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ABSTRACT

Organismsand cells are constantly exposed to various stress factors to which they must adapt. Heat Shock Proteins(HSPs), which
are originally identified as stress-sensitive proteins, are involved in many cellular functions such as protein folding, transport,
maturation and degradation. Especially HSP70 is known to play an important role on testicles and that its effect increases
with aging. Spermatogenesis and steroidogenesis are greatly reduced with aging. In addition, exposure to high temperatures,
toxic chemicals and pathogens, or various environmental factors have adverse effects over the male reproductive system. In
particular, oxidative stress is one of the main issues associated with male infertility. Various studies have shown that reactive
oxygen species (ROS) cause infertility by reducing sperm motility and directly damaging sperm deoxyribonucleic acid (DNA)
structure; but its etiology and pathogenesis are not fully understood yet. In this review, the types of HSP were elaborated while
the studies regarding the effect mechanism of HSP70 and the role of oxidative stress aver male infertility were tried to be
summarized.

Keywords: HSP, HSP70, Infertility, Testicles.

HSP Tiirleri ve Testisler Uzerinde Etkili Bir Protein Olan HSP70
0z
Organizmalar ve hiicreler surekli olarak uyum saglamalari gereken cesitli stres faktorlerine maruz kalirlar. Baslangigta strese
duyarli proteinler olarak tanimlanan Isi Sok Proteinleri (HSP'ler), protein katlanmasi, taginmasi, olgunlasmasi ve bozulmasi gibi
birgok hiicresel fonksiyonda yer almaktadir. Ozellikle HSP70in testisler iizerinde 6nemli rol oynadigi bilinmekte ve yaslanmayla
birlikte etkisi artmaktadir. Yaglanmayla spermatogenez ve steroidogenez buylk 6lgude azalmaktadir. Bunun yani sira yiksek
sicaklik, toksik kimyasallara ve patojenlere maruz kalma ya da gesitli cevresel faktorler erkek Greme sistemi tzerinde olumsuz
etkiler meydana getirmektedir. Ozellikle oksidatif stres, erkek infertilitesiyle iliskili ana konulardan biridir. Cesitli calismalar,
reaktif oksijen tirlerinin (ROS) sperm hareketliligini azaltarak ve sperm deoksiribo nikleik asit (DNA) yapisina dogrudan
zarar vererek infertiliteye neden oldugunu gostermistir fakat etiyolojisi ve patogenezi heniz tam olarak anlasilamamistir. Bu

derlemede, HSP tirlerinin neler oldugu tizerinde durulmus ve HSP70'in etki mekanizmasi, oksidatif stresin erkek infertilitesindeki
roll Gzerine yapilan galismalar 6zetlenmeye calisiimistir.

Anahtar kelimeler: HSP, HSP70, infertilite, Testis.
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GIRIS

Organizmalar ve hucreler surekli olarak uyum saglamalar
gereken cesitli stres faktorlerine maruz kalirlar. Yiksek
sicaklik, toksik kimyasallar, patojenlere maruz kalma ve diger
cevresel faktdrlerle temas bunlardan bazilaridir. Ote yandan,
tim organizmalar i¢in zorluk olusturan bircok stres faktorl
normal buyime ve gelisme, hicre gogalmasi, metabolizma ve
hicresel farklilagsmanin bir sonucu da olabilmektedir. Stresli
ya da potansiyel olarak toksik etkiler meydana getirebilecek
kosullarla karsi karsiya kalan hucrelerin, surekli degisen
hicre ici ve hiicre disl ortamlara adapte olmalari icin uygun
algilama, degerlendirme ve cevap verme kapasitelerine sahip
olmalari blytk 6nem tasimaktadir (Levine 1997).

1. Is1 Sok Proteinlerinin (HSP) Hiicresel Etkileri

Strese duyarli proteinler olarak tanimlanan Isi Sok Proteinleri
(HSP'ler), protein katlanmasi, tasinmasi, olgunlasmasi ve
bozulmasi gibi birgok hucresel fonksiyonda hayati bir rol
HSP'ler,
proteinlerin yeniden katlanmasina yardimci olarak hareket

oynamaktadir. Kimyasallarin uyardigi denatlre
ederler. Yanlis katlanmis proteinlerin birikmesinden ve

proteotoksik hicre 6luminden kaynaklanan olumsuz
metabolik etkileri onlerler (Rogon ve ark. 2014). Yeni
sentezlenmis proteinlerin kalitesini kontrol ettikleri icin
hicresel homeostazda yer alirlar. HSP'ler bakterilerden
insanlara kadar hemen hemen tum canli organizmalarda
bulundugu belirlenmis olan 6zellikli proteinlerdir (De Maio

1999).

HSP genleri, ilk olarak meyve sinegi Drosophila Melanogaster
tzerinde yapilan deneylerde kesfedilmistir (Ritossa 1964).
Orosophilada 1si soku gibi gevresel streslere maruz kalma
nedeniyle aktiflesen ve tim hicresel organizmalarda bulunan
genler oldugu belirlenmistir.

2. Is1 Sok Protein Tiirleri ve Genel Ozellikleri

Her biri yapisal olarak birbirine benzemeyen bir HSP grubunu
kodlayan, stres tarafindan indtklenebilen bes ana HSP ailesi
bulunmaktadir. Bunlar:

1. HSPC (HSP90),
2. HSPD (HSPGO0)
3. HSPA (HSP70),

4. HSPB (kiigik HSP ailesi) ve

5. HSPH (byiik HSP) olarak siralanmaktadir (Kampinga ve
ark. 2009).

2.1. HSPC (HSP90) Proteini

HSP90, tim Okaryotik hlcrelerde yiksek isiya (42-46°C)
maruz kalma sonrasinda Uretimi artan oldukca fazla bulunan
bir saperon proteinidir. Insanlarda bu protein ailesinin en
onemli Gyeleri, iki farkli gen tarafindan ifade edilen HSP90
alfa (HSP90a) ve HSP90 beta (HSP90b) izoformlaridir. Bu
izoformlarin kristal yapilari ok benzerdir (Stebbins ve ark.
1997). HSP90, olgunlasma ve stabilite icin gesitli ko-saperonlar
ile kompleks olustururlar. HSP90 alfanin en iyi bilinen ézelligi
timorogenez ile olan iliskisidir. HSP90 betanin glukoz
metabolizmasinda énemli bir rol aldigi distndlmektedir.
HSPI0 hiicrelerde bir homodimer olarak bulunur ve asagida
belirtilen Gg 6zelligi kontrol eder:

a) Biradeninbaglanmaalaniolusturarak, hiicresel proteinlerin
ATPaz aktivitesinden sorumlu olmak,

b) Ko-saperonlar icin yilksek afiniteye sahip yikli orta
baglayici bolge olusturmak,

c) Alici proteinleri ve tetratrikopeptit tekrar baglama (TRP)
motifi iceren C-terminal dimerizasyon alani olusturmaktir.

Farkli post-translasyonel modifikasyonlar (fosforilasyon,
asetilasyon, nitrosilasyon) HSP0'n islevini dizenlemeye
yardimer olmaktadir. Ornegin, histon de-asetilaz HDACE'nin
inhibisyonundan kaynaklanan asetilasyon, HSP90'In saperon
fonksiyonunu bloke eder ve birkag HSP3Q alici proteininin
degradasyonunu indiiklemeye yardimci olur (Zhang ve ark.
2008).

2.2. HSPD (HSP60) Proteini

Saperonin olarak da bilinen HSPB0, oncelikle okaryotik
hicrelilerin mitokondrilerinde lokalizedir ve mitokondriyal
proteinlerin tasinmasinda ve katlanmasinda 6nemli rol oynar.
Ozellikle de mitokondriyal HSP70 (mortalin) ile etkileserek
glioblastoma (Ghosh, Dohi, Kang ve Altieri 2008) gibi ¢oklu
kanserlerde ekspresyonu artis sergiler (Chatterjee ve Burns
2017). HSPB0 ekspresyonunun servikal (Hwang ve ark. 2009) ve
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prostat kanserinde (Castilla ve ark. 2010) timér progresyonu
ile prognostik bir iliskisi oldugu kanitlanmistir. Benzer sekilde
kolorektal, mide, gogls dahil olmak (zere diger birgok
kanserin tani ve prognozu igin HSPBO ekspresyonunun
onemli bir biyobelirtec olarak kullanilmasi soz konusudur
(Desmetz ve ark. 2008).

2.3. HSPA (HSP70) Proteini

Yukarida da belirtildigi gibi HSPC ve HSPD ailelerinin
ozellikle kanserde kilit rol oynadigl dusUndlmektedir
(Ciocca, Cuello-Carridn, Natoli, Restall ve Anderson 2012).
Etkinligini belirlemek amaciyla Uzerinde en c¢ok calisilan
HSP'ler HSP90, HSP60 ve HSP70'tir. Arastirmalarda HSP'lerin,
birgok cevresel stres etkeni (isi soku, hicresel enerji
tlikenmesi ve oksidatif stres) hiicresel diizeyde ve spesifik
olarak induklenen proteinler olduklari belirlenmistir. En az
sekiz homolog saperon, insan HSP70 ailesine aittir. Alti aile
Uyesi sitozol ve cekirdek icinde bulunurken, kalan iki Gye
mitokondri ve endoplazmik retikulumda yerlesmis haldedir.
Son arastirmalar, HSP ailesinin bazi yelerinin, hiicrelerin
buylmesi ve hayatta kalmasi icin gerekli olan gorevleri
gerceklestirdigini gostermistir. Bu ailenin belirtilen blyume
ve gelismeyi saglamak amaciyla en ¢ok calisilan Gyesinin
HSP70 oldugu belirlenmistir (Young, Agashe, Siegers ve Hartl
2004).

Normal kosullar altinda, HSP70 proteinleri, yeni sentezlenen
palipeptitlerin katlanmasina, ¢oklu protein komplekslerinin
birlesmesine ve proteinlerin hicresel membranlar boyunca
tasinmasina yardimci olan ATPye bagmli  molekuler
saperonlar olarak islev gorir (Shi ve Thomas 1992). HSP70,
bir peptit baglama alani ve amino terminal ATPaz alani olmak
tzere iki farkl fonksiyonel bolgeyi icerir (Jego, Hazoumé,
Seigneuric ve Garrido 2013). Peptit baglama alani, bir substrat
baglama ozelligindeki karboksil terminalinden ve katlamadan
sorumlu saperon motifinden meydana gelmektedir.
Farkli es saperonlar HSP70'e baglanarak saperon islevini
dlzenleyebilirler. HSP70 proteinleri diisk ATPaz aktivitesini
uyararak nukleotid degisim faktord olan ko-saperonlarini,
ATPaz déngusiinin tamamlanmasi icin gerekli olan adenozin
difosfat salinimini katalize eder. Kanser gelisiminde anormal
olarak eksprese edilen HSP70, artmis hicre proliferasyon

orani ve malignite ile pozitif korelasyon gdstermektedir

(Rérole, Jego ve Garrido 2011; Sherman ve Gabai 2015).
Kolanjiyokarsinom, kondrosarkom, melanom, kolon, mesane,
meme, oral, karaciger, prostat, kolorektal, akciger, servikal
gibi cesitli kanserlerde hastaligin ilerlemesiyle birlikte HSP70
ekspresyonu daha da artmaktadir (Murphy 2013; Wu ve ark.

2017).
2.4, HSPB (kiigiik HSP ailesi) Proteinleri

Bu protein tirl g6z lensindeki a-crystallin ile benzerlik
gosterir (Sun ve MacRae 2005a). Hiicrenin farkli kisimlarina
yerleserek onemli gorevler Ustlenirler. Daha c¢ok hicre
iskelet yapisi ve zarlarla etkileserek koruyucu olarak gérev
yaparlar. Diger HSP turleriyle birlikte calisarak yeni tretilen
proteinlerin ¢okmesini onlerler (MacRae 2000). Saperon
etkilerini ve c¢ozunarluklerini  molekullerindeki serbest
karboksil uc sayesinde korurlar. Hicre zarinda bulunan
oksijen radikallerinin etkilerini bloklayarak mycobacteriumun
makrofajlardan korunmasini saglar. Kalp, beyin ve bdbrekte
iskemik sorunlara karsi koruyucudurlar (Sun ve MacRae
2005b).

2.5. HSPH (biiyiik HSP) Proteinleri

Bu protein ailesinin HSP110 ve glikoz duzenleyici protein
170 (GRP170) olmak Uzere iki Gyesi vardir. HSP110, meme,
kolorektal, akciger, mide, tiroid, pankreas, 0zofagus,
kolorektal ve mesane kanserleri, melanom, lenfoma ve
hipofiz adenomu gibi bircok kanser tlrinde daha fazla
eksprese edilir (Wu ve ark. 2017). GRP170 ise kanser teshisi
ve prognozu agisindan en az calisiimis saperon olarak
bilinmektedir. Hem dogal hem de adaptif immun indikleme
kabiliyeti ve immuinoadjuvan aktivitesi nedeniyle kanser
tedavisinde faydali sonuglari olan bir proteindir (Fu ve Lee
2006).

3. Yaslanma, Oksidatif Stres ve infertilitede Bazi HSP Tiirleri
ve HSP7Q'in Etkisi

HSP etkilerini konu alan cok cesitli teoriler bulunmaktadir.
Bunlardan bazilarinda yasam slresinin bir organizmanin igsel
ve digsal strese karsi direnci ile iliskili oldugu belirtilerek,
yasam suresinin stres kosullarina baglh oldugu bilgisine
atif yapilmistir (Muller ve ark. 2007). Bu direng, yaslanma
sirasinda HSPYyi aktive eden, stres direncini artiran ve
omrind uzatan bir HSP geninin tesviki ile iliskilendirilmistir
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(Macario ve Conway de Macario 2005). Baz teoriler ise
HSP'lerin yalnizca icsel ve dissal streslere cevap olarak dedil,
ayni zamanda organizmanin strese karsi direncinin onemli bir
aracisi oldugunu savunmaktadir. Bunu saglayan temel ajan
olansi sok faktorii (HSF), hiicreyi 6lime karsi koruyan, HSP'leri
ve diger tanimlanamayan genleri kodlayan, strese bagli yaniti
dlzenleyen buyuk bir regulatordir. HSF ayrica erkek tGreme
hicrelerinin apoptozuna karsi nitelikli bir koruma saglar.
Diger taraftan, bazi calisma sonuclari testiste HSP'nin yuksek
ekspresyonunun, infertiliteye yol acabilecedini géstermistir (Li
ve ark. 2013; Setyarani ve ark. 2014).

Hicresel anlamda yeni sentezlenen birgok proteinin
katlanmasi, molekuiler saperonlar olarak bilinen bir dizi
korunmus proteine badli gergeklesmektedir. Bunlar, hem
normal sartlar altinda hem de hucreler yliksek sicaklik gibi
cevresel streslere maruz kaldiklarinda yanlis katlanmis protein
yapilarinin olusumunu engelleyerek koruma fonksiyonlarini
gercgeklestirir. HSP70, bu surecte yeni polipeptit zincirlerinin
katlanmasina yardimci olmak icin adenozin trifosfata (ATP)
bagl mekanizmalari aktiflestirmektedir (Hartl 1996). ATP,
hiicreler tarafindan temel islevleri (solunum, cogalma,
farklilasma, apoptoz) icin kullanilan temel enerji kaynagidir.
Belirli stres kosullarinda ATP seviyeleri azalmakta, hicre
homeostazi ve butlnliglu bozulmaktadir. Bu bozulmadan en
fazla etkilenen organel ise, oksijenli solunum ve ATP sentezini

gerceklestirmekle gorevli olan mitokondridir.

Enerji ihtiyacina cevap verilmesi ve oksijenli solunum yaninda
spermlerin motilitesinde (hareket) onemli etkiye sahip olan
mitokondrinin hdcrelerdeki 1si artisindan etkilendigi, 1si
stresinin mitokondride yapisal ve islevsel olarak degisikliklere
neden olabilecegi yapilan ¢alisma sonuclarinda gosterilmistir
(Skulachev ve Longo 2005). Yapilan baska bir ¢alismada ise
mitokondriyal yapilarda yasin ilerlemesiyle yasanabilecek
fizyolojik etkilerin sonuglari degerlendiriimeye calisilmistir.
ilgili
stres yanitinin, yasl organizmalarin fizyolojik stresi tolere

Arastirma sonucunda yaslanma ile mitokondriyal
etme gucU Uzerinde olumsuz bir etkiye sahip olabilecedi
belirlenmistir (Haak ve ark. 2009). Bu gibi olumsuz etkilere
karsi gok hucreli organizmalar, hicresel hasara ve gevresel
zorlamaya yanit vermek icin bir dizi molekiler sinyallesme

olayi gelistirmistir. Normal ve gerekli bircok fizyolojik islemin

(6rnegin, gelisme, hiicre yaralanmasi) bir parcasi olarak kabul
edilen apoptoz (programli hiicre 6limu), 1si sokunun dnemli
bir yonini belirlemektedir. HSP70, apoptotik yollarda yer alan
bircok yapi ile etkilesimi nedeniyle apoptozu farkli asamalarda
bloke edebilmektedir (Guo ve ark. 2015). Asiri HSP70
ekspresyonunun, apoptozu inhibe ettigi ve yanlis katlanmis
proteinlerin veya DNA hasarinin birikmesi de dahil olmak lizere
bircok hiicresel aktivasyonunu 6nledigi gosterilmistir (Kim ve
ark. 2008). Yapilan bir calismada, HSP indiiksiyonunda yer alan
énemli faktérlerden bazilarinin hipertermi, oksidatif stres,
inflamasyon, hicresel hasar (kalsiyum asiri yiki), hipoksi,
iskemi ve hlcresel enerji tikenmesi oldugu vurgulanmis,
HSP'lerin yaslanmada ve erkek fertilitesinde rol oynayan
biyolojik molekiller oldugu gdsterilmistir. Ornegin yaslanma
gibi surecler, testisler basta olmak Uzere erkek Ureme
sisteminde degisiklikler meydana getirmektedir. Yaslanmanin
memeli erkek Ureme organlari Gzerindeki etkisi temel olarak
testislerde analiz edilmistir. Spermatogenez ve steroidogenez
yaslanmayla azalmaktadir (Kimura ve ark. 2003).

Sigan, fare, yaban domuzu ve bogada HSP70 ve spermatogenez
ile ilgili cesitli calismalar yapilmistir. Spermatogenez sirasinda
spermatojenik hicre tiplerinde HSP70 proteininin temel olarak
eksprese edildigi gosterilmis (Rogon ve ark. 2014), HSP70'in
testiste dnemli bir rol oynadigi bildirilmistir (He ve ark. 2013).

HSP70 iKi HSP70-2
HSC70T) gelisimsel olarak dizenlenir ve spesifik olarak

ailesinin tyesi (farelerde ve
spermatojenik hicrelerde eksprese edilir. HSP70-2 proteini,
spermatogenezin mayoz fazi sirasinda sentezlenir ve pakiten
asamasindaki spermatositlerde bol miktarda bulunur. HSP70-
2'nin mayozda yer alan proteinler icin bir saperon olup
olmadigini belirlemek icin bir calisma yapildigi ve HSP70-
2'den yoksun erkek farelerin infertil iken HSP70-2'den yoksun
disilerin fertil oldugu bildirilmistir. Ayrica spermatojenik hicre
gelisiminin G2-M-faz gecisinde mayoz | fazinda durduruldugu
ve gec pakiten spermatositlerin apoptoz ile elimine edildigi
ve sonucgta spermatit eksikliginin ortaya ¢iktigl, HSP70-2'nin
ayni zamanda sinaptonemal kompleks ile iliskili oldugu ve bu
proteinden yoksun erkek farelerde desinapsisin bozuldugu
belirtilmistir (Eddy 1999).

Erkek infertilitesinin etiyolojisi ve patogenezi henliz tam
olarak aciiga kavusmamistir fakat cesitli fizyolojik ve
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hiicresel sebepleri bulunmaktadir (Jungwirth ve ark. 2012).
Bu sebeplerden %42.6'si varikosel, inmemis testisler gibi
bilinen etiyolojilerden kaynaklanmaktadir. Geri kalan dnemli
bir kisim da erkek infertilitesiyle iligkili ana konulardan
birisi olan oksidatif strestir. Cesitli calismalar, reaktif
oksijen tirlerinin (ROS) sperm hareketliligini azaltarak veya
sperm DNA'sina dogrudan zarar vererek infertiliteye neden
oldugunu géstermistir (Tremellen 2008). Bu konuda yapilan
bir calismada floridin testislerde meydana getirdigi hasar
incelenmis ve kontrol grubuna kiyasla deney grubunda
seminifer tubll ¢apr ve kalinhigi, serum testosteron ve sperm
motilitesinde azalma meydana geldigi, HSP70 tasiyici RNA
(mRNA) ve protein seviyelerinde ciddi bir artis gozlendigi
belirtilmistir (Cao ve ark. 2016). Baska bir calismada ise 4
hafta boyunca siganlara karbon tetra klor(r (CCl4) uygulanmis,
bu durumun serbest radikal olusumunu uyararak testis
hasarina neden oldugu belirlenmistir. immunohistokimyasal
olarak HSP70 ekspresyonu incelendiginde spermatojenik
seriye ait hiicreler ve sertoli hucresinde miktarinin arttig,
serum testosteron dizeyinin yUkseldigi belirlenmistir
(Kamal ve Omran 2013). 2018 yilinda yapilan bir galismada ise
Methylenedioxymethamphetamine (MDMA, ekstaziJnin asiri isi
artisi (hipertermi) ve oksidatif strese neden oldugu, hiicresel
homeostazi koruyan testis dokusundaki germinal epitel ve
Leydig hucrelerinde HSP70'in siddetli immin reaktivitesine

neden oldugu saptanmistir (Mobaraki ve ark. 2018).

HSP70
lokalizasyonunun

HSP
immunohistokimya

testislerindeki
blot
kullanilarakyapildigibir calismada, HSP70'inyenidoganve erken

ve bazl turlerinin ~ sigan

ve Western
gelisen testislerde germ hucrelerinde, Sertoli hicrelerinde
ve Leydig hicrelerinde; ergenlikten sonra spermatositlerde

ve spermatidlerde eksprese edildigi belirtilmistir (Ogi, Tanji,
Iseda ve Yokoyama 1999).

HSP7Qin kegi (Capra hircus) testisinde immunohistokimyasal
lokalizasyonunu belirlemek icin yapilan bir calismada ise,
Leydig hlcreleri, Sertoli hiicreleri ve spermatogonyumlarda
gucli reaksiyon gozlenirken, spermatositlerde daha zayif
bir reaksiyon gozlendigi, spermatozoonlarda ise reaksiyona
rastlanmadigi belirtilmistir (Cinar ve Duran 2018).

SONUG

Bu derlemede, HSP tlrlerinin neler oldugu ve ozellikleri
Uzerinde durulmus; yuksek sicaklik, toksik kimyasallara ve
patojenlere maruz kalma gibi durumlarda dretimi artan bir
protein grubu olan HSP70in etki mekanizmasl incelenerek,
etiyolojisi ve patogenezi tam olarak aydinlatilamamis olsa da
oksidatif stresin erkek infertilitesinde 6nemli rol oynadigi,
sperm hareketliligini azaltarak ve sperm DNA'sina dogrudan
zarar vererek infertiliteye neden oldugu literatir kapsaminda
Ozetlenmistir. Ayrica bu proteinin, erkek Ureme sisteminde
onemli rol oynamasl nedeniyle erkek infertilitesine neden
olan sebeplerin ortadan kaldiriimasl icin addlesan veya
eriskin donemlerde gecirilen atesli hastaliklarin testisleri
etkiledigi unutulmamali, bu konuda yapilacak calismalarin
sayisl arttinimalidir. Bu sayede, infertilite patogeneziyle
ilgili katki
dusunulmektedir.

sureclerin  netlestirilmesine saglanacaqi
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