncii molekiiller takiben yapisal lipidlere,
sterollere, steroid hormonlarina, safra asitlerine, dolikollere, prenil dondrlerine ve hiicre
metabolizmasi i¢in temel islevlere sahip sayisiz izoprenoid tiiriine doniistiiriilmektedir
[2,4]. ER membrani, mitokondri ve peroksizom membran lipidlerinin g¢ogunun

sentezlenmesinde rol alarak bu organellere 6nemli katkida bulunur.

Detoksifikasyon: DER, bir grup organik kimyasalin, viicuttan atilimi zor ve
birikimi sonucu toksik etkiye sebep olan fenobartibal gibi ilag etkenlerinin daha giivenli
olan suda coziilebilir iiriinlere gevirilmesinde rol oynayarak detoksifikasyon siirecine
onemli katki saglar. Ozellikle karaciger spesifik hiicresi hepatositlerde bol miktarda
DER bulunur ve bazi etkenlerin viicutta miktar1 arttiginda hem detoksifikasyon

enzimleri hem de DER’in biiytikligii geri dontisiimlii olarak artar [38].

Kalsiyum homeostazi: Kalsiyum, ikincil mesajci olarak genis etki alani olan bir
sinyal molekdliidir. Gen ekspresyonu, proteinlerin islevi ve hiicre i¢i lokalizasyonu,
hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, metabolizma ve apoptoz siire¢lerinde rol
almaktadir. Islerin bir boliimii Ca*? bagimli olan ER ayni zamanda Ca*? depolanmasi
i¢cin temel organelidir. ER zarinda ER ve hiicre i¢ci Ca*? homeostazini diizenleyen ¢esitli
mekanizmalar vardir. ER zarinda sitozolden liimene Ca*? tasinmasinda yer alan
adenozin trifosfata (ATP) bagimli Ca*? pompalari, ER liimeninde serbest kalsiyumu
ayiran Ca*? baglayic1 saperonlar ve kalsiyumun sitozole diizenli salinimi icin ER
membran kanallar1 bunlardan bazilaridir. Ca*? salmminda fosfolipaz C’nin (PLC)
uyarilmasiyla inositol 1,4,5-trifosfat (IP3) reseptoriine (IP3R) baglanir. Ca*? salinimi
ile hiicre i¢i Ca*? seviyelerinde artis gerceklesir. Kalsiyumun ER’den sitoplazmaya
sizmast durumunda ise sarkoendoplazmik retikiler Ca*?> ATPaz’lar (SERCA'lar)

araciligiyla ER’ye geri pompalanir [2,4].



2.1.2.2. GER’de gerceklesen islevler

Protein sentezi ve islenmesi: Endoplazmik retikulumun temel, en Onemli
islevlerinden bir digeri ise protein sentezidir ve tiim proteinlerin yaklasik %30’u ER’ye
hedeflenerek yonlendirilmektedir. Hiicre disarisina salgilanan ve transmembran
proteinlerin ve ek olarak baz sitozolik proteinlerin sentezi, katlanmasi, modifikasyonu,

kalite kontrolii ve yikimi1 gerceklesmektedir.

Ribozomlarda gerceklesen protein sentezinde mesajct RNA’nin (MRNA) glii
kodlar1 polipeptid zinciri haline ¢evrilmektedir. Hiicre igerisinde kullanilacak olan
proteinlerin sentezi serbest ribozomlarda gergeklestikten sonra gidecekleri yere
yonlendirilmektedir. Hiicre disina salgilanan proteinler ve transmembran proteinlerin
sentezi ise GER membranina bagli ribozomlarda gerceklesmektedir. ER’da
sentezlenecek olan polipeptidlerin basinda ER sinyal dizisi bulunmaktadir. Bu dizi
ribozomlar1 ER’a ydnlendirir ve sinyal dizisi sinyal tanima partikiilii (SRP) tarafindan
taninarak “SRP:yeni sentezlenen aminoasit zinciri:ribozom:mRNA” kompleksi olusur.
Bu kompleks SRP reseptoriine baglandiktan sonra sentezlenen polipeptidler ER
membraninda bulunan transmembran protein (translokon) araciligi ile ER liimenine
dogru uzarlar. ER liimeninde, saperonlarin ve diger molekiillerin  araciligi ile
proteinlerin katlanmas1 ve translasyon sonrasi modifikasyonlar1 gergeklesir. Bu
modifikasyonlar, ek gruplarin eklenmesi, N-glikozilasyon, lipid konjugatlarinin veya
prolinlerin izomerizasyonunu ve disiilfit baglarinin eklenmesini igermektedir. Bu
mekanizmanin diizgiin ger¢eklesmesi sonucunda proteinler dogru sekilde Kkatlanarak
islevsel yapilarini kazanmaktadirlar. ER’de proteinlerin katlanma siireci siki bir denetim
altindadir ve yanlis katlanmis proteinlerin diizeltilmesi veya diizeltilmesi miimkiin
degilse hiicre tarafindan yikilmasini saglamak amaciyla oldukga siki diizenlenmis kalite

kontrol sistemleri bulunmaktadir [2,4].

2.2. ENDOPLAZMIiK RETIKULUM STRESI

Baz1 fizyolojik ve patolojik faktorler, ER’un fizyolojik olarak belirlenen

yukiiniin agilmasini veya homeostazinin bozulmasina neden olmaktadir. Farkli kanser



tiirleri, yaslanmayla iliskili hastaliklar (tip 2 diyabet, KVH gibi), norodejeneratif
hastaliklar, obezite, besin ve oksijen eksikliginden mikrogevrede olusan stres, eksojen
molekiillere (“tunicamycin”, “thapsigargin”, ve “cyclopiazonic acid” gibi ER
stresOrlerine ve “tauroursodeoxycholic acid” gibi ER homeostazi arttiricilarina) maruz
kalma, viicut sicakligi degisikligi ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) etkisi gibi
durumlar sonucunda kalsiyum dengesi zarar gormekte veya ER liimeninde yanlis
katlanmis/katlanmamis protein birikimi meydana gelmektedir. ER homeostazisinin

bozulmas1 durumu endoplazmik retikulum stresi olarak tanimlanmaktadir [4,6].

Protein sentez siirecinde birincil yapidaki proteinlerin fonksiyonel formunu
aldig1 son asama sentezlenen primer proteinin ER liimenine gecisi ile baslamaktadir. Bu
asamada ER kalite kontrol (“ERQC”) mekanizmasi aktif olmaktadir. ERQC
yolaklarinda ¢esitli saperonlar, katlama enzimleri ve yikim faktorleri rol almaktadir. ER
liimenine gegis yapan proteinler katlanarak islevsel yapiya ulasir ve kontrollii bir sekilde
Golgi’ye taginimi saglanir. Yanls katlanan veya katlanmayan proteinler ise ER-iliskili

yikim (ERAD) sistemi ile veya lizozomal yikim ile degrede olmaktadir [39].

Yanlis katlanan/katlanmayan proteinlerin birikimi sonucu ERS meydana
gelmektedir. ERS’nin ii¢ asamasi bulunmaktadir: alarm, adaptasyon ve hiicre oliimii.
Alarm evresinde, hiicre i¢i protein dengesinin (proteostaz) bozulmasi sonucunda
koruyucu mekanizmalar aktiflesmektedir. Katlanmamis proteinlerin birikmesi sebebiyle
yeni protein sentezleri engellenir, saperon genlerinin transkripsiyonu arttirilir ve yanlis
katlanmis proteinlerin proteazomal yikim ile tasinmasi ve uzaklastirilmasini saglayan
ERAD sistemi indiiklenir. ERAD sisteminde aktiflesen yolaklar katlanmamis protein
yaniti olarak adlandirilmaktadir. Bu siiregteki UPR’deki sensor proteinler, katlanmamis
protein/saperon sisteminin dengelenmesinde rol oynamaktadir. Alarm evresinde PERK,
IRE1 ve ATF6 protein yolaklarindan olusan UPR, ERAD sistemindeki genlerin

regililasyonunu diizenlemektedir.

ERS’nin ikinci asamasinda ise adaptasyon siireci gerceklesmektedir. ER
homeostazin1 diizenlemek i¢in UPR’deki ii¢ yolak da aktiflesir. PERK-ATF4, IRE1-
islenmis X-box baglayict protein 1 (XBP1s) yolaklari iizerinden transkripsiyon
faktorleri aktive edilir ve cesitli saperon genlerinin ekspresyonlarinda artis olacak
sekilde diizenleme olur. Genlerin aktiflesmesi ile ER’nin protein katlama kapasitesi

arttirilmaktadir.



Adaptasyonun saglanamadig1 durumlarda ise son asama yikim siirecidir. UPR,
ER homeostazin1 dengelemek icin aktiflestigi halde uzun siireli ve siddetli ERS
durumunda, UPR bagimli ya da bagimsiz sekilde hiicre 6liimii gerceklesmektedir. ATF6
ve PERK yolaklar1 sonucu aktiflesen CHOP (CAAT/enhancer-baglayici protein) aracili
apoptoz ya da IRE1 aktivasyonu sonucu kaspaz enzimleri ve Jun N-terminal kinaz

(JNK) yolagi ile apoptoz meydana gelmektedir [7,8].

2.2.1. Katlanmams Protein Yaniti

Katlanmamis protein yaniti1 temel olarak {i¢ farkli sinyal yolag: tarafindan
diizenlenmektedir. Bu ii¢ sinyal yolaginin baslangi¢ molekiilleri PERK, IRE1 ve ATF6
proteinleridir. Bu proteinler, normal kosullarda, saperon olarak gorev yapan GRP78 ile
inaktif formda bulunmaktadir. ERS durumunda GRP7S8, proteinlerin katlanmasina
yardimci olmak i¢in ER limenine gonderildiginde PERK, IRE1 ve ATF6 aktif forma
gecer ve UPR yolaklar etkinlesir [8].

Bu ¢ yolagin protein sensorleri aynt zamanda mikroRNA (miRNA), uzun
kodlamayan RNA (IncRNA) gibi kodlamayan RNA’lar tarafindan da diizenlenmektedir.
IRE1 i¢in belirli sayida miRNA’nin, ATF6 ve PERK i¢in birer miRNA’nin rolii
gosterilmistir. Bu etkilesim mekanizmasi ¢ift yonlii olarak gelismektedir ve hiicre

stresine gore seviyeleri degismektedir [4].

2.2.1.1. IRE1 Yolag

IRE1 hem kinaz hem de endoriboniikleaz aktivitesi gosteren bolgesi
bulunan bir ER transmembran proteinidir. Cesitli proteinlerle etkilesimi vardir.
Proteinlerin birbiriyle olan etkilesimleri, 11 farklt molekiiler interaksiyon veri
tabanlarmi bir arada sunan IntAct platformunda, ilgili proteinin baglantili oldugu
proteinler tiirlere gore gruplandirilarak da gosterilmistir [40] (Sekil 4). IRE1’in ERN1

(ER’dan niikluesa sinyalleme yapan 1) ve ERN2 genleri tarafindan kodlanan o ve 3
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olmak tizere iki paralogu bulunur. GRP78’in IRE1’den ayrilmasiyla IRE1 oligomer
forma gecer ve transotofosforillenerek aktive olur. Bu fosforilasyon ayni zamanda
timor nekroz faktor reseptorii (TRAF2) ve JNK yolak sinyalinin baglatilmasi igin
gereklidir. Kinaz bolgesi aktive olan IRE1, temel 16sin fermuar (bZIP) transkripsiyon
faktorii olan X-box baglayici protein 1 (XBP1l) mRNA’sim1 26 niikleotid farkla
kirpilmasini saglar ve islenmis XBP1 mRNA’sinin translasyonu gerceklesir. Sonrasinda
transkripsiyon  faktorii olarak XBP1s, ER saperonlariin, ERAD yolagindaki
katlanmaya yardimci olan enzim komponentlerinin ve yanlis katlanmig proteinlerin
yikiminda rol alan genlerin transkripsiyonunu indiikler. XBP1s ayni zamanda lipid
biyosentezi, glukoz metabolizmasi, insiilin sinyali, redox metabolizmasi, DNA tamiri
gibi ¢esitli metabolik yolaklarin diizenlenmesine katilir ve hiicrenin yasamu,
farklilagsmas1 ve gelisiminde rol oynar. Ayrica 0karyotlarda korunmus bir mekanizma
olan diizenlenmis IRE1 bagimli yikim (RIDD) ile IRE1, RNaz aktivitesiyle korunmus
sekans (CUGCAQG) igeren diger transkriptleri keser ve hiicresel ekzoriboniikleazlarla

yikima ugramalarini saglar. RIDD ve XBP1s ER homeostazini1 dengeler [4,7,8,41].

Mesocricetus Chemical
auraius synthesis
(Golgen Chemical
hamster synthesis

e o

\ HOMo sapigns
\ J

Mus musculus

Sekil 4: ERN1 molekiiler etkilesimleri (IntAct, https://www.ebi.ac.uk/intact/home)



2.2.1.2. PERK Yolag

RNA bagiml protein kinaz (PKR), genel kontrol baskilanamayan 2 kinaz
(GCN2) ve heme diizenlenmis elF2a kinaz (HRI) benzeri olan PERK, 0&karyotik
translasyon baslangi¢ faktorii 2a (elF2a) kinaz alt ailesinin bir iiyesi olan serin/treoinin
kinazdir. IntAct tarama sonucunda elde edilen yolak haritas1 Sekil 5’te gosterilmistir.
Grp78’in ayrilmastyla PERK transotofosforillasyonla homodimerize olur ve aktif hale
gecer. Sonrasinda aktif PERK ii¢ alt iiniteden olusan (a, B, ve y) Okaryotik baglama
faktorii 2°nin (elF2) elF2a birimini fosforiller. elF2a’nin fosforillenmesiyle dkaryotik
translasyon baslangi¢ faktorii 2B’nin (elF2B) aktivitesi inhibe edilir. Bunun sonucunda
baz1 ilgili proteinlerin translasyonu hari¢ genel translasyon azaltilacak sekilde
diizenlenir (“down” regiile) ve ilgili bazi proteinlerin ise miktari atar. Miktar1 artan
proteinlerden biri aktive edici transkripsiyon faktorii 4 (ATF4) proteinidir. ATF4,
CHOP; GADDI153 promotoruna baglanir ve ekspresyonunu artirir. ATF4 ve CHOP,
UPR i¢in gerekli genlerin ekspresyonunu indiiklese de bu genlerin artmis ekspresyonu
ATP eksigi, oksidatif stres ve hiicre 6liimiiyle sonuglanabilir. Ek olarak, ATF4, GRP78
ve glukozla diizenlenen protein 94 (GRP94) gibi genlerin de ekspresyonunu da arttirir.
elF2a’nin fosforillenmesiyle bilylime durmast ve DNA hasari indiiklenebilir 34
(GADD34) ekspresyonunun pozitif yonde regiilasyonu gergeklesir. Kalsiyum baglayici
saperon kalneksin, kalretikiilin (CRT) ve protein disiilfid izomeraz (PDI) ve sarco
(endo) plazmik retikulum Ca*? ATPaz 2a (SERCA2a) gibi protein katlama enzimlerinin
de ekspresyonu artar [4,7,8,41].
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Sekil 5: EIF2AK3 molekiiler etkilesimleri (IntAct, https://www.ebi.ac.uk/intact/home)

by Al

2.2.1.3. ATF6 Yolag

Ucgiincii yolak olan ATF6 (ATF6p90) 16sin fermuar protein ailesinin bir
iiyesidir. iki izoformu vardir ve bunlardan ilki ATFa; ATF6A tarafindan kodlanir, digeri
ise daha az transkripsiyonel aktivitesi olan ATF(; ATF6B tarafindan kodlanir. IntAct
platformunda yapilan tarama sonucunda elde edilen yolak haritasi Sekil 6°da
gosterilmistir. ERS durumunda Grp78’in  ATF6’dan ayrilmasindan sonra ATF6
transkripsiyon sonrasit modifikasyona ugrar. Golgi aygitina gonderilen ATF6’nin site-1
proteaz (S1P) ve site-2 proteaz (S2P) tarafindan kirpilmasi sonucunda ATF6p50 olusur.
ATF6p50 niikleusa gider ve diger siklik AMP diizenleyici element baglayici protein
(CREB), cAMP diizenleyici element baglayici protein 3 benzeri 3 (CREB3L3) gibi



15

diger bZIP’lerle ve ¢esitli transkripsiyon faktorleriyle etkilesim kurarak ilgili genlerin
ekspresyonunu arttirir. Aynm1  zamanda XBP1 ve CHOP’un ekspresyonunu
indiikleyebilir. ATF6p50 ve XBP1s benzer sekilde etki gosterir buna ek olarak ERS
durumunda hiicrenin salgilama kapasitesini arttirilmasi i¢in ER ve Golgi aygitinin

biyogenezini de desteklerler [4,7,8,41].

Yersinia pests

s MUSOURss

Sekil 6: ATF6 molekiiler etkilesimleri (IntAct, https://www.ebi.ac.uk/intact/home)

2.2.2. ERS Aracih Hiicre Oliimii

Ortadan  kaldirilamayan, siddetli ERS durumunda hiicre 6limii

tetiklenmektedir ve homeostazi diizenlemek amagl indiiklenen UPR yolaklar1 bu sefer



hiicre oliimiinde rol alabilmektedirler. Apoptoz, nekroz, otofaji ve ferroptoz olmak

tizere ¢esitli hiicre 6liim tipleri bulunmaktadir [4,42].

Programlanmis hiicre oliimiinde iki 6nemli yolak bulunmaktadir. Ilk olarak
digsal apoptoz yolagi, proteaz ailesinden olan kaspazlarin hiicre yiizeyindeki 6lim
reseptorleri tarafindan aktive edilmesiyle hiicre disinda baslamaktadir. i¢sel apoptoz
yolag1 proapoptotik proteinler tarafindan mitokondriden salinan sitokrom c tarafindan
aktive edilmesiyle hiicre i¢inde meydana gelmektedir. Siddetli ERS her iki yolagin da
aktive edilmesine sebep olabilmektedir. ERS kaynakli apoptozda p53 apoptozun yukari
regiile edilmis modiilatoric (PUMA), phorbol-12-miristat-13-asetat ile indiiklenen
protein 1 (NOXA), BH3 etkilesimli-domain 6liim agonisti (BID) ve BCL2 apoptoz
diizenleyicisi (Bcl-2) benzeri protein 11 (BIM) dahil olmak fizere proapoptotik
proteinler (“BH3-only”) ailesi merkezi molekiillerdir. Siddetli ERS durumunda PERK
reseptoriiniin ilerleyen sinyal yolaginda bulunan ATF4 transkripsiyon faktorii olan
CHOP ile dogrudan etkilesir. CHOP, BIM, PUMA proapoptotik proteinlerin
transkripsiyonunu aktive etmekte ve tiimor nekroz faktorii a (TNF) reseptor siiper aile
tiyeleri TRAIL-R1/DR4 ve TRAIL-R2/DR5 proapoptotik genlerin ekspresyonunu
arttirmaktadir. Ayn1 zamanda MCL1 apoptoz diizenleyicisi (MCL-1) gibi antiapoptotik
proteinlerin transkripsiyonunu baskilamaktadir. IRE1 ise dogrudan TRAF2 ile
etkileserek farkli apoptotik yolaklar1 aktive etmektedir. Ayrica IRE1, RIDD
aktivitesiyle de apoptoza katki saglamaktadir. Bunlara ek olarak ERS sonucunda olusan
apoptozda, miRNA’larin da etkin olduklarin1 gosteren ¢alismalar bulunmaktadir. Hatta
hiicre dist matriks kaynakli hiyaliironidaz etkisiyle gerceklesen diger yolaklarin
aktivitesi de gosterilmistir [4,41].

Hiicrelerin lizozom aktivitesiyle kendi kendini yok etmesi otofaji olarak
adlandirilmaktadir. Besin eksikligi durumunda meydana gelen otofaji, otofagozomlarla
amino asitler, lipidler, karbonhidratlar gibi birikmis makromolekiillerin yok edilmesini
saglamaktadir. Otofaji, hiicresel proteostazin ve enerji seviyesinin diizenlenmesinde
bununla birlikte hiicresel strese karsi verilen tepkide biiyilk 6nemi vardir [43]. Bu
stirecte otofagozom formunun olusumunu saglayan unc-51 benzeri otofaji aktive edici
kinaz 1 (ULK1) interaksiyonunun gergeklesmesi i¢in IRE1a aracili TRAF2 ve apoptotik
sinyal diizenleyici kinaz 1 (ASK1) sinyal yolag: aktive gostermektedir. PERK ise ATF4

ile vezikiil uzamasini indiikleyerek otofajiyi etkilemektedir [4]. Bunlara ek olarak,
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ER’nin yeniden modellenmesinde etkili olan ER-fajilerin reseptdrlerinin
otofagozomlarla etkileserek otofajiye yardimci oldugunu gosteren calismalar

bulunmaktadir [43].

Programli gergeklesmeyen yani apoptotik olmayan patolojik bir siireci gdsteren
hiicresel o6lim ¢esidi ise nekroz olarak adlandirilmaktadir. Nekroz ve ERS’nin
indiiklendigi in vivo fare modelinde yapilan bir c¢alismada nekroptotik
mikroglialarin/makrofajlarin  ER’sinde nekrozda aktive olan reseptdr etkilesimli
serin/treonin kinaz 3 (RIPK3) ve psodokinaz gibi karigik soy kinaz alani (MLKL)

bulunmasi ERS ile nekroz arasinda iligki oldugu diisiincesini olusturmaktadir [4].

Diger hiicresel oliim c¢esidi ise hiicresel ROS birikimi sonucu olusan ve demir
bagiml ferroptozdur. Ferroptoz siirecinde olusan ROS tarafindan indiiklenen ERS,
ferroptoz indiikleyicilerin UPR yolaklarindan PERK sinyalizasyonuna sebep olmasi ve
ferroptoz agonistlerinin ATF4-CHOP yolunu aktive edebilmesi ile ferroptoz ve ERS

arasindaki iliski ¢esitli caligmalarla gosterilmistir [42].

dKatlanmamm

proteinler

ER lumen

Procaspase-12

Golgi ey

ATF6)
Lumen 2- Ak

; ! |
«@ ... ) QR 2 couy
\{

l*bxsx y
AT

F4

GRP78 ATF4 targets: ERSE:
GRP84 GRP78, GRP94 GRP78
PDI GADD34, CRT GRPY4 "
XBP1 v K —> JNED
‘Apoptotik L ‘ 4
o 'hiicreler Apoptotik
yagayan hiicreler

p— E ’ e S hiicreler
CE I E K I ECECER ECE M

Sekil 7: Endoplazmik retikulum stresi sinyal yolaklari [7] numarali kaynaktan
Tiirk¢eye ¢evrilmistir.



ERS sinyal yolaklar1 Sekil 7'de gosterilmistir. Ayrica, katlanmamis protein
yanitinin, Reactome veritabaninda yapilan tarama sonucunda elde edilen semas1 Sekil

8’de gosterilmistir [44].
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2.2.3. ERS ile iliskili Hastahklar

Katlanmamis ya da yanlis katlanmis proteinlerin birikimi sonucu homeostaz
dengesinin bozulmasiyla hiicrede ERS olusumu meydana gelmektedir. ERS
diizenlenmesinde hiicreler ve organeller arasi etkilesimde 6nemlidir ve ERS’nin ortadan
kaldirilmas: i¢in olusan UPR sinyalizasyonu fizyolojik ve patolojik siiregleri
etkilemektedir. ERS adhezyon, proliferasyon, go¢ ve otofaji gibi ¢esitli hiicresel
fonksiyonlart diizenlemektedir. Bu diizenleme mekanizmas1 tek bir acidan
olusmamaktadir. Ornegin, bir grup arastirmaciya gore ERS hiicrelerin proliferasyonunu
ve goOciiniin inhibe ederken diger arastirmacilara goére hiicre adhezyonunu,
proliferasyonu, gogii ve otofajiyi arttirmaktadir [7]. UPR sinyal yolaklariin etkisinin
embriyoloji ve gelisimi, biiyiime ve farklilasma, lipid, amino asit ve glukoz
metabolizmas1 iizerine farkli model organizmalarda incelendigi calismalar
bulunmaktadir [4]. ERS hafif bir seviyedeyken uygun bir yanitla homeostazi
dengelemektedir ve ayni zamanda ¢esitli mekanizmalarla etkilesimi sonucu patolojik
stireglere karsi olumlu etki saglamaktadir. GRP78 ve IRE1 baglantili mekanizmalarin
erken zamanli ateroskleroz ilerlemesine karsi koruyucu etkisi ve GRP78’in asir
ekspresyonunun sterol diizenleyici element baglayici transkripsiyon faktorii 1’in
(SREBP-1c) aktivasyonunu azaltarak yagli karaciger hastaligini inhibe etmesi bu
olumlu etkilere 6rnek olarak verilebilir [9]. ERS siddetli bir seviyeye geldiginde ise
hiicrenin kaderi UPR bagimli otofaji, sitoplazmaya Ca*? salmimiyla baglantil1 otofaji ya
da Bcl-2’nin inhibe edilmesi sonucunda ER’nin otofajisine, apoptoza dogru yol
almaktadir [45]. Bu siiregte Ca*? metabolizmasimin bozulmasi ve CHOP aktivasyonu ile
patolojik mekanizmalara katki saglamaktadir. Ornegin, PERK aracii CHOP
aktivasyonu ile aterosklerozun son evrelerinde makrofaj apoptozu gelismektedir [9].
ERS kardiyovaskiiler, norolojik, immiinolojik, kanser, obezite, diyabet, yagh akciger
hastaliklari, bagirsak inflamasyonu, erkek infertilitesi, depresyon gibi c¢esitli
hastaliklarla iliskilendirilmistir [7,9,41,46,47]. Tablo 1’de ERS’nin gesitli hastaliklarla

iligkisi gosterilmistir.



Tablo 1: Endoplazmik retikulum stresinin gesitli hastaliklarla iliskisi

Genler Ornekler/Hastahklar
GRP78/GRP94 Kiiltiire edilmis GRP78 ve GRP94’un asir1 ekspresyonu
kardiyomiyositler apoptozu azaltarak canlilig1 yiikseltmistir.
Kalp yetmezligi olan GRP78 ekspresyonunda artig ve SXBP-1
hastalar ile iligkisi tespit edilmisgtir.
ob/ob fare modeli GRP78'in agir1 ekspresyonu hepatik
steatoza kars1 koruyucu etkiler
gOstermistir.
Kanser hiicre hatlar1 ve Indiiklenen GRP78 seviyeleri, hiicre
insan tiimor 6rnekleri canliligini artirarak kemoresistanlik
saglamistir.
Insan diyabetik Diyabetli hastalarda bazal diyabet
bobrekleri bireylerine kiyasla yiiksek GRP78
seviyeleri tespit edilmistir.
IRE1/XBP-1 Karacigere 6zgii XBP-1 XBP-1 eksikligi hepatik lipogenez ve lipit

eksikligi olan fareler

Insan karaciger 6rnekleri

Fare testis 6rnekleri

birikiminde bir azalmaya neden olmustur.
NASH hastalarinda IRE1 ve sXBP-1
ifadelerinin artis1 gézlenmistir.

IRE1 / XBP-1 yolag: hipertermi
durumunda ER stresinde aktif oldugu

gOriilmiistiir.

PERK/ATF4-elF20.

Insan karotis plak
ornekleri

Primer hepatositler

Tip 2 diyabet hastalar1

Parkinson hastalarmin

dopaminerjik néronlari

PERK ifadesi nekrotik ¢ekirdege kiyasla
plak periferinde daha fazla ifade edilmistir.
PERK ile iliskili sinyal yollart VLDL
reseptdr ekspresyonunu ve lipit birikimini
indiiklemistir.

Bireysel olarak, PERK eksikligi ve elF2a
fosforilasyon basarisizlig1 pankreas 3
hiicrelerinde apoptozun artmasina neden
olmustur.

Fosfo PERK ve elF2a'nin Lewis-body

olusumuna dahil oldugu gdsterilmistir.




Tablo 1 devam

CHOP e Kiiltiire edilmis e Anjiyotensin I, CHOP ekspresyonunu
kardiyomiyositler artirarak apoptozu indiiklemistir.
e  Farelerde ateroskleroz e  CHOP yukari regiilasyonunun endotelyal
geligimi hiicre apoptozu ile iliskili oldugu
bulunmustur.
e Insan koroner arter e Arttinlmig CHOP ve GRP78 ekspresyonu
ornekleri gozlenmistir.
e  Fare testis 6rnekleri e CHOP gibi ER stresine bagl apoptoz
mekanizmalari, tekrarlayan hipertermi
dongiileri ile indiiklenmistir.

NASH: alkolik olmayan steatohepatit

Kaynak: [9/ kaynaktan Tiirk¢eye ¢evrilmistir.

Alzheimer hastaligi (AH), Parkinson hastaligi (PH) ve amyotrofik lateral
skleroz (ALS) gibi norolojik hastaliklarin temelinde protein agregatlari, yanlis
katlanmis proteinlerin birikimi bulunmaktadir. AH’da B-amiloid plaklari, PH’da a-
siniiklein birikimi ve ALS’de ise SOD1 geninde bulunan nokta mutasyonu sonucu
olusan protein agregasyonu toksik bir etki olusturarak noronlarin dejenerasyonuna
sebep olmaktadir. Creutzfeldt-Jakob hastalig1 dahil ensefalopatilerin patogenezinde de
proteinlerin yanlis katlanmasimi tetikleyen prionlar bulunmaktadir. UPR sinyal
reseptdrlerinin beynin normal fizyolojik siireclerinde farkli gérevleri vardir. Ornegin,
PERK sinyalizasyonu kortekste ndrogenezi regiile etmektedir, IREla ise filamin A ile
etkileserek hiicre hareketini ve hiicre iskeleti dinamigini etkilemektedir. Siddetli ERS
durumunda UPR yolaklar1 patolojik siiregleri de etkilemektedir. Yapilan aragtirmalarda
IRE10—XBP1 yolaginin genetik manipiilasyonu ile AH, PH, ALS, Hungtinton hastaligi,
omurilik dahil sinir sistemini etkileyen patolojik durumlarda UPR’nin ¢esitli rollerini
gostermistir. Alzheimer iizerine yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalarda da B-amiloid
aracili CHOP  indiiksiyonunun  oldugu  gdosterilmistir. ~ Noroinflamatuar  ve
norodejeneratif hastaliklar sirasinda ise astrositlerde olusan ERS’nin UPR aktivitesiyle
interlokin 6 (IL-6), C-C motifli kemokin ligandlar1 (CCL2, CCL20, CCL3), C-X-C
motifli kemokin ligandlar1 (CXCL1, CXCL10), lipokalin 2 (Lcn2), vaskiiler endotelyal
biiyiime faktorii (VEGF) ve komplementer C3 (C3) dahil olmak iizere enflamatuar



molekiillerin tretimini etkiledigini bdylelikle ndrotoksisiteye ve/veya noronal ve

sinaptik destegin azalmasina katkida bulunabildigi kanmitlanmistir [9,41,46,48].

ERS ile iliskilendirilen baska bir hastalik grubu da kanserdir. Kanser,
kontrolsiiz ve sinirsiz sayida c¢ogalabilen, hiicre oOliimiine direngli, biiyiime
baskilayicilardan kagabilen, anjiyogenezi indiikleyen ve invazyon ve metastaz 6zelligi
olan hiicreler toplulugundan olusan tiimorlerdir. Timorler biiyiirken kendi mikro
cevrelerini olustururlar. Tiimoér mikrogevresinde yiliksek metabolik ihtiyaci, hipoksi,
hiicre i¢i ROS birikimi, besin eksikligi ve diisiik pH gibi durumlar s6z konusudur. Bu
durumlar saglikli komsu hiicrelerin de Ca*? ve lipid homeostazin1 bozarak hem timdr
hiicrelerinde hem de komsu hiicrelerde ERS’yi indiiklemektedir. Asir1 siddetli olmayan
ERS durumunda meydana gelen tepkiler tiimdr hiicrelerinin ¢ogalmasini, metastazi,
anjiyogenezi, immiin kagisi ve kemorezistan1 destekleyen mekanizmalar1 uyarmaktadir.
Bu nedenle UPR yolaklarinin tiimor hiicrelerinin yasami i¢in gerekli olabilecegini
gostermektedir. Asir1 siddetli ERS’nin gelismesiyle ise UPR yolaklar1 aktiflesir ve
otofajiye ve ya apoptoza sebep olabilirler. UPR yolaklar1 glioblastoma, miyelom,
meme, mide, Ozofagus ve karaciger karsinomlari gibi ¢esitli kanser tipleriyle
iligkilendirilmistir. Yapilan c¢aligmalarla IRE1a—XBP1 yolaginin hipoksi indiiklenmis
faktor 1 o (HIFa) ile etkilesimiyle anjiyogenezi ve kanser hiicrelerinin proliferasyonunu
arttirarak meme kanserini, B lenfositlerin farklilagsmasindaki roliiyle miyelomu, MYC
proto-onkogen, bHLH transkripsiyon faktorii (MYC) sinyalini aktiflestirerek prostat
kanserini, hepatosit proliferasyonunu ve metabolik inflamasyonu arttirarak
hepatoseliiler karsinomu destekledigi kanitlanmigtir. Ayni zamanda onkogenezi
onlemek i¢in IREla yolag: gereklidir. IRE1a’ nin tiimor baskilayici rolii oldugu iizerine
lenfoma, kolorektal karsinom, melanom ve beyin kanseri ile iligkili calismalar
yapilmistir.  PERK sinyalizasyonu ise kolorektal karsinomda tiimor boyutunu
kiictiltiirken eIlF2a’nin metastatik prostat kanserinde sitotoksik etkileri tetikleyebildigi
bulunmustur. ER saperonu olan GRP78’in ekspresyonunun degistirilerek yapildigi in

vivo ¢aligmalarda da tiimor hiicrelerinin inhibe edildigi kanitlanmustir [41,46,49].

Immiinolojik ve alerjik hastaliklar ise bagisiklik sistemi ile iliskilidir.
Viicudun kendi hiicrelerine karsi olusturdugu immiin yanit otoimmiin hastaliklarin
temelini olusturmaktadir. Dogal bagisikligin ve adaptif bagisikligin bir¢ok evresinde

UPR sinyalizasyonu yer almakta ve immiin hiicrelerinin farklilasmasinda ve



proliferasyonunda aktif rol oynamaktadir. Cesitli ¢alismalar UPR yolaklarinin
immiinolojik hastaliklar ile iligskisini gostermistir. Yapilan bu c¢alismalarda, IREla
iligkili B hiicrelerinin hasariyla aktive olan intrinsik apoptotik yolaklar ve IREla aracilt
CHOP aktivitesi ile olan Tip 1 diyabetin iliskisi; IREla’nin interlokin (IL-B), IL-6, ve
TNFa gibi cesitli proinflamatuar sitokinleri ve inflamasyonu arttirmasinin rématoid
artritle olan iliskisini; IRE1a/XBP1s/CHOP ve IRE1a/JNK/Bcl-2-iligkili X proteini
baglantili apoptozun yonlendirilmesinin sistemik lupus eritematozus ile iliskisini;
IRE1a/XBP1s/TNFa yolagmin melanosit kok hiicre farklilagmasini inhibe etmesi ve
IREla aracili iiretilen sitokinlerin melanosit kaybina sebep olmasimnin vitiligo ile
iligkisini; IREla’nin inflamatuar bagirsak hastaligi ve sistemik sklerozla olan iligkileri
gosterilmistir. Alerjik inflamasyon siirecinde ise Toll-benzeri reseptoér (TLR) sinyalinin
ATF4-CHOP aracili apoptotik yolagi baskilayarak makrofajlarin fonksiyonunu
etkiledigi bilinmektedir [41,50,51].

ERS’nin ve UPR sensorlerinin hastaliklarin patofizyolojik siirecine arttirici
ya da diizenleyici c¢esitli etkileri bulunmaktadir. Bu fonksiyonlar1 sebebiyle
hastaliklarin tanisinda ya da tedavisinde biyomarker ya da terapotik hedef olarak
kullanilmast i¢in aday olmaktadirlar. Tablo 2’de farkli iilkelerde yapilan g¢esitli
hastaliklarda ERS’yi hedef alan klinik ¢aligsmalar gosterilmistir [4].

Tablo 2: Endoplazmik retikulum stres temelli klinik ¢calismalar. Cesitli klinik ¢alismalarda
endokrinoloji, onkoloji ve pediatri alanlarindaki hastaliklarin arastirilmasi
hedeflenmistir. Bu tabloda, hedeflenen deneme, arastirilan girisimsel ajan ve
aragtirmanin yiiriitildigi ilke sunulmustur.

Klinik ¢calisma Hastahik Girisim Ulke
Tip 2 diyabetin patofizyolojisinde e  Diabetes mellitus, Girisim yok Fransa
ER stresinin roli tip 2
Ph-negatif miyeloproliferatif e  Polisitemi vera Biyolojik: Fransa
neoplazmlarda ER stresi ve o Esansivel Tedaviye

trombositemi
tedaviye direng baslamadan 6nce

total 16kositlerin

RNA &rnegi




Tablo 2 devami

ER stresinin metabolik fonksiyon e Insiilin direnci ilag: TUDCA Amerika
{izerindeki etkisi o Diyabet Diger: plasebo | piy o cix
e Obezite llag: sodyum
fenilbiitirat Devletler
Kronik solunum yolu e  Kronik hava yolu Gozlemsel Giiney Kore
hastaliklarinda ER stresi haste.lllklarl .
o Akciger kanseri
Proteaz inhibitorii ile iligkili insiilin e HIV ile iligkili Ilag: TUDCA Amerika
direnci igin TUDCA insilin direnci | Diger: plasebo | piyoy
° Proteaz inhibitoriine tablet
bagli insiilin direnci Devletler
NAFLD'de ER stresi e  Obezite ilag: metil-D9- Amerika
e NAFLD kolin Birlesik
Devletler
Yeni baslangicli tip 1 diyabette TUDCA e Tip 1diyabet ilaq: TUDCA Amerika
Tlag: Seker Hap1 Birlesik
(plagpy Devletler
Liraglutide'in tip 2 diyabetli obez hastalarda e Tip 2 diyabet Ilag: liraglutide | Amerika
ER stresi tizerindeki etkileri Birlesik
Devletleri
Wolfram sendromlu ¢ocuk ve yetiskin e Wolfram sendromu Ilag: dantrolen Amerika
hastalarda dantrolen sodyumun klinik  Diyabet o sodium Birlesik
e Optik sinir atrofisi )
calismasi e  Ataksi Devletleri

ER: Endoplazmik retikulum, TUDCA: Tauroursodeoksikolik asit, NAFLD: Alkol dist yaglh karaciger

hastaligi, HIV: Insan fmmiinoyetmezlik Virtisii-1, RNA: riboniikleik asit.

Kaynak: [4] kaynaktan Tiirkgeye ¢evrilmistir.

2.2.3.1. Metabolik Sendrom ve ERS

Sendrom X veya Reaven sendromu olarak da bilinen metabolik sendrom bir hastalik
degil cesitli patofizyolojik mekanizmalarin bir arada bulunmasiyla olusan kompleks bir
bozukluktur. MetS tanisi igin farkli zamanlarda Diinya Saghk Orgiiti (DSO),
Uluslararas1 Diyabet Federasyonu ve Ulusal Kolesterol Egitim Programi gibi
kurumlarin yayinladigi parametreler bulunmaktadir. MetS tanisindaki kriterler bu
kuruluglarin kilavuzlarma gore farkliliklar igermekle beraber birbirine yakindir. Bu
kriterler: Kan glukoz seviyesi/insiilin direnci, HDL kolesterol seviyesi, kan trigliserid
seviyesi/dislipidemi, kan basinci/hipertansiyon ve bel 6l¢iisii, bel-kalga orani/obezitedir.
Kiiresel epidemi olarak bahsedilen MetS’nin ¢ogu tilkede farkli oranlardaki insidansi ve
prevalansi Tip 2 diyabet (T2D) ve ya obeziteye paralel olarak artmaktadir [10—12]. Tiirk
toplumunda farkli aragtirmacilar tarafindan MetS kapsaminda ¢aligsmalar yapilmistir.




Bunlarin  arasinda Tiirk Eriskinlerinde Kalp Hastaligi ve Risk Faktorleri galismasi,
1990 yilinda baglanan ve Tiirkiye’nin yedi farkli cografi bolgesinde saha c¢aligsmalari ile
yiiriitiilen bir takip ¢alismasi olmasi farklilik gostermektedir. TEKHARF ¢alismasinda
2015 yil1 verilerine gore tilkemizde 9.2 milyon kisinin MetS tanis1 aldigi ve bunlardan
%53 inlin koroner arter hastast oldugu bildirilmistir [13]. TEKHARF ¢alismasinda
yiriitillen genetik arastirmalarda MetS ve KVH’la iligkili risk faktorlerinin
tanimlanmasi amaglanmis ve 2004-2007 yillar1 arasinda ¢alismaya katilan 2295 bireyi
kapsayan bir DNA bankasi olusturulmustur. ATP baglayict kaset alt ailesi A {iye 1
(ABCAL), kolesteril ester transfer proteini (CETP), 11-6, endotelyal nitrik oksit sentaz 3
(eNOSs), lipoprotein lipaz (LPL), TATA kutusu baglayict protein iliskili faktor 8
(TAF8), apolipoproteinler (APOD, APOAS5, APOE, APOA4, APOC3), rezistin (RETN),
C-reaktif protein (CRP), ayrismayan proteinler (UCP2, UCP3), peroksizom proliferator
aktive reseptor alfa ve gama (PPARa, PPARQ), galanin ve GMAP prepropeptide (GAL),
fibrinojen beta ve gama zinciri (FGB, FGG), transkripsiyon faktorii 7 benzeri 2
(TCF7L2), FTO alfa-ketoglutarat bagimli dioksijenaz (FTO), Prolin ve serin
bakimindan zengin sarmal bobin 1 (PSRC1), ADAM metalopeptidaz etki alan1 8
(ADAMS), sitokrom P450 aile 19 alt aile A tiye 1 (CYP19A1), 6strojen reseptorii 1
(ESR1) ve makrofaj inhibitér faktor (MIF) genlerinde genotipleme c¢alismalari
yapilmistir ve Tiirk toplumunda APOAS, LPL ve CETP genlerindeki tek niikleotid
polimorfizmlerin  (SNP), dislipidemi ve metabolik sendrom ile iliskili oldugu
bildirilmigtir. Bunun yanisira MIF, TCF7L2 ve LPA genlerindeki SNP’lerin diyabet ve
koroner arter hastalig1 riskini arttirdigir bulunmustur ve diger bazi genlerdeki SNP’lerin
hipertansiyon ve ya serum insiilin diizeyleri ile iligkili oldugu belirlenmistir [52]. MetS,
alkolik olmayan yagli karaciger hastaligi, uyku bozukluklari, tireme sistemi hastaliklari
ve mikrovaskiiler hastaliklarla birlikte goriilmekle beraber iligkileri tam olarak
tanimlanamamistir. Makrofajlar, tiroid hormonlar1 ve adipositler adiponektin enerji
metabolizmasinin isleyisinde ve diizenlenmesinde temel komponentleridir. Dolayist ile
bu ti¢ bilesen MetS patofizyolojisinde 6nem tasimaktadir. Sekil 9°da MetS’nin
patofizyolojisi sematik olarak gosterilmistir. MetS ile iligkili, patogenezinde aktif rol
oynayan bir bagka faktér ise ERS’dir [10-13,52]. MetS ile iligkili aktif ERS
yolaklariin tanimlanmasi ve mekanizmalarin anlasilmasi amaciyla ¢esitli ¢alismalar
bulunmakla beraber kapsamlarinin genigletilmesi gerekmektedir.
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Sekil 9: Metabolik Sendromun patofizyolojisi [53] numaralr kaynaktan Tiirkceye cevrilmistir.

Diyabet ve Obezite: Diyabet, diinya ¢apinda yaygin olarak gozlenen ve hizla
artan bir hastaliktir. 2045 yilina kadar 693 milyon insanda bu hastaligin goriilecegi
tahmin edilmektedir. Patogenezinde genetik ve cevresel faktorlerin etkin oldugu
multifaktoriyel bir yapisi olan diyabetin, kandaki yiiksek glikoz seviyesi (hiperglisemi)
ile tanis1 konulmaktadir. Pankreatik [ hiicrelerinin disfonksiyonu nedeni ile kan
dolasimindaki glikozun hiicrelere alinamamasi sonucunda hipergliseminin tetikledigi,
insiilin direnci veya her ikisiyle iligkili olarak siiflandirilan farkli tipleri bulunmaktadir.
Tip 1 diyabet (T1D) erken yaslarda goriinen P hiicrelerinin kaybiyla iligkili viicutta
insiilin iiretiminin olmadigr otoimmiin formdur. Tip 2 diyabet ise viicutta insiilin
tiretiminin oldugu ama bu insiilinin yetersiz olmasi veya fonksiyonunu yerine
getirememesi ile yani insiilin direnci ile iliskili daha ¢ok ge¢ yaslarda goriinen
otoimmiin olmayan formdur. Diyabet hastalarinin  %90-95’ini  T2D formu
olusturmaktadir. Gestastiyonel diyabet, neonatal diyabet gibi farkli alt tipleri de
bulunmaktadir. Diyabet hastalarinda siklikla hipertansiyon veya obezite de

gozlenmektedir. Obezite, hiicrelerde fazla enerjinin trigliserid olarak depolanmasi



sonucunda yag doku kitlesinin artmasi ile olugsmaktadir ve insiilin direncinin en sik
nedenleri arasindadir. T2D hastalar1 arasinda obezite yaklasik — %80 olarak

goriilmektedir [54,55].

Pankreas tarafindan {iretilen B hiicreleri ER ag1 (“network”) agisindan
zengindir. Bununla beraber [ hiicrelerinin erken kaybi sonucu olusan T1D, ERS ile
iliskilidir. ERS ile iliskili inflamasyon ve otoimmiinite T1D mekanizmasinda muhtemel
etkisi bulunmaktadir. B hiicrelerinin fonksiyonu ve ERS ile iligkisi lizerine hiicre ve
hayvan modellerinde ¢esitli caligsmalar bulunmaktadir. Farelerde farkli UPR
sensOrlerinin sessizlestirilmesi yontemiyle yapilan calismalar sonucunda; PERK’in
eksikliginin pankreas fonksiyonunu azalttig1 ve hiperglisemi gelisimine sebep oldugu,
IRE1la eksikliginin hiperinsiilinemi ve hiperglisemide etkin oldugu ve inflamasyon ve
oksidatif strese sebep oldugu, ATF6a’nin pankreatik B hiicrelerini apoptozdan korudugu
ama ayni zamanda da insiilin direnci olusumuna dahil oldugu, ATF4’iin diyet bagimli
obeziteyi, glukoz homeostazisini ve metabolizmayi1 etkiledigi, GRP78’in heterozigot
eksikliginde diyete bagli obeziteye direng ve insiiline duyarli olmasi gibi sonuclar elde
edilmistir. Insanlarda ise nadir bir hastalik olan Wolcott-Rallison sendromunda
gozlenen neonatal diyabetin nedeni olarak PERK genindeki mutasyonlar gosterilmistir
[14].

Endoplazmik retikulum stresi, T2D ve insiilin direnci ile de iliskilidir.
Yaslanma ve obezite insiilin direncine sebep olmaktadir ve B hiicrelerinin fonksiyonu
bozulmakta, proliferasyonu azalmaktadir. Bu siirecte ilk olarak B hiicrelerinin kiitlesi
genislemekte ve insiilin biyosentezi ylkseltilmektedir. Ancak, [ hiicrelerinin
disfonksiyonu nedeniyle yetersiz olan insiilin seviyesi T2D’ye sebep olmaktadir. ERS,
T2D gelisiminde de [ hiicrelerinin disfonksiyonuyla iligkilidir [6]. BIP’in
sessizlestirildigi farelerde yiiksek yag iceren diyetle indiiklenmis obezite ve T2D
gelisiminin azaldigr gosterilmistir. Ayrica, ERS ve inflamasyon, kaslarda ve yag
dokusunda glikoz alimmi saglayan, diyabette glisemik kontrol belirteci olan insiiline
duyarli glikoz tasiyicinin  (GLUT4) ekspresyonunu azaltmaktadir. Bu durum,
gestastiyonel diyabeti olan kadinlarda insiilin direncinin olugsmasinda da rol
oynamaktadir [56]. Obezite varliginda ERS’in tetiklenmesi ve JNK aracilikli yolagin
asir1 uyarilmasi ile insiilin sinyalizasyonunda sorun olusturmasi diyabet ile iliskisini

gostermektedir [57]. Diyabetin indiikledigi miyokardiyal iskemi/reperfiizyon hasarinda



da ERS’nin ATF4-CHOP yolagiyla ferroptoz olusumunu destekledigi ve sonucunda
miyokard hasarma neden oldugu da gosterilmistir [42]. Bunlarin yaninda, ERS’nin 3
hiicrelerinin islevi {izerine etkisinde UPR haricindke ERAD mekanizmasi, protein
disiilfiir izomeraz ailesi A iiye 6 (ERp5), Wolframin ER transmembran glikoprotein
(WFS1) gibi gesitli ERS iliskili faktorlerin de katkisinin oldugunu gosteren ¢alismalar
bulunmaktadir [6]. Ek olarak, ER dishomeostazi1 sonucunda ekspresyonu olan
transkripsiyon faktorlerinden CREB, yag asidi oksidasyonu, lipofaji, glikoz
metabolizmast ve hepatik lipolizde yer alan enzimlerin ve metabolik diizenleyicilerin

genlerinin ekspresyonunu etkilemektedir [41].

Kardiyovaskiiler Hastaliklar: Diinya genelinde en yiliksek oranda oOliime
sebep olan hastaliktir. Diinya Saghk Orgiiti’'ne gére 2019 yilinda Tiirkiye’deki
oliimlerin %36,8’1 KVH’dan kaynaklanmaktadir [58]. Viicut genelinde oksijen ve besin
taginmasini saglayan, hematopoietik, vaskiiler ve kardiyak bilesenlerin olusturdugu
kardiyovaskiiler sistemde meydana gelen patolojik durumlar KVH’a neden olmaktadir
[9]. Ateroskleroz, kalp yetmezligi, iskemik ve hipertrofik kardiyomiyopatiler
kardiyovaskiiler hastaliklardir [7,9]. Kanda yiiksek seviyedeki kolesterol, hipertansiyon,
hiperglisemi ve yiiksek homosistein (Hcy) seviyeleri KVH i¢in 6nemli risk faktorleri

arasindadir [9,59,60].

Protein ve lipid sentezinin, Ca*? homeostazinin, sinyalizasyonun, hiicre
homeostazisinin diizenlenmesinin temelinde yer alan ER’de hiperlipidemi, kalsiyum
dengesizligi, oksidatif stres gibi ¢esitli patolojik faktdrler sonucunda stres meydana
gelmektedir. ERS hem KVH siirecinde bazi patolojik mekanizmalar tarafindan
indiiklenmekte hem de KVH’1n da olusumu ve gelisiminde etkili olmaktadir. Bu etkisini
inflamatuar tepki mekanizmalari ya da apoptotik sinyal yolagi Tlzerinden

gosterebilmektedir [59].

Ateroskleroz, vaskiiler hiicrelerin disfonksiyonu ile baslayan, damarlarda
plak birikmesi sonucu kan akisinin bozulmasina sebep olan bir KVH’dir. Vaskiiler
endotel hiicrelerinde atero bagimli indiikleyici olan, diiz kas hiicrelerinde lipid
birikimini arttiran Hcy ve modifiye edilmis diisiik yogunluklu lipoprotein, ERS’yi
aktive edebilmektedir. Aktif hale gecen ERS, PERK/elF20/CHOP, IRE1o/TRAF2/ASK

sinyal yolaklar1 veya RIDD mekanizmasi ile aterosklerozda apoptozu indiiklemektedir.



Ayn1 zamanda ERS, ateroskleroz siirecinde makrofaj apoptozunda da etkilidir. Ayrica,
UPR sinyalizasyonu sonucu sitokinlerin iiretimi ve UPR sensorlerinin inflamasyon
yolagindaki  proteinlerle  etkilesimiyle aterosklerozda inflamasyona  katkisi
bulunmaktadir [56]. Aterosklerozun gelisim siirecinde SREBP, lipid metabolizmasini ve
kolesterol kontroliinde 6énemli protein ailesidir ve bu proteinler de ERS ile iligkilidir.
ERS’in tekiklenmesi sonucunda SREBP-2’nin artis yoniinde diizenlenmesi ve vaskiiler

diiz kas hiicrelerinde lipid birikiminde artis olmaktadir [7].

Hipertansiyon, KVH’in temelinde yer alan ve kalp yetmezligine yol acabilen
onemli bir risk faktoriidiir [61]. Hipertansiyonun ERS ile iliskisini isaret eden birgok
calisma bulunmaktadir. Yapilan c¢alismalar sonucunda beyinde olusan ERS’nin kronik
hipertansiyonda etkisi, ERS’nin (NF)-kB araciligiyla anjiyotensin II (Ang II) bagimh
hipertansiyonla beraber gozlemlenmesi ve siddetli tansiyon durumunda néronal ERS ve
apoptoz araciligiyla néronal hasar olusturmasi gosterilmistir. Ayrica hipertansiyonda
endotel hiicrelerinde ERS’nin oksidatif stresi tetikledigi de gézlenmistir. ERS sonunda,
vaskiiler plak olusumu da tetiklenmektedir. Spontan hipertansif siganlarda PERK-
elF2a-ATF4 yolagiyla ERS’nin uyarildigini gosteren ¢aligmada miyokard, arterler ve
aortta ATF4, ATF6, CHOP gibi ERS iligkili genlerin ekspresyonunun ve GRP7S,
kaspaz-3 gibi ERS iliskili molekiillerin seviyesinin arttig1 gosterilmistir [7].

Alkolik Olmayan Yagh Karaciger Hastahgi: Alkolik olmayan karaciger
yaglanmasi, en yaygin goriilen karaciger hastaliklarindan biridir. Asir1 alkol alimiyla
veya diger kronik karaciger hastaliklariyla iligkisi olmayan NAFLD, obezite ve T2D
gibi metabolik hastaliklarla iligkilendirilmistir. Kesin bir tedavi yontemi olmayan ve
alkolik olmayan steatohepatitten siroza kadar ilerleyebilen NAFLD’de hepatositlerde
%5’ten fazla steatoz bulunmaktadir. NAFLD’nin sebebi tam bilinmemekle beraber
insilin direnci, inflamasyon, sinyal yolaklarindaki bozukluklar, oksidatif stres ve
cevresel faktorlerin etkili oldugu gosterilmistir. Yapilan bir ¢aligmada, ER’nin
inflamasyon, fibrozis ve steatozun olusumunda aktif rol oynadigini gostermistir. ERS
sonucunda meydaha gelen inflamatuar yanitlar siirecinde karacigere sizan immiin
hiicreler, hepatosit disfonksiyonunu arttiran immiinomodiilatér mediatorler ve
proinflamatuar sitokinler salinmaktadir. Bunun sonucunda NAFLD/NASH’ye neden

olan fibroz, hepatosit nekrozu ve hepatik steatoz olusmaktadir [62].



UPR sensorlerinin sessizlestirilmesi tizerine yapilan farkli ¢calismalarla lipid
metabolizmas1 ve hepatik steatoz ile iliskileri gdsterilmistir. Ornegin, ATF4
sessizlestirilmis farelerde hepatik steatoz, hipertrigliseridemi ve diyete bagli obeziteye
kars1 koruyucu etki gosterdigi, ATF6a sessizlestirilmis farelerde SREBPIc ile iliskili
hepatik steatozun arttigi bildirilmistir.

Lipid homeostazinda IRE1a-XBP1 yolag: etkin haldedir [57]. Lipogenik diyetle
beraber karacigere 0zgii XBP1l geninin delesyonu gerceklesmis farelerde lipid
birikiminin inhibe edildigi ve hepatik lipogenezde azalma meydana geldigi

gosterilmistir [9].

ERS’nin NAFLD ile iligkisi hakkinda yapilan klinik bir ¢alismalarda NAFLD
ve NASH hastalarinda elF-2a sinyalizasyonun indiiklendigi gosterilmistir. Bagka bir
caligmada ise IRE1-JNK yolaginin aktivasyonu ve aracili apoptoz ile orantili XBP1
aktivasyonunun azalmasmin NASH gelisiminde etkisi oldugu bulunmustur. Ayrica,
karaciger biyopsilerinin normal, steatoz ve NASH olarak ii¢ gruba ayrilan bir ¢calismada
islenmis XBP1 ekspresyonunu ve NASH olusumunu diizenleyen ERS aracili otofaji ve

apoptoz genlerinin uyarildigi gosterilmistir [9].

2.2.3.2. Metabolik Sendromda Vitamin D’nin Etkisi

Kardiyovaskiiler hastaliklara ve Tip 2 diyabete sebep olan metabolik sendrom
dislipidemi, yiiksek bel/kal¢a orani, hipertansiyon gibi kompleks patolojik durumlarin
birlikteligidir. Artmus fiziksel aktiviteler, kilo kaybr MetS’den korunma ve iyilesme
sirecinde Onemlidir. Akdeniz diyetinin de MetS’ye karst koruyucu etkisi
bulunmaktadir. Bununla beraber VitD’nin T2D ve MetS’de diizenleyici etkisi oldugu
bilinmektedir [63].

Vitamin D yagda ¢o6ziinebilen bir seko-steroid hormonudur [32]. Otokrin,
parakrin ve endokrin gibi hormonal fonksiyonlar1 olan VitD iskelet homeostazi, fosfor
ve kalsiyum metabolizmasindaki aktivitesiyle kemik mineral metabolizmasinin
temelinde bulunmaktadir [30]. VitD, besinlerden alinabildigi gibi gilines 15181
(ultraviyole;UVB) etkisi ile melanositlerde sentezlenmekte ya da takviyelerden vitamin

D2 (ergokalsiferol) ve vitamin D3 (kolekalsiferol) olarak pasif halde viicuda
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alinmaktadir. Vitamin D3 hayvansal gida kaynaklidir veya melanositlerde
sentezlenmektedir. Vitamin D2 ise bitkisel kaynaklidir [31,32]. VitD, karacigerde
enzimatik olarak islenmekte ve VitD baglayici protein (DBP) araciligiyla diger dokulara
tasinmas: gerceklesmektedir. Bobrekte ise enzimatik tepkimeler sonucunda aktif hale
geemektedir [31]. Bu siiregte magnezyum varligi onem tasimaktadir. Yakin zamanda
yapilan bir ¢alismada magnezyum tedavisinin, VitD’nin karacigerde olusan 25(OH)D
formunun konsantrasyonuna goére 25(OH)D3, 25(OH)D2, ve 24,25(0H)2D3

konsantrasyonlarini etkiledigi gosterilmistir [64]. Sekil 10°da VitD metabolizmasi

gosterilmistir.
Diyet
Kolekalsiferol (D3)
Ergokalsiferol (D2)
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Kan basinci regiilasyonu
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Sekil 10: Vitamin D metabolizmasi [31] numarali kaynaktan Tiirkceye ¢evrilmigtir.

Karacigerde DBP ile baglanan 25(OH)D, megalin-cubulin aracili ya da serbest
halde hiicre membranindan gecerek hiicre i¢ine alinabilmektedir. Hiicre icindeki

mekanizma heniliz tam olarak kanitlanamasa da mitokondrilerde metabolik olarak aktif



hale (1,25(0OH)2D) gelmekte ve VitD reseptorii araciligiyla niikleusa girmektedir.
VDR, niikleer reseptor siiper ailesinin bir tiyesidir ve ¢ogu doku ve hiicrelerde degisken
ekspresyon seviyesine sahiptir [32]. VitD, VDR araciligt ile genomik ve genomik
olmayan mekanizmalar1 tetikleyebilmektedir. Genomik aktivasyonunda VDR ile
baglanmis VitD, retinoid X reseptér (RXR) ile kompleks olusturarak ve cesitli ko-
modulatorler araciligiyla hedef genlerin promotér bolgesindeki VitD cevap
elementinine (VDRE) baglanmakta ve hedef genlerin transkripsiyonunu etkilemektedir.
Genomik olmayan aktivasyonunda ise hiicre ylizeyinde VitD varliginda aktiflesen
VDR, ¢esitli sinyal yolaklarini indiiklemekte ve transkripsiyonel etki gostermektedir
[33]. Aslinda kalsiyum homeostazini igeren hiicrelerde yiiksek seviyede bulunan
VDR’nin farkli hiicre ve dokularda da farkli seviyelerde bulunmasi ilgili hiicre ve
dokuda VitD’nin ¢esitli hiicresel tepkilere ve kalsiyum homeostazina etkisini
gostermektedir [32]. Sekil 11°de VitD’nin genomik ve genomik olmayan aktivasyonu

gosterilmistir.

VitD’nin antiapoptotik, antiinflamatuar, antifibrotik 6zellikte farkli islevleri
bulunmaktadir. Onemli aktiviteleri olan VitD’nin diisiik seviyede bulunmasi diinya
genelinde goriinen ve klinik etkileri olan bir durumdur. 25(OH)D seviyesinin 21-29
ng/mL, 10-20 ng/mL, 9-5 ng/mL ve 5 ng/mL'nin altinda oldugu zaman sirasiyla VitD
yetersizligi, hafif eksikligi, orta eksikligi ve ciddi eksikligi olarak adlandirilmaktadir
[30]. VitD eksikligi ve MetS arasindaki iliski lizerine ¢esitli ¢alismalar yapilmustir.

O O Kalsiyum

‘Kalsiyum
‘kanallan

Kalsiyum

Genomik aktivasyon

HEDEF HUCRE

Genomik olmayan aktivasyon

Sekil 11: Vitamin D’nin aktivasyonu [33] numarali kaynaktan
Tiirkgeye ¢evrilmistir.



VitD’nin etki mekanizmalar1 tam olarak tanimlanmamis olmakla birlikte
obezite, insiilin direnci, hipertansiyon, kan glikoz seviyesi, kolesterol ve trigliserid
seviyeleri gibi MetS parametreleri lizerine olumlu etkileri gosterilmistir [30,34].
Ornegin, B hiicrelerinde VDR eksprese olmaktadir ve VitD eksikligi durumunda insiilini
isleme  kapasiteleri  etkilenmektedir. Bu durum VitD’nin MetS’nin  ana
parametrelerinden biri olan insiilin direnci iizerine etkisini gostermektedir [30]. 2012°de
yaymlanan bir ¢alismada, 43 diyabet hastasinda VitD seviyesine gore ERS seviyesi
analiz edilmis ve VitD’nin ERS’yi azaltarak antiaterojenik makrofaj fenotipini arttirdigi
bulunmustur [65]. VitD seviyesi ile MetS arasindaki iligki tizerine yapilan meta-analiz
calismasinda gelismis iilkelerde yiiksek serum VitD seviyesinin diisiik seviyeye gore
MetS gelisme olasiligint %43 ve her 25 nmol/L artisin MetS ihtimalini %15 azalttig1
bulunmustur [63]. Yetiskinlerde kardiyometabolik risk faktorlerini inceleyen bir meta-
analiz galismasinda ise VitD’nin viicut kitle indeksiyle olmasa da i¢ organ yaglanmasi
ve cilt alt1 yag dokusunun artmasiyla ters yonde bir iligkinin oldugunu saptanmuistir.
VitD eksikliginin kardiyovaskiiler risk faktorleri ve insiilin direnci ile potansiyel ters
iliskisi oldugu gosterilmistir [66]. Baska bir arastirmada, VDR’nin hepatik iskemi ve
reperfiizyon hasarindan karacigeri koruyabildigi, ERS aracili inflamasyonu inhibe ettigi
ve otofaji araciligityla ERS’yi diizenleyebildigi gosterilmistir [67]. Ayrica VDR
polimorfizmlerinin MetS ile iliskisi {izerine yapilan bir meta-analiz ¢alismasinda, Bsml
(rs1544410) polimorfizminin MetS’ye kars1 koruyucu etkisinin oldugunu gostermistir
[68]. Yapilan ¢alismalar sonucunda, VitD eksikliginin MetS i¢in bir neden mi oldugu
yoksa MetS sonucu mu gelistigi tam olarak kanitlanmamistir ve bu konuda daha ¢ok
calisma yapilmasi gerekmektedir. Ancak, VitD takviyesinin MetS {izerindeki koruyucu
ve diizenleyici etkilerini gosteren calismalar bulunmaktadir. Bu ¢aligmalar Tablo 3’te

Ozetlenmistir.



Tablo 3: D vitamini takviyesinin metabolik sendrom tizerindeki etkilerinin 6zeti.

Takviye Ozellikleri

Bulgular

Vitamin D3 5000 1U
giinliik, 6 ay

Pre-diyabetik hastalarda, 6 ay boyunca D vitamini takviyesi periferik

insiilin duyarliligini ve B-hiicre fonksiyonunu 6nemli 6l¢iide artirmistir.

Prediyabet hastalarinda, orta ila yiliksek dozlarda (=1000 IU/giin) D
vitamini takviyesi, plasebo ile karsilastirildiginda Tip 2 Diyabet insidans

riskini 6nemli Ol¢iide azaltmistir.

D vitamini, 50.000
IU/hafta (Zahravi Co®
pearls), 8 hafta

D vitamini takviyesi, HbAlc'yi azaltarak ve SIRT1'1 artirarak Tip 2
Diyabeti iyilestirmistir.

2 haftada bir 50.000-1U D

vitamini takviyesi, 6 ay

Plasebo ile karsilagtirildiginda, D vitamini takviyesi aglik plazma glukozu,
serum insiilini, insiilin direncinin homeostaz modeli degerlendirmesi ve

hiicre fonksiyonunda 6nemli azalmalarla sonug¢lanmistir.

2 haftada bir 50.000 IU D

vitamini takviyesi + keten

tohumu yagmdan 2 x 1000
mg/giin n-3 yag asitleri, 6

ay

D vitamini ve n-3 yag asitlerinin birlikte verilmesi, plaseboya kiyasla aglik
plazma glikozu, insiilin, insiilin direnci ve LDL'de anlaml1 bir azalmaya

ve insiilin duyarliligi ve HDL'de anlamli bir artisa yol agmustir.

Giinliik 3000 1U (75 pg)
D3 vitamini, 26 hafta

Tedavi ve plasebo grubu arasinda tiim viicut, periferik veya hepatik IR
6l¢iimlerinde veya herhangi bir glisemik kontrol veya B-hiicre fonksiyonu

6l¢timiinde fark yoktu.

20.000 IU D3
vitamini/hafta, 12 hafta

Saglikl orta yash erkeklerde, D vitamini tedavisinin insiilin duyarlilig:

tizerinde olumsuz bir etkisi olmustur.

2 haftada bir 50.000 1IU D
vitamini takviyesi, 12
hafta

D vitamini takviyesi alan hastalarda aglik plazma glikozu, serum insiilin
diizeyleri, homeostaz degerlendirme modeli-insiilin direnci, serum

trigliserid toplam1 ve LDL plaseboya kiyasla 6nemli 6l¢iide azalmistir.

2 haftada bir 50.000 1U D
vitamini + giinde iki kez
1000 mg omega-3 yag

asitleri, 6 hafta

Genel olarak, gestasyonel diyabet hastalarinda 6 hafta boyunca D vitamini
ve omega-3 yag asitlerinin birlikte verilmesinin aglik plazma glukozu,
serum insiilin diizeyleri, insiilin direnci i¢in homeostatik degerlendirme
modeli, kantitatif insiilin duyarlilig1 kontrol indeksi, serum trigliseritleri ve
cok diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol diizeyleri iizerinde yararl

etkileri olmustur.

3000 IU/giin idame
dozunu takiben 8 hafta

boyunca yiikleme dozu
olarak 100.000 1U/hafta

Hem agir1 kilolu hem de obez deneklerde takviyenin altinci ayindan sonra,
HOMA-IR, diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol ve paratiroid hormon

seviyelerinde 6nemli bir diisiis tespit edilmistir.




Tablo 3 devami

D3 vitamini 4000 IU/giin 4

ay boyunca

Tedaviden 6nce ve sonra hastanin kendi serumunda kiiltiirlenen
monositlerde oksitlenmis LDL aliminin degerlendirilmesi, D vitamini
grubunda >%50 azalma ile sonuglanirken plasebo grubunda degisiklik
olmamigtir. Monosit kolesterol alimindaki azalma, toplam monosit

kolesterol i¢eriginde %19'luk bir azalma olarak yansimigtir.

50.000 IU D3 vitamini kas
icine, 6 ay boyunca aylik
olarak

Erken diyabetik nefropatisi olan hastalarda alt1 aylik yiiksek doz D
vitamini tedavisi ile serum HDL seviyesinde anlamli bir iyilesme

gOrilmistiir.

Bu meta-analiz, kardiyovaskiiler hastaliklar1 olan hastalarda D vitamini
takviyesinin glisemik kontrol, HDL ve C reaktif protein diizeylerini

iyilestirme {lizerindeki yararl etkilerini gdstermistir.

4 aylik bir siire boyunca

4000 IU/giin seklinde VD3

4 aylik D vitamini takviyesinden sonra, LDL ve HbA1c'deki ortalama fark

(0 ve 4. aylarda) istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

12 hafta boyunca her 2
haftada bir 50.000 1U
dozunda oral D3 vitamini

takviyesi

D vitamini takviyesinin lipid profilleri ve diger enflamasyon ve oksidatif
stres biyobelirtecleri lizerinde plaseboya kiyasla anlamli bir etkisi

gbzlenmemistir.

D3 vitamini takviyesi,
25.000 ila 600.000 1U/ay
kolekalsiferol.

Tedavi siiresi: 1 ila 12 ay

arasinda.

Kolekalsiferol takviyesi BMI'yi -0,32 kg/m2 ve bel gevresini -1,42 cm

azaltmig ancak kilo kaybini istatistiksel olarak etkilememistir -0,43 Kg.

Giinliik 400 ila 7000 TU
kolekalsiferol takviyesi.
Tedavi siiresi: 3 ila 12 ay

arasinda degismektedir.

Miidahaleden sonra bireylerde kolekalsiferol takviyesi artmigtir. Viicut
yag yiizdesinde bir azalma bulunmustur (-%0,31, %95 CI: -1,07 ila 0,44),

ancak bu anlamli degildir.

Haftalik puse doz 50.000
IU, D vitamini. Tedavi

suiresi: 12 hafta.

D vitamini uygulamasindan sonra serum 25(OH)D seviyelerinde artis
tespit edilmistir. Analizler, gruplar arasinda karsilastirma yapildiktan
sonra agirlik ve viicut yag ylizdesinde anlamli bir diigiis oldugunu

gOstermistir.
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Takviye, haftalik 50.000
IU dozunda D3 vitamini
veya haftalik 50.000 IU D
vitamini ve gilinliik 1.200
mg/dL kalsiyum dozunda
D3 vitamini ile kalsiyum
kombinasyonundan
olusmustur. Tedavi siiresi:

3ay.

Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, D vitamini takviyesi yapilan
kadinlar kilo kayb1 veya obezite biyobelirteglerinin iyilesmesiyle ilgili
onemli degisiklikler géstermemistir. Bununla birlikte, kalsiyum ve D
vitamininin birlikte takviye edilmesinden sonra, kiloda bir azalmanin yan1
sira bazi kan metabolik profillerinde de bir iyilesme oldugu bildirilmistir.

illerinde de bir iyilesme oldugu bildirilmistir.

Giinliik D vitamini
takviyesi dozlar1 100 ila
8571 Ul arasidadir.
Tedavi siiresi: 1,5 ila 36 ay

arasinda degismektedir.

Plasebo veya kontrol grubu ile yapilan karsilagtirmalarda, D vitamini
uygulamasindan sonra ne BMI ne de bel ¢evresinin dnemli 6lglide

azalmadig belirlenmistir.

Giinlik D vitamini dozlar1
400 ila 4800 IU arasinda
degismistir. Tedavi siiresi:

12 ay.

Serum D vitamini diizeyleri ile yag kiitlesi arasinda ters bir iligki
bulunmasina ragmen, gruplar arasi analizlerde takviyeden sonra BMI veya

yag kiitlesinde 6nemli bir azalma bulunmamastir.

Plasebo ile karsilagtirildiginda, D vitamini takviyesinin BMI, kilo veya
yag kiitlesi iizerinde dnemli bir etkisi olmamistir. Benzer sekilde, D
vitamini art1 kalsiyum alan katilimeilarda, kalsiyum kontrolii alanlara

kiyasla BMI, kilo veya yag kiitlesinde 6nemli bir azalma gézlenmemistir.

Giinliik 600, 1000 ve 2000
IU igeren oral D vitamini

dozlar1. Tedavi siiresi: 6

ay.

D vitamini takviyesi ¢ocuklarda BMI, bel ¢evresi, bel-kalca orani ve yag
dokusu yiizdesi tizerinde herhangi bir etki gostermemistir. Buna karsilik,
giinliik 1000 IU uygulamasindan sonra SBP ve DBP diizeylerinde anlamli

bir diisiis gozlenmistir.

Giinliik 1200 IU D
vitamini takviyesi. Tedavi

siiresi: 26 hafta.

Plasebo grubuna kiyasla obez ¢ocuklarin ne BMI ne de kilolarinda anlaml

bir azalma goriilmemistir.

Giinde 2000 IU D

vitamini, 3 ay

Sonuglar, D vitamini takviyesi ile BMI, kan basinc, lipidler, glikoz ve

insiilin seviyeleri arasinda bir iligki géstermemistir.

D vitamini uygulama dozu
giinde 200 ila 12.000 IU
arasinda degismekteydi.
Ortalama tedavi siiresi 5,6

+ 4,0 aydu.

Sonuglar, 50 yasin tizerindeki deneklerde 800 IU'dan daha yiiksek

dozlarda giinliik D vitamini takviyesi uygulamasinin hem SBP hem de
DBP'yi 6nemli 6l¢iide azalttigini gostermistir (p < 0.001). Ayrica, hem
saglikli denek grubunda hem de hipertansif denek grubunda hipotansif

etkiler gozlenmistir.
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Uygulanan giinlik D
vitamini dozu 2800 IU ila
5000 IU'den fazla
olmustur. Tedavi siiresi: 8

ila 20 hafta arasindadir.

Sonuglar, D vitamini eksikligi olan katilimcilarda D vitamini takviyesinin
periferik DBP {izerinde 6nemli bir etkisi oldugunu, ancak periferik SBP
ile ayn1 olmadigini1 gostermektedir. Alt grup analizi, Asya, 8 haftalik
miidahale ve 5000 IU'dan fazla giinliik D vitamini takviyesi alt
gruplarinda periferik SBP ve DBP'de anlamli bir diisiis oldugunu

gostermistir.

Uygulanan D vitamini
dozu giinde 200 IU ile 400
Ul arasinda degismistir.
Tedavi siiresi: 5 ila 15

hafta arasindadir.

Analiz, D vitamini takviyesinin SBP'yi 2,44 mmHg azalttig1, ancak
plasebo gruplarina kiyasla DBP {izerinde herhangi bir etki gézlenmedigi

sonucuna varmistir.

Giinliik D vitamini
uygulama rejimi 1000 1U
ile 5000 IU arasinda
degismistir. Tedavi siiresi
4 ila 52 hafta arasinda
degismistir.

D vitamini takviyesinin etkileri endotel fonksiyonunda iyilesme
gostermemistir. Ozellikle, kan basincinda, brakiyal arterde ttkanma
sonrasi1 vazodilatasyonda ve digerlerinde dnemli bir degisiklik

gbzlenmemistir.

D vitamini takviyesi
giinliik 200 IU ile 7000 I[U
arasinda degismektedir.
Tedavi siiresi 8 hafta ile 1

yil arasinda degismektedir.

Analiz edilen tiim ¢aligmalar serum D vitamini seviyelerinde anlamli bir
artis bulmustur. Ancak, D vitamini takviyesinin SBP ve DBP iizerinde

herhangi bir etkisi olmamuistir.

D vitamini uygulama
rejimleri giinliik 400 IU ile
43.000 IU arasinda
degismekte ve 12 ile 24

hafta arasinda stirmektedir.

Sonuglar, D vitamini takviyesinin ¢ocuk ve ergen popiilasyonlarinda SBP

ve DBP'yi azaltmada etkisiz oldugunu gostermistir.

D vitamini giinliik 200 TU
ile 7142 IU arasinda
uygulanmistir. Kalsiyum
dozu giinliik 500 ila 1200
mg arasinda degigmistir.
Tedavi siiresi 6 hafta ile 7

yil arasinda degismistir.

D vitamini ve kalsiyum birlikte verildiginde kontrol grubuna kiyasla
SBP'de bir azalma goriilmezken, DBP'de anlamli bir diisiis tespit

edilmistir.
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Vitamin D3 Iki rejim esdegerdi; hastalarin cogu alt1 aylik tedaviden sonra kalsiyum
seviyelerinde artis ve kemik dongiisiinde azalma ile normal D vitamini
araligina ulasti. Bel ¢evresi de azalmistir. Serum 25(OH)D3 vitamini
konsantrasyonu ile bel ¢evresi arasindaki iliski, bel dl¢iisiiniin
kardiyovaskiiler ve metabolik hastalik riski ile dogrudan iliskili olmasi
nedeniyle D vitamininin mevcut durumda koruyucu bir rolii oldugunu

desteklemektedir.

D3 vitamini, D vitamini Tiim gruplarda 25(OH)D seviyelerinde artig goriilmistiir. Ayrica
takviyeli siit trigliserit, glikoz ve sistolik kan basincinda klinik olarak anlamli bir diisiis
ve HDL'de zaman i¢inde Vit D grubu lehine klinik olarak anlamli bir artig
ortaya ¢cikmistir. MetS insidansi sadece Vit D grubunda azalmistir. Sonug
olarak, oral D vitamini takviyesi, D vitamini durumunu iyilestirmede D
vitamini takviyeli siitten daha {istiindiir. D vitamini diizeltmesine baglh

olarak Arap ergen popiilasyonunda MetS insidansindaki azalma doza bagl

olabilir.

1U: Uluslararasi birim, HbAlc: Hemoglobin Alc, SIRT1: Sirtuin, LDL: Diisiik yogunluklu lipoprotein,
HDL: Yiiksek yogunluklu lipoprotein, HOMA-IR: Insiilin direncinin 6liitii, BMI: Beden kitle indeksi, CI:

Giiven araligi, SBP: Sistolik kan basinci, DBP: Diyastolik kan basinct, mmHg: milimetre civa.

Kaynak: 30 numarali kaynaktan Tiirk¢eye degistirilerek kullanilmistir.

2.3. ERKEK iNFERTILITESI

Infertilite, Diinya Saglik Orgiitii tarafindan 12 ay ve ilerleyen siiregte diizenli
olarak korunmasiz cinsel iliski sonucunda hamilelik ger¢eklesmemesi durumu olarak
tanimlanmaktadir. DSO’niin 2023’te yaymladig1 verilere gore diinya genelinde her 6
bireyden 1’inde infertilite gozlenmektedir [15]. Erkeklerin yaklasik %7’sinin infertil
oldugu ve infertil ¢iftlerin yaklasik %20’sinde erkek infertilitesinin s6z konusu oldugu

bildirilmistir [16,17].

Erkek infertilitesi spermatogenez hatalar1 ya da fertilizasyon kusurlar1 nedeniyle
meydana gelebilmektedir. DSO’niin de erkek infertilitesi tanimina goére semenin hacmi,
spermin hareketliligi, yapisi, sayisi, pH ve progresif hareketli sperm sayisi onem

tasimaktadir [18]. Bu kriterleri temel alarak yapilan semen analizinde tespit edilebilen



sperm parametrelerine gore erkek infertilitesi farkli kategorilere ayrilmistir: DSO’niin 5.
Kilavuzuna gore, semende sperm gozlenmemesi azoospermi, sperm sayis1 <15-20x10°
ise oligozoospermi, normal morfoloji orant <%30 ise teratozoospermi ve sperm
hareketlilik oran1 <%32 ise astenozoospermi olarak tanimlanmaktadir [69]. Infertilite
nedeninin agiklanamamasi ise idiopatik infertilite olarak isimlendirilmektedir [20].
Semenin Kkalitesi bireyin beslenme sekli, uyku kalitesi, yasi, hastalik veya genetik
kaynakli nedenlere gore gesitli faktorlerden etkilenmektedir [18]. Erkek infertilitesinin
yaklagik %15’nin genetik kokenli oldugu bildirilmistir [16]. Testisin seminifer
tibiillerinde gergeklesen spermatogenez ve sonrasinda spermiyogenezin saglikli bir
sekilde ilerlemesi bir ¢ok genin siki bir sekilde diizenlenmesi ile gergeklesmektedir. Bu
genlerden  birinde ya da bir kaginda olusan diizensizlik infertiliteyle
sonuglanabilmektedir. Spermatoogenez ile iliskili genlerdeki patojenik varyantlar, Y
kromozomundaki mikrodelesyonlar ve kromozomal anomaliler erkek infertilitesinin

genetik etyolojisine 6rnek olarak verilebilir [19,20].

2.3.1. Testis Yapisi ve Fonksiyonu

Testisler endokrin ve ekzokrin islevi olan erkek iireme sistemi bilesenidir.
Skrotum kesesi igerisinde yer alan testis, distan ice dogru sirasiyla tunika vaginalis,
fibroz bag dokusundan olusan tunika albuginea ve testisin vaskiiler tabakasi teskil eden
tunika vaskulosadan olusan kapsiil ile ¢evrilidir. Kapsiiliin testisin medullasina dogru
girintileri seklindeki septalar testis lobunu yaklasik 250 kompartmana ayrirarak testisin
posterior bolgesinde mediastinumda kalinlasarak birlesir. Septalarin  arasinda
Spermatazoa tretiminin gerceklestigi seminifer tiibiiller yer alir. Her seminifer tibiil
yaklagik 30-70 cm uzunlugundadir. Seminifer tiibiiller mediastinumda anastomoz yapan
kanallarin olusturdugu ag yapisi olan rete testise acilir. Rete testiste seminifer tiibiiller
15-20 adet efferent duktus halinde epididim basina gelir. Bu yapilar sayesinde testiste
tiretilen spermler epididime gegis yapar [21,22].

Testiste yaklasik 600-1200 sayisindaki seminifer tiibiillerin uzunlugu 450-650
metredir. Seminifer tiibillerde kompleks bir epitel katmani1 bulunur. Bu epitel yapida
spermatogenik germ hiicreleri ve yapisal ve besinsel destek saglayan Sertoli hiicreleri

bulunmamaktadir. Sertoli hiicreleri basal membrandan liimene dogru uzanan, yogun



oranda graniillii endoplazmik retikulum igeren hiicrelerdir [21,22]. Sekil 12°de testisin

anatomik bilesenleri ve testikiiler liimenin histolojik yapisi sematik olarak verilmistir.

Leydig,ve Sertoli hiicreleri, diger peritiibiiler miyoid hiicrelerle beraber testis
mikrogevresini olustururlar. Leydig hiicreleri testosteron dahil diger androjenleri,
oksitosin gibi parakrin faktorleri salgilar. Ayni zamanda androjenlerin Ostrojene
dontlismesi i¢in gerekli olan aromatazi, inhibin ve aktin dahil sitokinleri, ve baz1 hormon
ve sitokinler i¢in gerekli olan reseptorleri igerir. Leydig hiicreleri g¢esitli
fonksiyonlartyla erkek germ hiicrelerinin gelisimini, spermlerin hareketini, sayisini,
morfolojisini etkilemektedir. Bu nedenle spermatogenezin diizenlenmesinde ve erkek
seksiiel farklilasmasinda ve davranisinda onem tasir [70]. Fertilite ve spermatogenezin
temelinde rol oynayan Sertoli hiicreleri ise destekleyici hiicreler olarak bilinmektedir.
Sertoli hiicreleri germ hiicrelerinin gelisiminde besin kaynagi saglar. Urettikleri
sitokinler, parakrin faktorler ve F5, kolajen olmayan 1 (NC1), ve laminin (LG)3/4/5
peptidleri dahil c¢esitli biyomolekiillerle spermatogenezi desteklemektedirler. F5, NCI
ve LG3/4/ Sertoli hiicrelerinden seminifer epiteline gegisi saglayan siki bir kan-testis
bariyerinin yapisint modiile etmektedir ve spermatidlerinin adezyonunu destekleyerek
molekiiler anahtar olarak rol almaktadirlar [71]. Sertoli hiicreleri, Leydig hiicrelerinin
tirettigi testosteron ile etkileserek mayoz boliinme ile spermatogenezin devamliligini da

desteklemektedir [23].
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Sekil 12: Testisin anatomik bilesenleri ve testikiiler limenin histolojik yapisi1 [72]

2.3.2. Spermatogenez
Spermatogenez, spermatogonial kok hiicrelerden ovumu délleyecek fonksiyona
erisen spermlerin 74 giinii bulan olusum siirecidir [17]. Spermatogenez, seminifer

tiibiillerde ger¢ceklesmektedir ve glinde 275 milyona kadar sperm iiretilmektedir [22].

Cesitli hiicre tiplerinin (germ hiicreleri, Sertoli hiicreleri, Leydig hiicreleri ve
peritubular miyoid hiicreler) dahil oldugu spermatogenez iic asamadan olusmaktadir. Bu
asamalar sirasiyla; sperm kok hiicrelerinin  proliferasyonu ve farklilagmasi,
spermatositlerin mayozu ve spermiyogenezdir [22]. Germ hiicreleri Sertoli hiicrelerinin
arasinda seminifer tiibiiliin bazal zarindan adluminal bdlgeye dogru olgunlasma
seviyelerine gore sirali bir sekilde bulunurlar. Sperm kok hiicresi spermatogonyumlar 3
alt tipe siniflanmaktadir. Ilk ikisi A tipi (koyu tip A;Ad ve soluk tip A:Ap)
spermatogonialardir ve Ap iiglincii tip olan farklilasmis B tipi spermatogonialar
iiretmektedir. Ad’nin ise kendini yenileyebilen ve sadece kok hiicre havuzunu koruyan
ya da baska bir smiflamaya gore ise hareketsiz ve yedek olarak bulunduklari

sOylenebilmektedir [22,23].
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B tipi spermatogonialar mitoz béliinme ile spermatogenezdeki son diploid
hiicreler olan spermatositlere farklilagirlar. Birincil spermatositler mayoz I agsamasinda
seminifer tiibiiliin bazal zarindan ayrilarak bir sonraki asamaya kadar Sertoli hiicrelerine
baglanirlar. Mayoz I agsamasinda kardes olmayan iki homolog kromozom arasinda
‘krossing-over’ meydana gelir ve en sonunda ikincil spermatositler olusur. Ikincil
spermatositlerin mayoz II boliinmesi sonucu ile haploid kromozomlu spermatidler
olusur [17,23]. Ugiincii asama ise spermiyogenezdir. Bu asama morfogenezden
olugsmaktadir ve hiicre boliinmesi gergeklesmez. Spermatidlerin sitoplazmalar1 kaybolur
ve ¢ogu organel modifikasyona ugrar; c¢ekirdek daha da yogunlasir ve eksantrik
pozisyona gecer, Golgi aygiti akrozoma doniisiir, sentriol ve ¢esitli yapilardan sperm
kuyrugu olusur ve kuyrugun ¢evresinde hareketliligini arttiran mitokondri sayisi artar.
Kisaca spermiyogenez sonucunda spermatidlerden olgun, hareketli spermatozoalar
olusur. Bu siirecler 6nemli bir molekiiler mekanizmay1 gerektirir ve ¢ok sayida genlerin

ekspresyonu s6z konusudur [17,22].

Spermiasyon ise mekanizmasi tam olarak bilinmese de spermlerin artik Sertoli
hiicrelerinden ayrilip ve tiibiil liimenlerine dogru harekete gectigi bilinmektedir [22].

Spermatogenez sematik olarak Sekil 13’te gosterilmistir.

Geg sp d
Ikincil Sp it
Mayoz Bolinme II
Sertoli hiicresi
Mayoz Béhiinme I Birincil Sp
Kan-testis bariyen
Mitoz Spematogonyum

Bazal Zar '

Intertisyel Doku Leydig hiicresi

Sekil 13: Spermatogenez [22] numarali kaynaktan Tiirkgeye ¢evrilmistir.



2.3.3. Testiste Endoplazmik Retikulum Stresi

Erkek iireme organi olan testis yogun damarli bir yapidan olugsmaktadir.
Sertoli hiicrelerini, Leydig hiicrelerini, peritubular miyoid hiicrelerini ve germ
hiicrelerini igerir. Testiste, spermatogenez, testosteron ve diger hormonlarin iiretimi
gergeklesir. Testisteki bu islevler farkli proteinlerin, molekiillerin etkilesimiyle ve siki
bir kontrol mekanizmasiyla ger¢eklesmektedir. Bu mekanizmada bir hata sonucunda
bozulma ve bagkalasma olmasi testisin fonksiyonunda kusurlara yol agmaktadir.

Testisin fonksiyonunda meydana gelen bozukluklar da infertiliteye neden olmaktadir.

Endoplazmik retikulum homeostazi bir¢ok fizyolojik ve patolojik durumlardan
kaynaklanan stres sonucunda olumsuz etkilenmektedir. Olusan ERS sonucu UPR
yolaklar1 aktiflesmektedir. ERS’ye verilen cevap sonrast ise ya homeostaz
dengelenmektedir ya da baska patolojik durumlara da yol acarak hiicre 6liimiine neden
olmaktadir. ERS’nin testikiiler fonksiyonla iliskisinde bazi mekanizmalar tam olarak
anlasilmasa da gesitli caligmalarla iligkileri arastirilmistir. Kirli havaya maruz kalinmasi
sonucu solunan kimyasallar, bazi toksinler, ilaglar, 1s1 degisiklikleri, diyet, diyabet veya
yaglanma gibi ¢ok ¢esitli durumlarin ERS’yi indiikledigi ve ayni zamanda testikiiler
disfonksiyona neden oldugu gosterilmistir [24-27].

Erkek infertilitesinin nedenleri arasinda kesin tanisi olan, en sik rastlanan
durum, testiste vaskiiler dilatasyon ile gelisen varikoseldir. Varikosel modeli olusturulan
sican grubunda yapilan bir ¢alismada varikoselli testiste ERS’nin aktif oldugu ve UPR
yolaklarindan IRE1/JNK/XBP1 yolaginin rol oynadigi ve ERS iligkili kaspaz-3 aracili

hiicre 6limiiniin gergeklestigi gosterilmistir [73].

Tiiketilen gidalarin, ilaglarin ve, hava kaynakli toksinlerin asir1 dozlarmin ERS
aracili testikiiler disfonksiyonla iligkilerini arastiran g¢esitli ¢alismalar yapilmistir.
Ornegin, kanser tedavisinde kemoterapi ajani olarak kullanilan busulfanm, testikiiler
hacmi azaltmasi ve azoospermiye neden olmasi gibi iireme sistemi iizerine toksik
etkilerinin  oldugu Dbilinmekle beraber molekiiler mekanizmast tam olarak
aciklanamamigtir. 2022°de yayimlanan bir c¢alismada busulfana maruz birakilan
farelerde sperm sayisi, hareketlik ve normal morfoloji oranlarinda diisiis oldugu, ve kan-
testis bariyerinde hasarlanma oldugu  bulunmustur. Bununla birlikte kan-testis

bariyerindeki bozuklugun PERK-elF2a yolagiyla indiiklendigi gosterilmistir [74].



Kadmiyum, bisfenol A, dietilstilbestrol ve kirli havadaki partikiillere maruz kalinmasi
sonucu ile de testiste UPR yolaklarinin ozellikle IREla-XBP1 sinyalizasyonunun
aktiflestigi farkli caligmalarda gosterilmistir [24,25]. Spermatogenezin siirdiiriilebilmesi
icin testis sicakliginin normal viicut sicakligindan daha diisiik olmasi gerekmektedir.
Testis sicakligindaki artis, ERS’nin indiiklenmesi ve spermatositlerin CHOP, kaspaz-3
ve fosforile edilmis mitojenle aktive olan protein kinaz 9 (MAPK-9) aracili apoptozuyla
iliskilendirilmistir [24]. Yapilan bir baska calismada ise sicaklik artis1 ile gerceklesen
apoptozda ATF6 ve PERK proteinlerinin énemli rol aldigi ve bu durumu melatonin
takviyesiyle onleyebildikleri gosterilmistir [75]. 2019 ve 2021 yillarinda yayimlanan iki
farkli fare modeli c¢alismasinda ise di-2-(etilheksil) ftalat (DEHP) maruziyeti
durumunda ERS’nin N-kaderin ekspresyonunu azaltarak seminifer tiibiillerin mesafesini
arttirdigy, IRE-7a, JNK ve CHOP ekspresyonunun arttirdigi ve semifer tiibiillerde germ
hiicre apoptozunu uyardigi gosterilmistir [76,77]. Sitrinin ve mikrosistin-LR ise dogada
bulunan ve iireme sistemini biiyiik Ol¢iide etkileyen toksinlerdir. Yapilan bir hiicre
kiiltiiri calismasinda mikrosistin-LR’nin ER fonksiyonunu bozarak Sertoli hiicrelerinin
apoptozuna sebep oldugu ve bir baska fare calismasinda ise sitrinin maruziyetinin IRE1,
ATF6, CHOP ve GRP78 proteinlerini arttirdigi ve kan-testis bariyerinin bozulmasiyla
beraber androjen bozukluguna, sperm kalitesinde azalma ve testiste histopatolojik
hasara sebep oldugu gosterilmistir. Diger yandan, testis dokusunun karacigerden sonra

mikrosistin-LR’in ikin ikinci etki organi oldugu tespit edilmistir [78,79].

2022’de yayimlanan fare modeli ve hiicre kiiltiirii ¢alismalarinin yapildigi bir
aragtirmada ise yaslanmayla beraber ERS’nin arttig1 ve Leydig hiicrelerinde sirkadyen
saat tizerine olumsuz etkisi yaptig1 , steroidojenik genlerin ekspresyonunu ve testosteron

sentezini baskiladig elde edilmistir [26].

B vitamini tlirevlerinden biri olan folik asit, her giin viicuda alinmasi gereken ve
cesitli hiicresel aktivitelerde rol alan molekiildiir. Kadinlarda hamilelik doneminde fetal
noral tiip gelisimde kritik 6nemiyle beraber erkek lireme sisteminde de etkilidir. Folik
asit eksikliginin erkeklerde fertiliteyi olumsuz olarak etkiledigi bir¢ok calismayla
gosterilmistir. 2021 yilinda yayimlanan bir ¢alismada in vivo ve in vitro olarak folik asit
eksikliginin Caveolin-1 (Cav-1) ekspresyonunu azaltarak ERS’ni indiikledigi, PERK-
elF2a-ATF4-CHOP yolag1 ile testikiiller yapiya hasar verdigi ve sperm

konsantrasyonunu azalttigi gosterilmistir [80].



Metabolik sendromun ERS ile iliskisi daha Once gosterilmistir. Metabolik
sendrom patolojisinde bulunan parametrelerin testis fonksiyonuna etkisi ve ERS aracili
etki mekanizmalart {izerine ¢esitli ¢aligmalar yapilmaktadir. Tip 2 diyabet,
hiperkolesterolemi ve bati tarzi diyet, mekanizmalar1 tam olarak bilinmese de diisiik
testosteron seviyeleriyle iliskilendirilmistir. 2018 yilinda yayimlanan bir c¢alismada
yuksek kalorili beslenen siganlarda testosteron seviyeleri, testikiiler yapisi, fonksiyonu,
steroidojenik enzim ve ERS iligkili genlerin seviyeleri analiz edilmistir. Bu analiz
sonucunda yiiksek kalorili diyetin Leydig hiicrelerinde kolesterol birikimine neden
oldugu ve bununla beraber steroidojenik enzim ekspresyonunun ¢apraz ERS ve ATF6
yolagini indiiklendigi, sonucunda da testosteron seviyesinde azalma oldugu saptanmistir
[27]. 2023’te yayimlanmig bir ¢alismada ise yiiksek yagl diyet ile diyabetik model
sicanlar, glukoz seviyesini diizenleyen hormon olan glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1)
agonisti olan ‘exenatide’ (antidiyabetik ilag) ile tedavi edilmistir. Yapilan analizler
sonucu GLP-1’in apoptoz, oksidatif stres ve ERS’ni diizenleyerek testikiiler hiicrelerde
koruyucu etki saglayabilecegi gosterilmistir [81]. Doymus yag asitlerinden biri olan
palmitik asidin (PA) artmis seviyesi dislipidemi ile baglantilidir. PA’nin ayn1 zamanda
mekanizmasi belirsiz olsa da testis i¢in toksik etkisinin oldugu bilinmektedir. 2022’de
yaymmlanan bir ¢alismada PA aracili protein palmitoilasyonunun testis lizerine etkisi
aragtirtlmistir. Yapilan insan serum Orneklerinin, fare deneylerinin ve hiicre kiiltiiriiniin
analizleri sonucunda PA’nin Sertoli hiicrelerinde &zellikle PERK yolagiyla ERS’ni
indiikleyerek yapisal bozukluga ve kan-testis bariyerinde hasara sebep oldugunu ortaya

koymustur [82].

ERS sensorlerinin artmig seviyesinin her ne kadar testikiiler disfonksiyona etkisi
olsa da bu proteinlerden bazilarinin susturulmus ifadelerinin testis {izerinde negatif
etkilerinin oldugu da gosterilmistir. Ornegin farelerde HSPA5 (GRP78) geninin
delesyonunda biiyiik Olciide germ hiicrelerinin  kaybi ve seminifer tiibiillerin
dejenerasyonu gozlenmistir. Bunun sonucunda ise spermatogenik arrest, testis atrofisi
ve infertilite gelismektedir [29]. 2021°de yayinlanan bir ¢alismada ATF6’nin,
spermatogenez i¢in gerekli olan testis spesifik serin/treonin protein kinaz 4’ (TSSK4)
diizenledigi ve ATF6 eksikliginde diisiik TSSK4 ekspresyonu sonucunada fertilitenin

etkilenebilecegi gosterilmistir [28].



2.3.4. Erkek infertilitesinde Vitamin D’nin Etkisi

Gilines 1sinlariin etkisi ile ve gidalardan dogal olarak viicuda alinan VitD,
ozellikle karaciger ve bobreklerde kalsiyum ve fosfor homeostazinin onemli bir
bilesenidir [33]. VitD’nin, karaciger ve bobrek haricinde farkli dokular1 da etkileyen Tip
1 diyabet, romatoid artrit, kardiyovaskiiler hastaliklar gibi ¢esitli patolojik durumlar
tizerine etkisi farkli caligmalarla gdsterilmistir [35]. Son zamanlarda ise VitD’nin erkek
infertilisindeki roli, testisteki fonksiyonu cesitli in vitro, ex vivo, in vivo ve klinik
calismalarla incelenmektedir. VDR ’nin (6zellikle spermatogonia, spermatosit ve Sertoli
hiicrelerinde) ve VitD’yi metabolize eden enzimlerin erkek iireme sisteminde
ekspresyonunun saptanmasi VitD’nin 6nemini artirmakla beraber heniiz tam olarak
mekanizmasi anlagilmamistir [33,35]. VDR, insan sperminin post-akrozom bdlgesi,
boyun ve orta kisminda heterojen bir yapida bulunmustur. Sican testisinde ise RXR’nin
alt tiplerinin ve diger VitD metabolize eden enzimlerin Leydig hiicrelerinde, Sertoli
hiicrelerinde ve germ hiicrelerindeki ekspresyonu gosterilmistir [35]. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda tartigmali olmakla beraber VitD’nin testiste testosteron iiretimiyle tutarsiz bir
iligkisinin  bulundugu, estradiol iiretimine etkisinin olmadigi ancak, sperm
hareketliligine, kapasitasyonuna ve akrozom reaksiyonuna etkisiyle semen kalitesine

pozitif katki sagladigi gosterilmistir [33,35].

2015-2016 yillar1 arasinda 117 Urdiinlii erkegin katildigi ¢alismada VitD’ nin
etkisi ti¢ grup altinda incelenmistir: kontrol, idiyopatik infertil ve sekonder infertil.
Analizler sonucunda idiyopatik infertil bireylerde diger iki gruba gore daha diigiik VitD
seviyesinin oldugu saptanmis ve bu hastalara VitD takviyesi uygulanmistir. Tedavi
sonucunda sperm hareketliliginde artis gozlenmekle beraber konsantrasyonu ve
morfolojisi ile anlamli bir iliski saptanmamustir [83]. iran’da 2018-2019 arasinda 119
infertil erkegin katildig1 bir ¢alismada VitD seviyesine gore {i¢ farkli gruba ayirarak
semen parametleri ve testosteron gibi hormonlarin seviyeleri karsilastirilmistir. Bu
calisma sonucunda VitD seviyesinin semen hacmi, sperm morfolojisi, sayisi,
hareketliligi ve testosteron parametreleri lizerine pozitif etkisinin oldugu gosterilmistir
[84]. 2023 yilinda yayimlanan bir Mendeliyen randomizasyon ¢alismasinda hem Tip 2
diyabet, sigara, viicut kitle indeksi ve koroner arter hastaligi iliskili SNP’ler hem de

SNP’lerden bagimisiz olarak VitD’nin erkek infertilitesi tizerine etkisi analiz edilmistir.



Her iki sonugta da artmis 25(OH)D seviyesinin erkek infertilitesindeki riskin

azalmasiyla iligkili oldugu goésterilmistir [85].

Metabolik sendromun diyabet gibi parametrelerinin olusturuldugu model
hayvanlarda vitaminin D ve infertiliteyle olan iliskisi de calisilmistir. Ornegin; 2016°da
yayimlanan bir ¢alismada diyabetik sigan modelleri olusturulmus ve kontrol gruplariyla
beraber 12 haftalik siiregte iki farkli dozda vitamin D (1,25(OH)D3) takviyesi
uygulanmistir. Yapilan analizler sonucunda diyabet ile azalmis serumdaki testosteron
orant ile iliskili oldugu ve spermatogenezin olumsuz etkiledigi saptanmistir. VitD’nin
tireme ile iligkili genleri ve testikiiler androjenin sentezini yiikselttigi ve hatta testikiiler
hiicrelerde kaspaz yolagini inhibe ederek koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir [86].
2019’da yayinlanan iki ¢aligmada ise diyabetik siganlarda VitD’nin artmis takviyesinin
instilin benzeri biliylime faktorii 1 (IGF-1) araciligiyla fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat 3-
kinaz/AKT serin/treonin kinaz (PI3SK/AKT) yolagmi aktive ederek testosteron
seviyesini arttirdigi [87] ve PPAR-g / doniistiiriicti bliytime faktorii-p (TGF-B) / NF-xB
yolagi iizerinden testikiiler patolojisinde diizeltici etkisinin oldugu bulunmustur [88].
2019°da yapilan bir bagka ¢alismada ise yiiksek yagli diyetin ve VitD eksikliginin erkek
infertilitesi lizerine etkisi incelenmistir. Calisma sonucunda yiiksek yagh diyetin adipoz
dokuda ve sicanlarin kilosunda artisa neden oldugu ve yiiksek yagli diyetle beslenen ve
VitD negatif olan siganlarin sperm hareketliliginde, mitokondriyal zar potansiyelinde ve

fertilitesinde azalma oldugu gozlemlenmistir [89].

Kanser tedavisinde kullanilan sisplatine maruz kalan siganlarla yapilan bir
caligmada vitamin D3 takviyesiyle beraber antidiyabetik bir ilag olan linagliptin tedavisi
uygulanmistir. 1kili tedavi sonucunda sisplatin maruziyetinin testis dokusunda
olusturdugu ERS belirteclerindeki, niikleer faktor kappa B alt birimi 1 (NF-xB) ve nitrik
oksit sentazin indiiklenebilir izoformu (iNOS) ekspresyonlarinda artisi ve steroidojenik
genlerin ekspresyonundaki diislisii diizenledigi ve testosteron seviyesinde artis oldugu
gosterilmistir [90]. 2021°de yayimlanan bir calismada ise oksidatif stres belirteglerinden
biri olan 4-hidroksinonenalin VitD eksikligi olan deneklerde daha yiiksek bulundugu ve

sperm sayisi, hareketliligi ve morfolojisinde ters etkisi oldugu gosterilmistir [91].

Vitamin D reseptorii geninin susturulmast (“knock-out”) ve silinmesi
yontemiyle de erkek infertilitesi {izerindeki etkisini inceleyen ¢esitli c¢aligmalar

yapilmistir. Ornegin, 2022°de yapilan bir ¢alismada VDR knock-out erkek farelerde



lipid metabolizmas1 ve androjen sentezine etkisi araciligiyla sperm kalitesinde diisiise
ve testosteron sentezindeki genlerin ekspresyonunun azalmasia sonug olarak erkek
fertilitesinde ciddi bir hasara neden oldugu gosterilmistir [92]. Bir bagka ¢alismada ise
testikiiler proteom analizinde VDR geni silinmis farelerde androjen sentezi igin gerekli
ve 6nemli bir enzim olan hidroksi-delta-5-steroid dehidrojenaz, 3 beta- ve steroid delta-
izomeraz 1 (HSD3B1) ekspresyonunun ciddi anlamda azaldigi bulunmustur. Yapilan
diger deneyler sonucunda da HSD3B1 geninin testis dokusunda yiiksek seviyede
ekspresyonunun oldugu, HSD3B1’in 5’ bélgesinde bulunan VDRE’ye VDR’nin
baglanarak genin ekspresyonunu arttirdigint dogrulamislar ve VDR ve HSD3B1 artmis

ekspresyonunun testosteron sentezini de arttirdigi gosterilmistir [93].

VDR polimorfizmlerinin VitD seviyesine etkisi ve bununla beraber erkek
infertilitesi lizerindeki etkilerini gosteren ve metabolik sendromla iligkisini arastiran

calismalar da bulunmaktadir [94,95].

2.4. TEZ CALISMASINDA ARASTIRILAN GENLER

2.4.1. Endoplazmik Retikulum Stresi ile Iliskili Genler

PERK, IRE1l, ATF6, ATF4, GRP78 ve CHOP endoplazmik retikulum stresi
meydana geldiginde homeostazin dengelenmesi i¢in aktiflesen UPR veya siddetli
durumda ise UPR bagimli/bagimsiz ger¢eklesen hiicre 6liimii mekanizmalarinda 6nemli

proteinlerdir.
VDR ve ERp57, VitD aktivasyonu ile iliskilendirilmis 6nemli bir proteinlerdir.

GRP78: Kabul edilen ile HSPAS; 1s1 sok protein ailesi A (Hsp70) iiyesi 5 BIP;
HEL-S-89n olarak da bilinmektedir. Yapisal olarak iki bolgesi bulunmaktadir: ATP
baglayict bolge (ABD) ve substrat baglayici bolge (SBD). Bu genin kodladig1 protein
molekiiler saperon olarak gorev almaktadir ve normal sartlarda endoplazmik
retikulumun ltimeninde UPR sensorleri olan ATF6, IRE1 ve PERK proteinlerine bagli,

pasif sekilde bulunmaktadir. Katlanmamis veya yanlis katlanmis proteinlerin arttigi



durumda yani stres olustugunda GRP78, UPR sensorlerinden ayrilir ve ERAD sistemi
indiiklenir. GRP78’in saperon 6zelligi disinda baska fonksiyonlar1 da bulunmaktadir.
Ornegin, diger ER proteinlerden az da olsa Ca*? baglama kapasitesiyle kalsiyum
homeostazinda aktif rol alir. Bunun yan1 sira gesitli ¢alismalarla bazi viriislerin konak
hiicreye giriginde ve enfeksiyonunda temel rol aldig1 ve farelerle yapilan bir ¢aligmada
ise embriyogenezde de rol aldigi gosterilmistir. GRP78, ER limeni harici hiicre
yiizeyinde (CS-GRP78) de konumlanmakta ve c¢esitli hiicre sinyalizasyonunda,
proliferasyonunda, apoptoz ve inflamasyonda gorev almaktadir. Ayni zamanda CS-
GRP78 hiicrelerde otoimmiin yanita sebep olmaktadir ve kanser gibi c¢esitli
patofizyolojik kosullarla iliskilendirilmistir [96,97]. GRP78, kalsiyum baglayici
proteinle iliskili olarak insan ve sigan spermlerinin plazma zarinda, spermatositlerde,
epididimal epitelyumda da saptanmigtir. GRP78 polimorfizmleri ya da azalmis
ekspresyon seviyeleri  astenozoospermi (hareketli sperm oraninda azalma) ile
iliskilendirilmistir. Domuz spermleriyle yapilan bir ¢alismada, GRP78’in inhibisyonu
sonucunda PI3K/PDK1/AKT yolak iliskili proteinlerin seviyelerinde degisime oldugu
ve sperm hareketliligini ve hiicre canliligin1 6nemli oranda azalttig1 gosterilmistir [98].
Birgok fonksiyonu bulunan GRP78 proteininin embriyonik gelisimde, kanser
hiicrelerinin malignitesi ve metastaz iizerinde, kemoterapi ve ilag¢ direncliligindeki
etkisiyle meme, akciger gibi cesitli kanser tiplerinde ve norolojik hastaliklarda etkisi

bulunmaktadir [99].

PERK: Okaryotik translasyon baslangic faktdrii 2 alfa kinaz 3 olarak
adlandirilan (EIF2AK3) bu gen 21 ekzondan olusmaktadir. 541 tiirde ortolog geni
bulunmaktadir. PERK geninden kodlanan protein, translasyonun baslamasinda ve
baskilanmasinda gorev almaktadir. ER yiizeyinde bulunan PERK, ii¢ UPR sensoriinden
biridir. UPR mekanizmasi ile ERS baskilanarak homeostazin dengelenmesi saglanir ya
da ERS sonucunda hiicre 6limiine giden siire¢ baslatilmig olur. GRP78’in ayrilmasi
sonucunda aktiflesen PERK, Okaryotik baslangi¢ faktorii 2°nin a alt-iinitesini (elF2a)
fosforile eder. Bu fosforilasyon ile aktiflesmis olan yolagin devaminda ATF4 gibi ilgili
genleri translasyonel seviyede diizenler. ATF4 ise sonrasinda CHOP gibi proapoptotik
genlerin ekspresyonunu regiile eder. Norodejeneratif hastaliklarda, alkolik olmayan
yagl karaciger hastaliginda, farkli kanser tiplerinde HIV-1 ekspresyonu iizerine etkileri
gosterilmistir. Bu gendeki mutasyonlar neonatal diyabet tanisiyla takibi yapilan

Wolcott-Rallison sendromuyla da iligkilidir [100,101].



IREL1: Transmembran bir protein kinaz olan inositol gerektiren enzim 1°i
kodlayan bu gen kabul edilen adiyla ERN1 (endoplazmik retikulumdan g¢ekirdege
sinyallesme 1), IRE1P; IREla; hIRElp olarak da bilinmektedir. IRE1 proteini,
endoplazmik retikulum, mitokondri, niikleer i¢ zar ve sitoplazmada konumlanmistir
[102]. Okaryotlarda bulunan en yiiksek oranda korunmus UPR sensorii olan IREI,
luminal ER stres algilama bolgesi ve kinaz ve RNA endoniikleaz (RNaz) aktivitelerine
sahip sitoplazmik bolgesi olmak tizere iki domainden olusmaktadir. IRE1, ERS
meydana geldiginde stres siddetine bagli olarak {i¢ farkli sinyal yolagi iizerinden aktif
olur. GRP78’in ayrilmasiyla ilk olarak otofosforilasyon sonrasi gesitli biyolojik
yolaklarda rol alan XBP1’in translasyonu sirasinda 26 niikleotidlik farkla isler ve bu
yolakla homeostazin diizenlenmesi i¢in ilgili genlerin ekspresyonlari regiile edilir. Diger
yolak ise IRE1 bagimli bozunma mekanizmasinin aktiflesmesidir. Bu mekanizma,
stresin azaltilmasinda ER’ye giren proteinlerin sayisinin azaltarak destek oldugu gibi
mRNA’larin ya da miRNA’larin rastgele yikimimi da indiikleyebilmektedir. Aktif
oldugu 3. mekanizmada ise TRAF2’ye baglanarak JNK sinyali ile apoptoz
indiiklenmektedir [103]. IRE1-XBP1 yolaginin obezite, metabolik sendrom, kanser ve
norodejeneratif hastaliklar iliskisi bulunmustur. XBP1 seviyesinin artmasi, azalmasi ya
da XBP1’in indiikledigi MAPK, JNK, JUN gibi yolaklarin aktivasyonu sonucu farkli bir
cok hastaligin patogenezinde rol almaktadir ayn1 zamanda bu hastaliklarin tedavisi i¢in

onemli bir faktor olmaktadir [101,103].

ATF6: Bir transmembran protein olan, aktive edici transkripsiyon faktori 6’y1
kodlayan bu gen ACHM7; ATF6A; ATP6alfa olarak da bilinmektedir ve bu genin
kodladig1 protein UPR sensorlerinden sonuncusudur. Endoplazmik retikulumda, golgi
aygitinda, niikleusta ve sitozolde bulunur [104]. ATF6 diger iki UPR sensoriinden farkli
olarak GRP78’in ayrilmasindan sonra fosforilasyon gerceklesmez. Yapisinda bulunan
disiilfid baglar1 azalarak iki bolge seklinde islenmek tizere Golgi aygitina dogru hareket
eder. Burada parcalanarak boliinmiis ATF6 niikleusa gider ve daha ¢ok ERS’yi
baskilayacak genlerin ekspresyonunu indiikler [101]. ATF6 bu fonksiyonlartyla iliskili
olarak cesitli hastaliklarda calisilmistir. Ornegin; ATF6, ERS ile iliskili olarak
miyokardiyal iskemi/reperfiizyon hasarini da azalttigi gosterilmistir [105]. ATF6’daki

polimorfizmler diyabet ve artmis plazma kolesterol seviyesiyle iligskilendirilmistir [104].



ATF4: CREB benzeri proteinlerin de dahil oldugu DNA baglayici protein
ailesinden biri olan aktive edici transkripsiyon faktorii 4’1 kodlayan bu gen CREBZ;
TXREB; CREB-2; TAXREBG67 olarak da bilinmektedir. ATF4, 16sin fermuar bolgesini
bulundurur ve bdylelikle DNA baglanmasini gerceklestirir [106]. Aktiflesen UPR
mekanizmasinda PERK’in aktivasyonu ile regiile olan ATF4 birgok farkli geni regiile
ederek cesitli biyolojik yolaklarda aktif olmaktadir. Temelde gorevi ERS durumunda
yanlis katlanmis proteinlerin giderilmesi ic¢in otofajiyi indiiklemek olan ATF4 farkli
patolojik durumlarla da iliskilendirilmistir. Ornegin: matriseliiler glikoprotein ailesinden
biri olan trombospondin 1 (Thbs1) aracilit PERK-ATF4 aktivasyonunu ile indiiklenmis
otofajinin stresli bir kalpte kardiyak atrofi iizerindeki etkisiyle 6nemli bir diizenleyici
oldugu gosterilmistir [107]. Baska birbiriyle iliskili yapilan ¢aligmalarda ise ATF4’iin
knock-out durumunda alkolik steatozda, lipojenik genlerin ekspresyonunu inhibe ederek
alkolik steatozu hafiflettigini, mitokondriyal biyogenezi diizenledigi, alkole bagh

oksidatif stresi ve apoptozu azalttig1 gosterilmistir [108].

CHOP: Kabul edilen sembolii ile DDIT3 (DNA hasari indiikleyici transkript 3)
CEBPZ, CHOP10, CHOP-10, GADD153, AItDDIT3, C/EBPzeta olarak da
bilinmektedir. C/EBP ailesine iiye olan bu transkript faktorii, CHOP (C/EBP homolog
protein) niikleusta, sitoplazmada ve ge¢ endozomlarda bulunmaktadir [109]. Bu genin
kodladig1 protein N-terminal transkripsiyonel aktivasyon ve C-terminal bazik-16sin
fermuar bolgesi olmak iizere iki domainden olugmaktadir ve bZIP bolgesi CHOP
tarafindan indiiklenmis apoptozda 6nemli rol oynamaktadir. Normal kosullarda diisiik
seviyede bulunan CHOP, ERS kosullar1 sirasinda PERK/ATF4, IRE1 ve ATF6/XBP1
yolaklar1 tarafindan indiiklenmektedir. Siddetli ERS durumunda mitokondri bagimh
yolak, 6liim reseptorii yolagi, DNA hasar proteiniyle interaksiyonu, ER oksirediiktaz 1
alfa (EROIa) ekspresyonunu arttirarak ROS tepkimelerini baglatilmasi iizerinden ve ya
hiicre dongiisiinii durdurarak apoptoz ve otofajide farkli i¢sel ve digsal yolaklarla hiicre
6liimiine sebep olmaktadir. CHOP bircok farkli fonksiyondaki genlerin ekspresyonunu
regiile etmektedir. Anti-apoptotik genleri baskilarken pro-apoptotik genleri
indiikleyerek apoptozu baslatmaktadir. ERS kaynakli apoptozda kilit bir protein olan
CHOP klinik olarak da dnem tasimaktadir. Cesitli patolojik durumlarda aktif oldugu
yolaklarin tanimlanmasi ilgili durumun tedavisine katki saglayacaktir. Tam olarak
islevsel amaci bilinmese de mikrobiyal, bakteriyel ve viriis enfeksiyonlarinda, bazi

kanserlerde, ndrolojik hastaliklarda ve metabolik bozukluklarda énemli fonksiyonlari



gosterilmistir [110]. 2019°da yayinlanan bir ¢alismada yiiksek glukoz seviyesinin
CHOP ekspresyonunu arttirdigt ve PGC-/o’nin ekspresyonunu inhibe ettigini ve
CHOP’un susturuldugu durumda ise artan PGC-/a seviyesi ile pankreas f hiicrelerinde

apoptozun azaldigi gosterilmistir [111].

2.4.2. Vitamin D ile Tliskili Genler

VDR: Vitamin D3 reseptor geni NR1I1 ve PPP1R163 olarak da bilinmektedir
ve ligand ile indiiklenebilir transkripsiyon faktorlerinin niikleer hormon reseptor siiper
ailesinin iiyesi olan bir proteini kodlamaktadir. Ince bagirsak, duodenum ve kolonda
yiiksek miktarda eksprese olmasinin yaninda 14 farkli dokuda da ekspresyonu
gosterilmistir [112]. Karaciger ve bobrekteki mekanizmalardan sonra aktif formuna
doniisen VitD’nin, VDR ile interaksiyonu sonucu ilgili dokulardaki fonksiyonunu daha
etkin gosterdigi bilinmektedir. Bagisiklik sistemleri, otoimmiin hastaliklar ve cesitli
patofizyolojik durumlarda c¢esitli genleri regiile ederek iyilestirici etkisi ortaya
konulmustur [113]. 2021°de yayinlanan bir ¢alismada VDR knockout farelerde hepatik
iskemi ve reperfiizyon (IR) hasarinda VDR ve ERS iliskisi aragtirllmigtir. Sonug olarak,
VDR’nin ERS kaynakli otofajiyi diizenleyerek karaciger hasarinin azalttig
inflamasyonu inhibe ettigi gosterilmistir [114]. 2023°de yayinlanan prostat kanseri
lizerine olan bir caligmada ise VDR ’nin aktivitesine bakilmistir. VDR ’nin bir¢ok kanser
tiriinde ekspresyon seviyesinin azaldigmin bilinmesinin iizere bu g¢aligmada VDR
sinyalinin androjenik sinyali negatif olarak diizenledigi ve VitD’nin PERK ve IRE1

ekspresyon seviyesini negatif olarak diizenledigini bulmuslardir [115].

ERp57: Endoplazmik retikulum yerlesik protein 57 kabul edilen semboliiyle
PDIAS, P58, ER60, ERp57, ERp60, ERp61, GRP57, GRPS58, PI-PLC, HsT17083, HEL-
S-269 ve HEL-S-93n olarak da bilinmektedir. Protein disiilfid izomerazlar ailesinden
olan, disiilfid baglariyla glikoproteinlerin katlanmasini saglayan bu endoplazmik
retikulum proteini saperon olarak da gorev yapmaktadir [116]. Sonrasinda ise VitD’nin
hizli aktivasyonunda 1a,25(OH)2D3 i¢in hiicre ylizey reseptorii gibi islev gordiigii
bulunmustur. Bunun yan1 sira beyinde VDR az eksprese olurken ERpS7°nin VDR’den
daha fazla eksprese olmasi VitD aktivasyonu i¢in tek regiilator olacagin1 bile

diistindiirtmektedir [117]. ERp57 ayni1 zamanda kalsiyum, sodyum ve kloriir alimini



diizenlemekte, apoptotik sinyalizasyona da katilmakta ve monosit/makrofaj
farklilasmasinda rolii bulunmaktadir [118]. Niikleus, endoplazmik retikulum,
mitokondri ve hiicre ylizeyinde bulunan ERp57 ¢esitli fizyolojik durumda aktiftir hatta
ERp57, sperm basinda da bulunmustur ve dollenme igin gerekli olacagi
diistiniilmektedir. Norolojik hastaliklar, kanser ve bulasici hastaliklar gibi patolojik

durumlarin tanisinda ve tedavisinde inhibitor yada aktivator olarak énemli bir faktordiir

[117].

2.4.3. Testis Fonksiyonu ile Tlgili Secilen Gen

CYP19A1: Sitokrom P450 aile 19 alt aile A iiye 1 adli bu gen ARO, AROL,
CPV1, CYAR, CYP19, CYPXIX ve P-450AROM olarak da bilinmektedir ve aromataz
adli enzimi kodlamaktadir. Bu enzim androjenleri Ostrojene c¢evirmektedir
(aromatizasyon). Aromatoz, endoplazmik retikulumda lokalizedir [119]. Genin
promotor bolgesindeki farkliliklar sayesinde dokuya 6zgii transkriptleri bulunmaktadir
ve aromataz, kadin ve erkekteki gonadlarin haricinde plasenta, beyin, karaciger, kas,
prostat, meme gibi bir ¢ok dokuda bulunmaktadir. Ostrojen, kadin iireme sisteminin
temelinde ve regiilasyonu i¢in 6nemlidir ve oositlerin gelisiminde hiicrelerde aromataz
ekspresyonu gergeklesmektedir. Erkeklerde Leydig hiicrelerinde iiretilen androjenler ise
Sertoli hiicrelerinde eksprese edilen aromataz araciligiyla 6strojene doniistiiriilmektedir.
Testisteki aromataz ekspresyonunun spermatogenezde Onemli endokrin etkileri
bulunmaktadir. Kemik homeostazi, immiin homeostazi, apoptoza karsi antagonist
ozellik ve glukogenezdeki etkileri gibi farkli biyolojik mekanizmada etkili olan
Ostrojen/aromataz iligkisindeki dengesizlik, artmis veya azalmis seviyelerde infertilite,
kanser, norolojik hastaliklar ve metabolik hastaliklar gibi patolojik durumlarla

iliskilendirilmistir [120].

Hipotalamus tarafindan fretilen luteinizan hormon (LH) ve folikiil uyarici
hormon (FSH) testiste geri doniistimlii bir mekanizmaya katilmaktadirlar. FSH Sertoli
hiicreleri i¢in gereklidir, LH ise Leydig hiicrelerini uyararak testosteron liretimini saglar
ve testosteron aromataz araciligiyla Ostrojenin predominant formu olan estradiole
dontistiirtiliir. Artmis testosteron ve Ostrojen ise FSH ve LH hormonlarinin {iretimini
azaltmaktadir [121]. Erektil fonksiyon, libido ve spermatogenez igin O6nemli olan

Ostrojen ve testosteronun bu donilislimlii mekanizmasimin dengesinin bozulmasi



infertiliteyle sonuglanabilmektedir [122]. Tikanikliga bagli olmayan (non-obstriiktif)
azoospermi ve oligozospermide artmig aromataz seviyesi sebebiyle diisiik
testosteron:dstrojen seviyesi gortilmistiir. Yagh dokudaki artmis aromataz seviyesi ise
testosteron seviyesinin azalip Ostrojen seviyesinin artmasina sebep olmasi dolayisiyla
obezite ve erkek infertilitesi arasindaki iligkiyi de kuvvetlendirmektedir. Bu nedenlerle
ve de yaslanmayla beraber azalmis testosteron seviyesinin varliginda tedavi olarak ya da
tedaviye ek olarak aromataz inhibitorleri kullanilmaktadir [121]. Ancak, tedavi olarak
kullanilsa da aromatazin kemik homeostazinda etkin olmasi, osteoporozu tetiklemesi

gibi dezavantajlar1 olabilecegi diisiiniilmektedir.

Aromataz inhibitorlerinin ¢ogunlukla kullanildigi patolojik durum ise meme
kanseridir. 2021°de yayinlanan bir calismada iyonize radyasyon tedavisi ile meme
kanser hiicrelerinde endoplazmik retikulum stresinin indiiklenerek CYP19A1 geninin
ekspresyonunu azalttigt bdylelikle de estradiol iiretimininin azalmasiyla kanser

hiicrelerinin ¢ogalmasini inhibe ettigini gostermislerdir [123].

2.4.2 Kontrol Geni

ACTB: Aktin beta geni yiiksek seviyede korunmus aktin proteinlerinden birini
kodlamaktadir. Bu protein hiicre yapisi, hareketi ve hiicre i¢i sinyalizasyonda 6nemlidir
[124]. Bir tiiriin tiim doku ve hiicrelerinde stabil ekspresyon seviyesi olan ve bu nedenle
“housekeeping” gen olarak adlandirilan genler kantitatif gercek zamanli PCR (QRT-
PCR) veya diger farkli yontemlerde endojen kontrol olarak kullanilmaktadir. Bu
yaklasim ile gen ekspresyon deneylerinde arastirilan genlerin ekspresyon seviyelerinin
normalizasyonu yapilmakta ve relatif kantitasyon degerleri hesaplanabilmektedir [125].
Bu tez ¢alismasi kapsaminda ACTB gen ekspresyon seviyeleri qRT-PCR yonteminde

normalizasyon amact ile kullanildu.



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlari

Tez c¢alismasinda kullanilan testis dokulari daha Once yiiriitiilmiis olan
“Metabolik Sendromlu Sicanlarda Vitamin D’nin Aterogenezle iliskili Aday Genlerin
ifade Diizeyine Etkisi” baslikl1 projeye ait arsiv dokulardir [126]. Belirtilen proje i¢in
deney hayvanlarmin temini ve MetS sigan modelinin olusturulmas: Istanbul Mehmet
Akif Ersoy Deneysel Arastirma Gelistirme ve Egitim Merkezi’'nde gergeklestirilmistir.
Testis dokular1 belirtilen ¢alisma kapsaminda sakrifiye edilen siganlardan diseksiyon
sonrasinda sivi azotta sok dondurulmus ve genetik analizlere kadar -80°C’de uygun

kosullarda saklanmuistir.

Bu tez caligmasinda kullanilan testis dokular i¢in Istanbul Mehmet Akif Ersoy
Deneysel Arastirma Gelistirme ve Egitim Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu
tarafindan 2022/2 sayili kararla HADYEK iznine gerek olmadigi belirtilmistir.

3.2. Gerecler

3.2.1. Cihazlar

+4°C sogutucu (Argelik)

-20°C sogutucu (Argelik)

-80°C sogutucu (Thermo, Haier Biomedical)
Homojenitor (IKA, T 10 Ultra-Turrax)
Sogutmali santrifiij (Thermo Scientific)
Masa iistii santrifiij (Eppendorf)

Vorteks (Elektro-Mag M16)



Spin cihazi (Biosan, Combi-Spin, FVL-2400N)
Spektrofotometre — NanoDrop (Thermo Scientific)
Laminar akigh giivenlik kabini (RATEK A.S.)

Is1 dongii cihaz1 (T100, BioRad)

Gergek zamanli PCR cihazi (LightCycler 480, Roche)

3.2.2. Kitler

iScript tamamlayict DNA (cDNA) Sentez Kiti (Bio-Rad)
5x iScript Reaksiyon Cozeltisi

iIScript Revers Transkriptaz

Niikleazsiz su (Qiagen)

iTag Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad)

2x iTaq Univer SYBR Green Supermix (antikor aracili hot-start iTag DNA
polimeraz, deoksiniikleotitfosfatlar (ANTP), magnezyum kloriir (MgCl2), SYBR Green

I boya, enhancer, stabilizator, pasif referans boyalar (ROX ve floresans igeren))

Primer 50nM, 500baz

3.2.3. Kimyasallar

Trizol (Thermo Fisher)
Kloroform (Merck)

%100 Isopropanol (Sigma)
%75 Etanol (Merck)

GTC- Guanidinyum tiyosiyanat (4 M)



3.3. Yontemler
Tez calismasindaki deneysel siiregler 1.U. ITF Tibbi Genetik Anabilim Dali
laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Tez ¢alismasinda kullanilan yontem akis semasi

Sekil 14°te 6zetlenmistir.
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ve - 50°C'de saklanildi.

Student T testi
One-Way ANOWVA Testi

Spearman Mon-Parametrik
Korelasyon Testi

l

Sonuclann

degerlendirilmesi

Sekil 14: Tez galismasinda kullanilan yontem akis semasi

3.3.1. Orneklerin eldesi

Daha o6nceki ¢alisma [126] kapsaminda MetS deney hayvani modelinin olusturulmasi

amaci ile 32 adet 12 haftalik 300-350 gr agirliginda Sprague-Dawley 1rki erkek sicanlar
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kullanilmigtir. MetS sican modeli, 6zel diyet ile indiiklenerek (15 hafta boyunca
%10’luk fruktozlu su ve %17 yag ve %I17 fruktoz iceren yem ile beslenme)
olusturulmustur. Siganlar dort gruba ayrilmistir ve her gruba sekiz sigan dahil edilmistir:
1) metabolik sendrom olusturulan sican grubu (MS), 2) metabolik sendrom
olusturulduktan sonra VitD uygulanan grup (MSD), 3) sadece VitD uygulanan grup
(SKD) ve 4) uygulama yapilmayan kontrol grubu (SK). Deney, 15 haftalik takip
sonrasinda sonlandirilmistir. Vitamin D ilgili gruplardaki si¢anlara 3. haftadan itibaren
(170 1U/ hafta, oral) 12 hafta boyunca uygulanmistir. Siganlarin haftalik bel ve deri
kalinliklar1 ve diseksiyon Oncesi kulaktan aglik kan glukozu olgtimleri yapilmistir.
Uygulanan 6zel diyet ve yapilan dlgiimler sonucunda modelin olustugu gosterilmistir.
Diseksiyonu gergeklestirilen sicanlarin  dokular1 alinarak sivi  azot ile sok
dondurulmustur ve genetik analizler yapilana kadar -80°C’de uygun kosullarda

saklanmistir.

Sekil 15: Sigcanlardan testis dokusunun diseksiyonu
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Sekil 16: Disekte edilen testis dokusu

3.3.2. RNA’larin elde edilmesi

Eppendorf tiipler igerinde -80°C’de saklanmis olan testis dokular1 buz {izerinde
¢oziildiikten sonra her 6rnege 1 ml trizol eklendi. Homojenizatér kullanilarak buz

tizerinde homojenizasyon islemi gergeklestirildi.

- Her bir 6rnegin homojenizasyonu sonrasinda kontaminasyonu onlemek amaciyla
homojenizator ucu sirasiyla GTC soliisyonu, sodyum hidroksit (NaOH) ve DEPC’li

temiz su ile yikandi.
Homojenize edilmis dokulardan total RNA izolasyonu asagidaki gibi yapildi:

- Trizol ile muamele edilmis olan homojenatlara 200 pl kloroform eklenip 15 saniye

vorteks yapildi.



61

- 12.000 g’de 20 dakika +4°C’de santrifiij yapildiktan sonra iist s1v1 faz yeni tiiplere
alindi ve tzerlerine 550 pl +4°C’de sogutulmus %2100 isopropanol eklenerek

pipetlenerek karistirilda.
- -20 °C’de 2-18 saat inkiibasyon yapildi.
- Inkiibasyon sonunda 12.000 g’de 10 dakika +4°C’de santrifiij yapildi.
- Ust sivi faz atild1 ve 1 ml +4°C’de bulunan soguk %75 etanol eklendi.

9.000 g’de 5 dakika 4°C’de santrifiij yapildiktan sonra ist sivi faz atild1 ve %75’lik

etanol ile pipetlenerek yikama yapildi.

- Tipler ters gevrilerek pellet oda 1sisinda kurumaya birakildi. Ardindan, pelletler 100

ul, RNaz-icermeyen su ile sulandirilarak buz tlizerine alindi.

- Izole edilen total RNA &rneklerinin yogunluklar: ve Kaliteleri NanoDrop cihazi
kullanilarak 260 nm ve 280 nm ultraviyole dalga boylarindaki absorbsiyon degerleri

Olciilerek belirlendi.

- Ornekler, gen ekspresyon analizi yapilana kadar -80°C’de saklandh.

Sekil 17: Total RNA izolasyonu sirasinda pelletlerin kurutulmasi
asamast



3.3.3. cDNA Sentezi

Tez projesinin biitgesinden temin edilen iScript cDNA (Bio-Rad) sentez kitinin

protokolii uygulanarak ve 1 pg total RNA kullanilarak CDNA sentezi yapildi.

- 4 ul 5X reaksiyon karisimi, 1 pl iScript ters (reverse) transkriptaz ve hesaplanan
hacimlerde niikleazsiz su ve total RNA’lar toplam hacim 20 ul olacak sekilde

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) tiiplerine eklendi (Tablo 4).

Tablo 4: cDNA sentezi reaksiyon igerigi

Malzemeler Hacim
5X reaksiyon karigimi 4 ul
iScript ters (reverse) transkriptaz 1wl
Niikleazsiz su 15-x pl
Total RNA 1 ug (x pl)
Toplam 20 ul

Reaksiyon karigimi termal dongii cihazinda inkiibe edildi. Reaksiyon kosullari

asagidaki Tablo 5’teki gibidir:

Tablo 5: cDNA sentezi reaksiyon kosullar

Stire Ist
5 dakika 25°C
20 dakika 46 °C
1 dakika 95 °C
4°C
0
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- Elde edilen cDNA’lar bir gRT-PCR analizine kadar -20°C’de sakland.

Sekil 18: cDNA ornekleri

3.3.4. Primer Tasarim

Kantitatif gercek zamanli PCR analizi yapilacak olan Vdr geni ve ERS
yolaginda bulunan 7 gen (ERp57, Grp78, Chop, Perk, Irel, Atf6, Atf4), testikiiler
fonksiyon ile ilgili Cyp19al geni ve kontrol geni olarak beta aktin (Actb) i¢in genlere
0zgl primer tasarimlart manuel olarak gerceklestirildi. Primer tasariminda sirasiyla

asagidaki internet erisimli araglar kullanildi:

- Her bir genin gen dizisi bilgisi gen bankasi, niikleotid veritabanlar1 ve ¢esitli analiz
ve karsilastirma araglar1 iceren National Center for Biotechnology Information
(NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) ve ENSEMBL
(https://www.ensembl.org/index.html) veritabanlar1 kullanilarak arastirildi.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
https://www.ensembl.org/index.html

Arastirilan genin dizisine 6zgli primer ciftleri manuel olarak tasarlandi. Primer
tasarimlarinda miimkiin oldugu kosulda ekzon-ekzon birlesimini igermesi gozetildi.

Primer dizilerinin 6zgilliigi Blast programi (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi)

araciligiyla ile kontrol edildi.

Tasarlanan primerlerin GC igerigi (%50-55) ve ¢oziilme sicakliklar1 (“Temperature
of melting”; Tm=57-58°C ) Oligoanalyzer 3.0 programi

(https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) ile kontrol edildi. Ayni programin algoritmasi

kullanilarak olas1 sa¢ ilmegi (hairpin), palindrom yapilar1 ve primer dimer

olusumlar1 kontrol edildi.

ENSEMBL veritaban1 kullanilarak primerlerin tasarlandigi bolgedeki olasi
SNP’lerin varlig aragtirildi.

3.3.5. qRT-PCR Yontemi ile Gen Ekspresyon Analizi

Bu tez ¢aligmasinda arastirilan, Perk, Grp78, Atf6, Atf4, Irel, Chop, Erp57, Vdr,

Cypl9al ve kontrol geni olarak Actb genlerine ozel tasarlanan primerlerle iTaq

Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad) kitinin protokoliine uygun olarak gen

ekspresyon analizi yapildi.

Her bir gen i¢in asagidaki reaksiyon karisimi hazirlandi:
iTaq Universal SYBR Green Supermix 5ul
Primer ¢ifti (500nM/ul) 1ul
Niikleazsiz su 3ul

Her 6rnek i¢in 1 pul cDNA (1:10) kullanildi ve triplike ¢alisildi.


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://eu.idtdna.com/calc/analyzer

- Mikroplate tasarim 6rnegi:

1/Actb 2/Perk  3/Chop 4/Ire 5/Atf6 6/Atf4 7/Actb 8/Perk  9/Chop  10/Ire 11/Atf6  12/Atf4
Ornek1 Ornek1l Ornek1l Ornek1l Ornekl Ornek1l Ornek2 Ornek2 Ornek2 Ornek2 Ornek2 Ornek 2
Ornek1 Ornek1l Ornek1 Ornek1l Ornek1l Ornek1l Ornek2 Ornek2 Ornek2 Ornek2 Ornek2 Ornek 2
Ornek1 Ornek1l Ornek1l Ornekl Ornek1l Ornek1l Ornek2 Ornek2 Ornek2 Ornek2 Ornek2 Ornek2
Ornek3 Ornek3 Ornek3 Ornek3 Ornek3 Ornek3 Ornek4 Ornek4 Ornek4 Ornek4 Ornek4 Ornek 4
Ornek3 Ornek3 Ornek3 Ornek3 Ornek3 Ornek3 Ornek4 Ornek4 Ornek4 Ornek4 Ornek4 Ornek 4
Ornek3 Ornek3 Ornek3 Ornek3 Ornek3 Ornek3 Ornek4 Ornek4 Ornek4 Ornek4 Ornek4 Ornek 4
Ornek5 Ornek5 Ornek5 Ornek5 Ornek5 Ornek5 Ornek5 Ornek5 Ornek5 Ornek5 Ornek5 Ornek 5
Ornek5 Ornek5 Ornek5 Ornek5 Ornek5 Ornek5 Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif Negatif

I O™ mOO >

Sekil 19: Mikroplate tasarim 6rnegi

- 9000 g’de 1,5 dakika santrifiij yaptiktan sonra Light Cycler 480 (Roche) cihazina
yerlestirilip program baslatildi.

- PCR Kosullari:
Preinkiibasyon: 2 dakika > 95 °C
Amplifikasyon: 10 saniye > 95 °C
40 saniye > 60 °C 45 dongii
5 saniye > 60 °C
Coziilme egrisi: 5 saniye > 95 °C
1 dakika > 65 °C
Soguma: 10 saniye > 40 °C

- PCR progam bittikten sonra ¢oziilme egrileri (“melting curve, MC”) ve ¢oziilme
sicakligr (TM) ve esik dongiisii (‘Threshold cycle”, Ct degerleri) analiz edildi ve
kaydedildi.

3.3.6. Gen Ekspresyon Datasimin Analizi ve Istatiksel Analizler

gRT-PCR sonucunda elde edilen Ct degerleri ve kontrol genin Ct degerlerinin
ortalamalar1 alindi. Her genin ortCt degerinden kontrol genin ortCt degeri ¢ikarilarak
ACt degerleri hesaplandi. MS ve MSD gruplarinda bakilan her genin ACt degerlerinden
SK grubundaki bakilan genlerin ACt degerleri ¢ikarilarak AACt degerleri hesaplandi



(normalizasyon). Ardindan, ¢alisma gruplari normal kontrol ve VitD kontrol gruplari ile

karsilastirilarak (kalibrasyon) relatif kantitasyon (RQ) degerleri hesaplandi.
ACt = OrtCt(gen(x)) — OrtCt(kontrol gen(actb))
AACt = ACt (MS(gen(x))) - ACt (SK(gen(x)))
Relatif Kantitasyon = 2 {izeri -AACT

Istatistiksel analiz SPSS programi ver.29 (IBM Corp., AMAOK, NY)
kullanilarak gergeklestirildi ve gruplar arasi karsilastirmalar T testi, one-way ANOVA
ve Spearman non-parametrik korelasyon analizi ile yapildi. Analizler sonucunda p<0.05

degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.



4. BULGULAR

Daha o6nceki ¢aligmalar kapsaminda [126] MetS sican modeli olusturulmus ve
bu tez calismasinda ise si¢an testikiiler dokularinda MetS ile indiiklenen ERS hasarinda
VitD’nin etksinin incelenmesi amaci ile segilen genlerin ekspresyon seviyeleri
karsilastirildi. Calisma gruplari: SK, SKD, MS ve MSD. Endoplazmik retikulum stresi
yolaginda yer alan Perk, Irel, Atf6, Atf4 ve Chop; VitD ile iliski olan Vdr ve Erp57;
testis fonksiyonunun yorumlanabilmesi amaci ile Cypl9al genlerinin ekspresyon

analizi yapild1.

-Tez calismasinda, 32 Ornekten total RNA izole edildi. Dokulardan elde edilen
total RNA miktar1 ortalama 4800 ng’dir (3088,3-6061,4 ng).

4.1. Genlerin Testis Dokusunda Ekspresyonlarim1 Gosteren Biyoinformatik Analizi
Aragtirilan genlerin dokulara 6zgli gen ekspresyonlar1 ve testis dokusundaki

ekspresyon seviyeleri NCBI gene veritabaninda (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/)

arastirildi. Bu arastirmalarin sonuglart Sekil 20-28’da sunulmustur. Bu grafikler yapilan

caligmalarda normal dokulardan elde edilen degerleri yansitmaktadir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
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Eif2ak3 eukaryotic translation initiation factor 2 alpha kinase 3 [ Rattus norvegicus (Norway rat) ]
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\A rat RNA-Seq transcriptomic BodyMap across 11 organs and 4 developmental stages
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* Description: 320 RNA samples isolated from 11 organs (adrenal gland, brain, heart, kidney, liver, lung, muscle, spleen, thymus, and testes or uterus) from both sexes of Fischer

* Project title: A rat RNA-Seq transcriptomic BodyMap across 11 organs and 4 developmental stages
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Sekil 28: Siganlarda Cypl19al geninin 11 organda ekspresyon seviyesinin
gosterimi, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/25147#gene-

expression
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4.2. Gene ozgii Primer Tasarimi

Arastirilan genlerin NCBI ve ENSEMBL veritabanlarinda yer alan sigan (Rattus

Norvegicus referans genomu, mRatBN7.2) gen dizisi bilgileri kullanilarak tasarlanan

primerler dizileri Tablo 6’da belirtilmistir.

Tablo 6: Tez ¢aligmasinda kullanilan primer ¢iftlerine ait diziler

Genler Forward primer Reverse primer

Perk 5-CACAGGCAACGGAAGGAG-3’ 5-TCTGTTAGGTATCGGGACACG-3
Irel 5-ACCCTACCTACACAGTGGAC-3’ 5’-GAGCAATGACGTCCTCGTG-3
Atf6 5-TCAGCACGTTCCTGAGGA-3’ 5’-GGAGTCAGTCCATGTTCCGT-3’
Atf4 5-CTGGCTATGGATGGGTTGG-3’ 5’-GCATGGTTTCCAGGTCATCC-3’
Chop 5-ACTACTCTTGACCCTGCATCC-3’ 5’-GACCACTCTGTTTCCGTTTCC-3’
Grp78 5’-AAGGTCACCCATGCAGTTGT-3’ 5-AGCTGCTGTTGGCTCATTGA-3’
Erp57 5’-TGCCGATGGAATTGTCAGC-3’ 5-TCTCAAGTTGCTGGCTGC-3’

vdr 5-GATTCAGGGATCTCACCTCCG-3’ 5’-CCAGCTTTGGAGACATCGG-3’
Cypl9al 5-TGAGAGACGTGGAGACCTG-3’ 5’-GTACAGAGTGACGGACATGGT-3’
Actb 5-CCTTCCTTCCTGGGTATGGA-3’ 5-TGATCTTCATGGTGCTAGGAGC-3’

4.3. Gercek Zamanh Kantitatif PCR ile Gen Ekspresyon Analizi

Arastirilan genlerin ¢alisma gruplarindaki tiim orneklerde testis dokusuna 6zgii
ekspresyon analizi yapildi. Sekil 29-38’da amplifikasyon egrileri ve analiz edilen
¢oziilme egrilerine ornekler sunulmustur. Bu grafiklerde de triplike olarak ¢alisilan

orneklerin Ct degerlerinin tutarlilik gosterdigi ve standart sapmalarinin normal sinirlar
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icinde oldugu gozlendi (Sekil 29 ve Sekil 32). Triplike 6rnekler arasinda standart sapma
disinda kalan amplifikasyon degeri oldugu durumda analiz disinda birakildi. Coziilme
egrisi analizlerinde her gen i¢in tiim calisma grubu igerisinde ayni sicaklikta stabil
egrilerin elde edilmesi spesifik iirliniin amplifiye edildigini gostermistir (Sekil 30, Sekil
33-38).

Amplification Curves

Fluorescence (465-510)

Cyp19at Perk
Vdr,

Sekil 29: SK grubunda Actb, Perk, Vdr, Atf4 ve Cyp19al genlerinin amplifikasyon egrileri
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Sekil 30: SK grubunda Actb, Perk, Vdr, Atf4 ve Cyp19al genlerinin ¢oziilme egrileri
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Sekil 31: gRT-PCR analizinde SKD3 6rnegine ait gen amplifikasyon egrileri
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Sekil 33: MS4’te Perk geninin ¢oziilme egrileri
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Sekil 34: SK1, MS1 ve MSDI1 6rneklerinde Atf6 geninin ¢oziilme egrileri
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Sekil 35: MSD1-2-3-4-5 6rneklerinde Atf4 geninin ¢oziilme egrileri
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Sekil 36: Grp78 geninin ¢dziilme egrileri
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Sekil 37: SKD1-2-3-4-5 6rneklerinde Vdr geninin ¢6ziilme egrileri
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Sekil 38: SK7, SK9, MS9, MSD7 ve MSDS o6rneklerinde Cyp19al geninin ¢oziilme
egrileri

4.4. Gen Ekspresyon Verilerinin Analizi

VitD uygulamasinin saglikli dokulardaki gen ekspresyon seviyeleri lizerine
etkisinin arastirilmasi amaci ile SK ve SKD dokular1 arasindaki ACt degerleri Student T
testi ile analiz edildi. Arastirilan genler arasinda, Perk ve Atf4’iin ekspresyonlarinin
SKD grubunda Cypl19al’in ise SK grubunda daha yiiksek oldugu goriildii. Ancak, bu
degisimler istatistiksel olarak anlamli degildi (Tablo 7).



Tablo 7: Testis dokusunda VitD uygulamasinin kontrol gruplarinda karsilastiriimas.
Degerler mean Ct (=SD) degerlerini verilmistir. SK, saglikli kontrol; SKD, VitD
uygulanmig kontrol. P degeri Student T testi ile elde edilmistir.

Genler/Gruplar | SK SKD p Degeri
Grp78 3,80 (£0.50) 4,87 (£0.85) NS

Atf6 -0,26 (+0.11) -0,03 (0.15) NS
Perk 12,49 (+0.73) 11,89 (+1.85) 0,094
Irel 11,01 (£0.51) 11,04 (£1.23) NS
Chop 5,23 (+0.39) 4,89 (+0.31) NS

Atf4 4,16 (+0.25) 4,10 (£0.72) 0,077
vdr 13,33 (£1.15) 12,47 (+2.49) NS
Erp57 3,57 (+0.57) 3,89 (+0.68) NS
Cypl9al 11,86 (+0.75) 12,41 (x1.31) 0,096

MetS ile indiiklenen ERS varliginda (MetS) ve ek olarak VitD uygulamasi
sonrasinda aragtirilan genlerin testikiiler ekspresyonlarindaki (RQ) degisimler Student T
testi ile arastirildi (Tablo 8). MetS grubunda Grp78 ve o6zellikle Erp57°in (1.55 kat)
daha fazla ekpresyonunun oldugu belirlendi. Cyp19al geninin ekspresyonunun MSD
grubunda MetS grubuna kiyasla 5,58 kat daha yiiksek oldugu saptandi.



Tablo 8: Testis dokusunda VitD uygulamasinin MetS gruplarinda karsilagtiriimasi.
Degerler RQ degerleri verilmistir. MS, MetS’li grup; MSD, VitD uygulanmis MetS. P
degeri Student T testi ile elde edilmistir.

Genler/Gruplar | MS MSD p Degeri
Grp78 0,87 (£1.13) 0,80 (+0.31) 0,022
Atf6 0,92 (+0.11) 1,16 (£0.17) NS
Perk 1,07 (£1.89) 1,66 (+2.79) NS

Irel 0,48 (+£0.28) 0,90 (£0.66) NS
Chop 0,73 (+0.34) 0,71 (0.32) NS

Atf4 1,34 (£0.83) 1,23 (£0.79) NS

vdr 0,24 (£0.31) 0,22 (£0.22) NS
Erp57 0,92 (+0.76) 0,59 (+0.25) 0,016
Cypl9al 0,27 (£0.24) 1,52 (£1.91) 0,003

Kontrol grubu (SK) ile kalibre edilen SKD, MS ve MSD gruplarinda ERS
genlerindeki ekspresyon seviyeleri arasindaki farklilik (RQ) One-way ANOVA testi ile
arastirildi. Bu ii¢ grup igerisinde Vdr geninin farkli ekspresyonunun oldugu ve SKD
grubunda diger gruplara gore daha yiiksek oldugu gozlendi (p=0.014; posthoc Tukey
testinde SKD vs. MS (p=0.027) ve SKD vs. MSD (p=0.028)). Atf6é geninde ise MSD
grubunda diger gruplara kiyasla (6zellikle SKD’ye gore) daha yiiksek ekspresyonunun
oldugu goézlenmesine ragmen istatistiksel anlamlilik elde edilemedi (p=0.096; posthoc
Tukey testinde SKD vs. MS (p=0,478) ve SKD vs. MSD (p=0,079), Sekil 39).



ANOVA TESTI

1,8000
M Relatif Kantitasyon
1,6000 Degerleri (RQ) MS
1,4000
1,2000 Relatif Kantitasyon
5 Degerleri (RQ) MSD
= 1,0000
80
[
8 0,8000
o
=

' Relatif Kantitasyon
0,6000 Degerleri (RQ) SKD
0,4000
0,2000 i
0,0000

Perk Irel Atf6 Atf4 Grp78 Chop Erp57 dr  Cypl9al

Genler

Sekil 39: MS, MSD ve SKD gruplarinda relatif kantitasyon degerlerinin ANOVA testi ile
karsilastiriimasi

Gruplar arasindaki korelasyonlar Spearman non-parametrik korelasyon testi ile
arastirildi. SK ve SKD gruplar arasinda delta Ct degerleri karsilastirildiginda SKD ve
Atf6 ve Grp78 genlerinin ekspresyonu arasinda negatif korelasyon oldugu saptandi.
MetS ve MSD gruplart ve arastirilan genlerin RQ degerleri arasindaki korelasyon
arastirtldiginda MSD ve Atf6 gen ekspresyonu arasinda pozitif korelasyon oldugu (r=
0,759, p=0,001) belirlendi.

Arastirilan genlerin RQ degerleri arasindaki korelasyon iliskisi tiim grup igerisinde
incelendiginde Grp78 geninin ekspresyonu Atf6 (r=0,544, p=0,029), Irel (r=0,552,
p=0.041) ve Erp57 (r=0,758, p=0,001) genleri ile pozitif korelasyon gosterdigi saptandi.
Perk geninin ise Vdr (r=0.752, p=0.008), Irel (r=0,624, p=0.023) ve Cyp19al (r=0,732,
p=0,004) genleri ile pozitif korelasyon gosterdigi belirlendi. Vdr ve Cypl9al arasinda
ise yiiksek derecede istatistiksel anlamli korelasyon saptandi (r=0,995, p<0,0001). Ilging

olarak Chop ekspresyonu ve diger genler arasinda bir korelasyona rastlanmadi.

Calisma grubu MS ve MSD olarak katmanlanarak daha detayli incelendiginde, bu
iligkilerin farklilik gosterdigi belirlendi. MS grubunda Grp78 genin ekspresyonu sadece



Atf6 (r=0,714, p=0,047) ve Erp57 (r=0,762, p<0,001) ile iliskisini korudu. MS
grubunda farkli olarak Atf6 ve Erp57 genlerinin de pozitif korelasyonun oldugu saptandi
(r=0,762, p=0,028). Perk geni MetS’da Atf4 (r=0,793, p=0,033) geni ile pozitif
korelasyon gosterdi (Sekil 40).

MSD grubunda, Grp78 geninin arastirilan diger ERS ve VitD iliskili genlerle Atf4
(r=0,690, p=0,058) ile sinir seviyedeki bir iliskinin haricinde korelasyon gostermedigi
saptand1. VitD varhiginda Erp57 geninin ekspresyonu Atf4 geni ile korelasyon gosterdi
(r=0,714, p=0,047). Perk geninin ekspresyonun Atf6 geni ile ters yonde (-0,857,
p=0,014), vdr (r=0,900, p=0,037) ve Cypl9al (r=0,893, p=0,007) ile pozitif yonde
korelasyonunun belirlendi. Ek olarak, Cyp19al geninin Irel geni ile de korelasyonunun
oldugu saptand1 (r=0,893, p=0,007, Sekil 41).

Korelasyon analizinin sonuglart Ham Veriler boliimiinde verilmistir.

Sekil 40: Testis dokusunda MetS tarafindan indiiklenmis ERS
yolagi
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Sekil 41: MSD grubunda VitD takviyesi sonrasi genlerin korelasyon
iligkisi (PERK ve ATF6 arasinda negatif korelasyon
bulunmaktadir.)
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5. TARTISMA

Metabolik sendrom, insiilin direnci, dislipidemi, hipertansiyon ve bazi diger
parametrelerin bir arada bulundugu ve diinya ¢apinda gozlenen kompleks bir durumdur.
Tirkiye'deki yetiskin niifus iizerinde yiiriitilen TEKHARF c¢alismasinin 2015 yili
verilerine gore lilkemizde 9,2 milyon kisinin ve koroner arter hastalarinin %53 {iniin
MetS tanist bulunmaktadir [10-12,13]. MetS, Tip 2 diyabet ve kardiyovaskiiler
hastaliklar i¢in Onemli bir risk faktoridir ve farkli patolojik durumlarla
iliskilendirilmistir. MetS’un etki mekanizmalarindan birisi de endoplazmik retikulum
stresidir. MetS’un uyaris1 ile ER homeostazi bozulur ve ERS gelisir [4,6]. ERS
varliginda aktiflesen UPR yolaklar1 (PERK, IRE1 ve ATF6) stresin siddetine gore ya
homeostaz saglanip normal hiicresel islevlere devam edilmekte ya da apoptoz

gozlenmektedir [7,8].

Infertil ciftlerin yaklasik %30’unda erkek faktdrii mevcuttur. Non-obstriiktif
erkek infertilitesi spermatogenezdeki hatalar ya da dollenme asamasinda kusurlar
sonucunda olugmaktadir [16,17,18]. Erkek infertilitesinin biiyiik oraninda net patogenez
aciklanamadan kalmakla beraber yaklasitk %15’nin  genetik nedenli  oldugu
bilinmektedir [16]. Cesitli sebeplerle indiiklenen ERS ve MetS, testisin patofizyolojisini
ve spermatogenez siirecini etkilemektedir. Bu durumun erkek infertilitesiyle olan
iligkilerini gosteren ¢esitli ¢alismalar bulunmaktadir [19,20,24-27]. Bir ¢ok biyolojik
yolakta aktif olan D vitaminin ise hem MetS hem de ERS ve erkek infertilitesi
tizerindeki etkileri bagimsiz gesitli ¢alismalarla gosterilmistir ancak, etki mekanizmalari

tam olarak bilinmemektedir.

Bu tez c¢alismasinda, daha Once {niversitemizde ylriitiilen ‘“Metabolik
Sendromlu Siganlarda Vitamin D’nin Aterogenezle Iliskili Aday Genlerin ifade
Diizeyine Etkisi” baslikli proje kapsaminda metabolik sendrom modeli olusturulmus
sicanlardan elde edilen testis dokular1 kullanildi. Testis dokularinda MetS’ un
indiiklemesi ile gelisen endoplazmik retikulum stresi ve beraberinde D vitaminin
testikiiler fonksiyon iizerine etkileri gen ekspresyonu seviyesinde analiz edildi. Elde
edilen sonuglarda ERS belirteglerinin ve steroidojenik enzimin ekspresyonlarinda

gruplar arasi farkliliklar arastirildi.



Kullanilan ilaglar, maruz kaliman kimyasallar, pestisit, herbisitler gibi ¢esitli
kimyasal, fiziksel ve biyolojik etkenlerden kaynakli erkek infertilitesinde rol
oynadiklar1 ve bu durumun testis dokusunda ERS yolaginin aktivitesiyle iligkili oldugu
bir ¢ok calismayla gosterilmistir. Ornegin; bibiitil ftalat (DBP), sitrinin, metotreksat,
sipermetrin (‘cypermethrin’), flurokloridin (‘flurochlorione’) ve busulfan uygulanarak
yapilmis calismalarda testikiiler dokuda, Sertoli hiicrelerinde GRP78, PERK, ATF®6,
ATF4, CHOP, GRP78, IRE1 ve fosforillenmig-EIF2a, ERS belirteclerinin
ekspresyonlarinin ve protein seviyelerinin arttigi, dolayisiyla kan-testis bariyerinde,
spermatogenezde bozulmaya sebep oldugu, apoptozu indiikledigi gosterilmigtir
[74,79,127-130]. 1-Nitropren ve bisfenol-A maruziyetiyle yapilan caligmalarda ise
PERK yolaginin aktivasyonuyla steroidojenik akut diizenleyici protein (StAR),
CYPI19AL1 gibi steroidojenik enzimlerin negatif yonde regiile olduklar1 gdsterilmistir
[131,132]. TSH, LH gibi bir hormon olan insan koryonik gonadotropin (hCG)
uygulanmis Leydig hiicrelerinde ERS’nin indiiklendigi, ATF6, yolaginin aktif oldugu
ve CYP17 gibi steroidojenik enzimlerin azaldigi bulunmustur [133]. Yiiksek
kolesterollii diyet ile beslenen sicanlarda ise hiperkolesterolemi olusturulmustur ve
bunun sonucunda Leydig hiicrelerinde StAR gibi steroidojenik enzimlerdeki azalma ile
testosteron seviyesinde azalma oldugu ve testis dokusunda ERS’nin ATF6 yolag:
tizerinden aktif oldugu elde edilmistir [27]. Bir baska caligmada ise yliksek kolesterollii
diyet uygulanarak olusturulmus model tavsanlarin testis dokusunda IRE1, PERK ve
CHOP, ERS belirteglerinin indiiklendigi ve seminifer tiibiillerde apoptoza sebep oldugu
gosterilmistir. Bunun yani sira E vitamini bileseni olan alfa-tokoferol uygulamasinin da
ERS’yi azalttig1 gosterilmistir [134]. Diyabetik sicanlar ve farelerde yapilan galigmalar
sonucunda melatonin, sitagliptin, fukoidan, kuersetin ve adiponektin uygulamalarinin
Leydig hiicrelerinde, testikiiler dokuda meydana gelen patolojik durumlara, testosteron
seviyesinin azalmasina sebep olan ERS’nin; GRP78, CHOP, Kaspaz12 gibi belirteglerin
artmis ekspresyon seviyesi ve protein seviyelerini azalttigi ve ERS’yi inhibe ederek
semen Kkalitesini arttirdig1, testosteron seviyesini diizenledigi bulunmustur [135-138].
Bu calismada ise istatistiksel olarak anlamlilik elde edilemese de Atf6 geninin
ekspresyonunda MS grubunda azalma goriildii. Bu sonuglar haricinde yine de Atf6
geninin ekspresyonunun gerekli oldugu sdylenmelidir. Cilinkii 2022°de yayimlanan bir

calisma sonucunda infertil hastalarin spermlerinde ATF6 ekspresyonunun azaldigi,



ATF6 eksikliginin spermatogenez siirecinde gerekli olan TSSK4 ekspresyonu {izerindeki

etkisi ile erkek infertilitesinde sebep oldugu gosterilmistir [28].

ERS belirteci olan ve ERS durumunda seviyesinde artis gozlemlenen GRP78’in
ayn1 zamanda erkek lireme sisteminde de mekanizmasi tam olarak belli olmasa da rolii
bulunmaktadir. Pakiten spermatositlerde hatta ejakiile spermlerin boyun bdlgesinde
bulunmasi ve astenozoosperm ve normal spermdeki GRP78 fosforilasyon farkliliklar
hem spermatogenez hem de dollenme asamasinda Onemli faktorii olabilecegini
gostermektedir [139-141]. 2021°de yayimlanan bir ¢alismada GRP78 ile etkilesimde
olan TSGAI10 proteinin spermlerin mitokondriyal kilif olusumunu diizenledigi
dolayistyla sperm hareketliligini etkiledigi gosterilmistir [142]. 2022°de yayimlanan
domuzlarla yapilan bir ¢alismada ise HA15 ile GRP78 inhibisyonu yapilmistir. Bunun
sonucunda ise PI3K/PDK1/AKT yolak iligkili proteinlerin seviyesinde azalma ve sperm
hareketliligi, sperm sayist ve canlilig1r 6nemli dlgiide azalmistir [143]. Bu g¢aligmalarla
beraber ve yaptigimiz analiz sonucunda Grp78 ve Erp57°nin MS grubunda MSD
grubuna gore artmis seviyelerinin olmasi, MetS’da UPR ve stres yolaklarinin daha etkin
oldugunu, ER kontrol mekanizmalarinin uyarildigini isaret etmektedir. MSD’de
SKD’ye gore halen yiiksek seviyesinin olmasi (Grp78 RQ=0,7 ve Erp57 RQ=0,5),
ancak MetS varligina gore daha diislik seviyede bulunmalari VitD’nin ERS {izerine
diizeltici etkisini isaret etmektedir. Grp78 ekspresyonunun MS grubunda Atf6 ve Irel
ile korele olmasi ve MSD grubunda bu korelasyonunun goriilmemesi MetS ile
tetiklenen ERS varliginda Grp78’in artan seviyelerine ve dolayisi ile ERS’i
baskilamaya yonelik gen ekspresyonuna VitD varliginda artik ihtiya¢ duyulmadigini

isaret etmektedir.

ERP57 ayn1 zamanda VitD metabolizmast ve erkek infertilitesinde de rol
oynamaktadir. ERp57 geni pleiotropik 6zellik gostermektedir. Genelde ER’de bulunan
bu protein ayn1 zamanda niikleusta, hiicre ylizeyinde ve mitokondride bulunmaktadir ve
farkli biyolojik yolaklarda aktiftir. ERp57, ERS durumunda PERK proteinin redoks
aktivasyonuna katilmaktadir [117]. Ama ERp57’nin spermatogenez siirecinin her
asamasinda goriilmesi, Leydig hiicrelerinde ve az da olsa Sertoli hiicrelerinde
goriilmesi, olgun spermde akrozom ve kuyruk kisminda goriilmesi, sperm
kapasitasyonunda aktif olmasi ve infertil erkek olgularinda ERp57 seviyesinde azalma

goriilmesi, gamet flizyonunda 6nemli oldugunu ve erkek iiremesinde koruyucu bir



protein oldugunu gostermektedir [144]. Ayrica hiicre yiizeyinde bulunan ERp57,
VitD’nin hizli ve genomik olmayan tepkisi i¢in reseptor olarak gorev almaktadir [145].

Bizim ¢aligmamizda ise MS grubunda MSD grubuna gore Erp57 geninde artig goriildii.

D vitamininin erkek infertilitesindeki rolii Tlizerine ¢esitli ¢alismalar
yapilmaktadir. Ornegin yaslanmaya beraber semen kalitesinde bir azalma oldugu
bilinmektedir ve testikiiler yaslanma olusturulmus erkek sicanlarda D3 vitamini
uygulanmasi sonucu CYP19A1 geninin ekspresyonunda artis ve semen parametrelerinde
diizelmeler goriilmistiir [146]. Erkek lireme sisteminde farkli faktorlerle indiiklenmis
ERS iizerine de VitD’nin etkileri ¢alisilmaya baglanmistir. 2023°te yayimlanan bir
calismada prostat kanseri hiicrelerinde 1,25(0OH)2D3 uygulamasi ile indiiklenmis VDR
sinyalizasyonunun ERS belirteclerinden PERK ve IREla genlerinin ekspresyonunu
negatif olarak diizenledigini ve androjen reseptorii sinyalizasyonunda inhibitor 6zelligi
gostererek tiimor ilerlemesini baskiladigr gosterilmistir [115]. 2022°de yayimlanmis bir
calismada ise testis dokusunda sisplatin indiiklenmis ERS {izerinde VitD ve linagliptin
uygulamasinin etkileri arastirilmistir. Bu ¢aligmada erkek albino siganlarda 5 farkli grup
(kontrol grubu; sisplatin uygulanan grup; sisplatin+D3 vitamin uygulanan grup;
Sisplatin+linagliptin uygulanan grup; sisplatin+D3 vitamini+linagliptin uygulanan grup)
olusturulmus ve 4 haftalik siire sonunda ERS belirtecleri ve steroidojenik enzimlerin
seviyeleri analiz edilmistir. Bunun sonucunda sisplatinden kaynakli olusan testikiiler
disfonksiyon, ERS belirteglerindeki artis ve StAR, sitokrom P450 aile 11 alt aile A iiye
1 (CYP11A1), hidroksi-delta-5-steroid dehidrojenaz, 3 beta- ve steroid delta-izomeraz
kiimesi (HSD3b ve HSD17b) gibi steroidojenik enzimlerin seviyesindeki azalis VitD
veya linagliptin uygulamas: ile diizelmistir. Sonug olarak, VitD takviyesinin PERK ve
CHOP ekspresyonunu azaltarak, ERS’yi baskiladigi ve linagliptin ve D3 vitamininin
steroidogenezi ve spermatogenezi pozitif olarak diizenledigi gosterilmistir [89].

Bu tez ¢alismasiin sonucunda ise Cypl9al geninin MSD grubunda anlaml
derecede yliksek ekspresyonunun olmasi MetS’de VitD varliginda testiste ER’da
aromataz aktivitesinin yiikseldigini ve androjenlerden Ostrajen yoniinde iiretimin artmis
oldugunu gostermektedir. Bu mekanizmanin kesin olarak gosterilebilmesi i¢in Ostrajen

reseptOrlerinin gen ve protein ekspresyon seviyelerinin da arastirilmasi gerekmektedir.

Kontrol gruplar1 (SK ve SKD) karsilastirildiginda, SK grubunda Cypl9al’in
ekspresyonunda artma egilimi saptanmistir. MSD grubunda Cypl9al ve Vdr genleri



arasindaki korelasyon, MetS’da olusan ERS sonrasinda VitD’nin etkisi ile Cypl9al
geninin ekspresyonunun artis yoniinde diizenlendigini isaret etmektedir. Bu bulgu,
VitD’nin diizeltici etkisini isaret etmektedir. Buna ek olarak, MSD grubunda Perk
geninin hem Vdr hem Cypl9al ile korelasyonunun olmasi ERS mekanizmasinda
ozellikle Perk’in erkek infertilitesi ile iligskisi oldugunu Onermektedir. UPR
yolaklarindan biri olan PERK ise ayn1 zamanda M2 makrofajlarin immiinobaskilayici
mekanizmasini pozitif yonde etkilemektedir [147]. Bagisiklik sistemindeki bir baska
fonksiyonu ise dogal oldiiriicii (‘natural killer hiicreleri’) hiicrelerde VitD’nin yaglilikla
ilgili belirtecleri tersine c¢evirmesi ve inflamasyon iligkili sitokinleri baskilamasinda
VitD ile artan VDR ekspresyonu ve onunla iligkili olarak sirtuin 1- protein/kinaz R
benzeri endoplazmik retikulum kinaz (SIRT1/PERK) yolaginin aktivasyonunun arttigi
in vitro olarak bulunmustur [148]. Bu tez ¢alismasinda MS ve MSD gruplari arasindaki
yapilan korelasyon analizi sonucunda her iki grupta da Grp78, Erp57 ve ATF6 arasinda
pozitif iligkisi oldugu; Perk’in MS grubunda Atf4 ile pozitif iliskisinin MSD grubunda
yok oldugu ve MSD grubunda Vdr ve Cyp19al ile pozitif bir iliskisi oldugu; Vdr’nin ise
her iki grupta da Cyp19al ile iliskisi oldugu elde edilmistir.

Sonug olarak, metabolik sendromlu siganlarin testis dokusunda indiiklenen ERS
durumunda D vitamininin, Irel ve Atf6 yolagi iizerinden ERS’yi baskiladig1 gosterilmis
oldu. Perk ve Cypl9al genlerinin ekspresyonundaki degisim ve iki gen arasindaki
korelasyon ve D vitaminin testis dokusundaki diizenleyici etkisi gosterildi. Bu sonuglar,
metabolik sendrom iliskili erkek infertilitesinde D vitamini takviyesinin 6nemli bir
faktor olabilecegini diisiindiirmektedir. Literatiir taramasina gore ve bilgimiz dahilinde
bu tez ¢alismasi erkek infertilitesinde MetS, ERS ve VitD iliskisinin arastirildigr ilk

caligmadir.
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EK-2
Spearman Korelasyon Analizi Tiim Grup (SK_SKD, delta Ct Degerleri)
GroupSK_
SKD | dCt ATF6 | dCt_ ERP | dCt GRP | dCt ATF4 [dCt PERK| dCt VDR | dCt CYP |dCt CHOP| dCt IRE
Groupsk |Correation 1,000 706" 0,285 624" 0,003 0,000 -0,195 0,230 -0,495, 0,278
SKpD ~ |Sig. (2- 0,002 0,285 0,010 0,742 1,000 0,504 0,428 0,061 0,315

tailed)

dCt_ATF6 [Correlation 706" 1,000 0,347 529" 0,148 -0,104 -0,222 0,260 -0,331 0,359
Coefficient
Sig. (2- 0,002 0,188 0,035 0,597 0,713 0,445 0,370 0,229 0,188
tailed)

dCt_ ERP |[Correlation 0,285 0,347 1,000 670" -0,110 0,225 -0,482 -0,169 0,088 620"
Coefficient
Sig. (2- 0,285 0,188 0,005 0,696 0,420 0,081 0,563 0,756 0,014
tailed)

dCt GRP |[Correlation 624" 529" 670" 1,000 0,372 0,307 -0,062 0,385 -0,381] 769"
Coefficient
Sig. (2- 0,010 0,035 0,005 0,172 0,265 0,834 0,174 0,162 0,001
tailed)

dCt_ATF4 |Correlation 0,093 0,148 -0,110 0,372 1,000 0,122 0,495 6917 -0,223 0,341
Coefficient
Sig. (2- 0,742 0,597 0,696 0,172 0,666 0,072 0,006 0,423 0,213
tailed)

dCt_PERK |Correlation 0,000 -0,104 0,225 0,307 0,122 1,000 0,446 0,301 -0,239 0,261
Coefficient
Sig. (2- 1,000 0,713 0,420 0,265 0,666 0,110 0,296 0,390 0,348
tailed)

dCt_VDR |Correlation -0,195 -0,222 -0,482 -0,062 0,495 0,446 1,000 697" -0,262 -0,029
Coefficient
Sig. (2- 0,504 0,445 0,081 0,834 0,072 0,110 0,006 0,366 0,923
tailed)

dct CYP |[Correlation 0,230 0,260 -0,169) 0,385 691" 0,301 697" 1,000 688" 0,292
Coefficient
Sig. (2- 0,428 0,370 0,563 0,174 0,006 0,296 0,006 0,007 0,311
tailed)

dCt_CHOP |Correlation -0,495 -0,331 0,088 -0,381 -0,223 -0,239 -0,262 -.688" 1,000 -0,071
Coefficient
Sig. (2- 0,061 0,229 0,756 0,162 0,423 0,390 0,366 0,007 0,800
tailed)

dCt_IRE Correlation 0,278 0,359 620" 769" 0,341 0,261 -0,029 0,292 -0,071 1,000
Coefficient
Sig. (2- 0,315 0,188 0,014 0,001 0,213 0,348 0,923 0,311 0,800
tailed)

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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MS Grubunun Kendi iginde Korelasyon Analizi
RQ_ATF6 [RQ_ERP_[RQ_GRP_[|RQ_ATF4 |RQ_PERK_S|RQ _VDR_[RQ _CYP_[RQ CHOP|RQ IRE_S
_SK_SKD | SK_SKD | SK_SKD | SK_SKD K_SKD SK_SKD | SK_SKD | SK_SKD| K_SKD
RQ_ATF6_SK_SKD Correlation  1000,000 .762* 714* .143 .072 -.714 -.714 .143 .029
Coefficient
Sig. (2- .028 .047 .736 .878 111 111 787 .957
tailed)
RQ_ERP_SK_SKD Correlation 762* 1000 .929** .357 .360 -.657 -.657 -.371 -.257
Coefficient
Sig. (2- .028 <.001 .385 427 .156 .156 .468 .623
tailed)
RQ_GRP_SK_SKD Correlation 714 .929** 1000 .333 .342 -.486 -.486 -.429 .029
Coefficient
Sig. (2- .047| <.001; 420 452 .329 .329 .397 .957
tailed)
RQ_ATF4_SK_SKD Correlation 143 .357 .333 1000 .793* .657 .657 486 .029
Coefficient
Sig. (2- .736 .385 420 .033] .156 .156 .329 .957
tailed)
RQ_PERK__SK_SK Correlation 072 .360. 342 793+ 1000,000 522 522 406 493
D Coefficient
Sig. (2- .878 427 452 .033] .288 .288 425 .321
tailed)
RQ_VDR_SK_SKD Correlation 714 -.657 -.486 .657 .522 1000 1.000** -.029 371
Coefficient
Sig. (2- 111 .156 .329 .156 .288 .957 468
tailed)
RQ_CYP_SKP_SKD Correlation -.714 -.657 -.486 .657 §522, 1.000**( 1000,000 -.029 371
Coefficient
Sig. (2- 111 .156 .329 .156 .288 .957 468
tailed)
RQ_CHOP_SK_SK Correlation .143 =371 -.429 .486 .406 -.029 -.029 1000 371
D Coefficient
Sig. (2- 787 .468 .397 .329 425 .957 .957 .468
tailed)
RQ_IRE_SK_SKD  Correlation .029 -.257, .029 .029 493 371 371 .371| 1000,000
Coefficient
Sig. (2- .957 .623 .957 .957 321 468 468 .468
tailed)
*, Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).




110

EK-4
MSD Grubunun Kendi iginde Korelasyonu
RQ_ATF6 |RQ_ERP_|RQ_GRP_|RQ_ATF4_|RQ_PERK_SK_S|RQ_VDR_|RQ_CYP_|RQ_CHOP|RQ_IRE_S
_SK_SKD [ SK_SKD | SK_SKD | SK_SKD KD SK_SKD | SK_SKD |_SK_SKD | K_SKD

RQ_ATF6 _SKD Correlation ~ 1000,000 .619 .167 .333 -.857% -.400 -.607 .690 -.357,
Coefficient
Sig. (2- .102 .693 420 .014] .505 .148 .058 .385
tailed)

RQ_ERP_SKD Correlation .619 1000 .548| 714% -.429 -.300 -.321 .548 119
Coefficient
Sig. (2- 102 .160| .047| .337 .624 482 .160 779
tailed)

RQ_GRP_SKD Correlation 167 .548 1000 .690 214 .200 .393 .238 429
Coefficient
Sig. (2- .693 .160 .058 .645 747 .383 .570 .289
tailed)

RQ_ATF4_SKD Correlation .333 714% .690 1000 .036 .000 .286 .000 .643
Coefficient
Sig. (2- .420 .047| .058 .939 1000 .535 1000 .086
tailed)

RQ_PERK_SKD Correlation -.857% -.429 .214 .036 1000,000 .900% .893** 714 750
Coefficient
Sig. (2- .014 .337 .645 .939 .037| .007| .071 .052
tailed)

RQ_VDR_SKD Correlation -.400 -.300; .200 .000] .900* 1000 .900% -.100 .600
Coefficient
Sig. (2- .505 .624 747 1000 .037| .037 .873 .285
tailed)

RQ_CYP_SKD Correlation -.607 -.321 .393 .286 .893** .900%|  1000,000| -.679 .893**
Coefficient
Sig. (2- .148 482 .383 .535 .007| .037 .094] .007|
tailed)

RQ_CHOP_SKD Correlation .690 .548 .238 .000 -714 -.100 -.679 1000 -.548
Coefficient
Sig. (2- .058 .160 .570 1000 .071 .873 .094 .160
tailed)

RQ_IRE_SKD Correlation -.357 119 429 .643 .750 .600 .893** -.548| 1000,000
Coefficient
Sig. (2- .385 779 .289 .086! .052 .285) .007 .160
tailed)

*. Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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FORMLAR

Etik Kurul Belgesi
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