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Bu ¢ahsmanin amaci daha onceleri farkh metodlarla (Elisa, cross-over
elektroforez, rocket elektroforez vb.) tammmlanan p30°un bu yéntemlerden
farkh olarak ELFA yontemi ile saptanmasidir. Adli tipta cinsel saldin
olaylarmin saptanmasi oldukg¢a genis bir yer tutmaktadwr. Bunun icin ¢egitli
testler ile spesifik semen markerlan tespit edilmektedir. Vajinal sividaki
semeni Ol¢mek icin kullamlan ydéntemler asit fosfatazin (AP) enzimatik
aktivitesinin biyokimyasal olciimii ve PSA (Prostat spesifik antijen) veya
monoklonal fare anti-semen 5 (MHS-5) antikorlann ile seminal svi
proteinlerinin immunoassay metodu ile saptanmasim kapsamaktadir. Cegitli
ozellikteki semen ve vajinal 6rneklerde semen markerlarindan p30’un ELFA
ve ELISA yontemleri ile tayini yapilmstir. Semen drneklerinin
morfolojilerinin farkli olmasmmin p30 miktarim etkilemedigi anlasilmistir.
Ayrica vajinal orneklerde zamana bagh olarak p30 miktarmin azaldil

gorilmiigtiir.

Anahtar Kelimeler: P30 (PSA), ELFA, ELISA, Semen, Vajinal salg:
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The aim of this study is to identify the p30 by ELFA method which is
different from Elisa, cross-over electrophoresis, rocket electrophoresis etc.
Determining the sexual assault events occupies very huge place in forensic
science. Therefore, the specific semen markers are being determined by
various tests. The methods, which is used to measure the semen in vaginal
swabs, contains the biochemical measurement of enzymatic activity of acid
phosphatase and determination of seminal fluid proteins by the immunoassay
method with PSA or monoclonal mouse anti-semen 5 (MHS-5) anticores. The
p30 as a semen marker determined by ELFA and ELISA methods in various
semen and vaginal samples. It is understood that the differences of
morphology of the semen samples don’t affect the quantity of the p30.
Besides, the quantity of p30 in the vaginal samples were observed to be

reduced depending on the time.

Keywords: P30 (PSA), ELFA,ELISA, Semen, vaginal fluid.
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1.GIRIS VE AMAC

Adli up alaninda seksiiel saldirt olaylarinda bulunan gesitli semenler ile
iddia edilen tecaviiziin belirlenebilme girisimleri sperm hiicrelerinin mikroskobik
kamtlarina dayanmaktadir [1]. Aragtirmacilar herhangi bir tip ylizey (viicut
yiizeyi, giysiler, cisimler vb.) tizerindeki bir lekede veya sivida seksiiel suglarin
kanmit1 olarak kullanilabilecek bir biyolojik materyal olan semene ulasabilirler.
Adli analizlerde, en sik ve en Onemli problem kisilerin sperm O6rneklerinin
tamisidir ve DNA’nin aragtirilmasi ile bu engel biiyiikk oranda agilabilmektedir.
Semen lekesinin saklandigi kosullar belirgin olarak semenin biyokimyasal
parametrelerinin stabilitesini etkileyebilir [2]. Genel erkek popiilasyonunda %8-
%10 oraminda diisiik sperm sayili veya spermi olmayan erkeklerin bulundugunu
gosteren veriler bildirilmigtir. Benzer olarak vazektomide kullamlan yaygin bir
kontrasepsiyon yontemidir [3]. Azospermi veya vazektomiye bagli olarak bazi
erkeklerin semeninde spermatozoa olmamasi ve bu nedenle ejeksiyon ve kanit
materyallerine siklikla sperm hiicrelerinin yapismasinin olmamasi nedeniyle PAP,
PSA (p30), GGT, kolin , spermin ve laktat dehidrogenaz gibi semen s1vis1 protein
marker testleri bildirilmistir. Kolin, GGT, spermin ve LDH testlerinin herbirinin
Onemli sakincalart bulunmaktadir ve genele uygulanamazlar [1].

Semen asit fosfataz ( PAP ) her ne kadar semen konsantrasyonundan daha
diisiik konsantrasyonda olsa da diger dokular ve sekresyonlarda da
bulunmaktadir.Prostatik asit fosfatazin kemikte, osteoklastlarda, eritrosit, 16kosit
ve trombositlerde yiiksek aktivitede oldugu bilinmektedir [4]. Ayrica drnekler 20-
25 ° C’nin tzerinde tutuldugu zaman PAP aktivitesinin ortadan kalktig
goriilmiistiir. Endojen vaginal kaynaklardaki veya bir¢ok bitkisel materyallerdeki
asit fosfataz aktivitesi yanlis pozitif sonu¢ verebilir. Enzim aktivitesi oda
sicakliginda saklandiginda azalmaktadir. Bu nedenle kiiciikk miktarlarda semen
bulunabildiginde i¢ ¢amagirlarindaki veya vaginal tamponlardaki kurumus semen
lekelerinin eksatelarinda oldugu gibi asit fosfataz aktivitesi semene tek basina
Ozellik kazandirmayabilir [1].

1983°’te Suzuki ve ark. [5] seminal plazmada yiiksek ¢inko oldugunu ve

bunun seminal lekelerde Kkalitatif degerlendirme ile gosterilebilecegini ileri
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stirmiislerdir.Ancak daha sonralar1 koyu renkli giysilerde bu testin uygulanmasi
sakincali goriilmiistiir [6]. Insan seminal plazmasi prostatik orijinli olan yiiksek
miktarda ¢inko igermektedir [7].Prostatik sekresyonlarda bulunan ¢inko, plazma
¢inkosuna gore daha diisiik molekiiler agirlikli proteinlere bagli bulunmaktadir.
Cinkonun spermatozoon fonksiyonu, sperm kromatin ve kondansasyon yetenigini
sagladigl, boylece spermatozoa fonksiyonlarinda bir regiilatér rolii oynadig
bilinmektedir [8]. Semen ¢inkosunun PAP aktivitesine gore daha stabil oldugu
ancak ¢inko tayinlerinde kontaminasyonlarin ¢ok &nemli yeri oldugu
bilinmektedir [6].

1978°’de adli incelemelerde kullanilabilecek semen proteinlerinin
tammlanmas: aragtirmasimin  bir pargasi olarak Sensebaugh (California
tiniversitesi) ortalama molekiiler agirlikli (yaklasik olarak jel filtrasyonunda 30
kDa) ve ortalama yiiklii (pI = 6,5 — 8 arasinda) bir semen spesifik glikoprotein
izole ve karakterize etmigtir. Ortalama molekiiler agirligina dayanarak bu proteini
p30 olarak adlandirmustir [9]. Arastirmacilar p30°un uzun siire stabil kalabildigini
ve ¢esitli dis etkenlere kars1 duyarl: asit fosfataz aktivitesine gore cok daha duyarh
oldugunu ileri siirmiislerdir [2]. P30 antijeni tecaviiz sorusturmalarinda semenin
saptanmast icin gerekli olan bir ideal marker’in bircok o6zelligine sahiptir.
Semende yiiksek konsantrasyonlarda bulunmaktadir, male —spesifik oldugu
goriilmektedir, postkoital azalmas: diizenli bir pattern izlemektedir, relatif olarak
stabildir ve duyarlidir. Cross-over elektroforez, rocket elektroforez ve Elisa ile
aragtirma yillardir semen tanimlanmasinda kullanilmaktadir.

Bu calismada p30 markerinin gesitli bireylerden alinan semen ve vajinal
ormeklerde ELFA ve ELISA teknikleri ile saptanmasi ve bu iki ydntemin

karsilagtirilmasi hedef alinmgtir.
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2. GENEL BILGILER
2.1. SEMEN SALGILARI:
2.1.1.Semen Hacmi:

Normal ejakiilat miktar1 2-6 ml ( ortalama 3-4 ml ) arasinda degismektedir.
Semen hacminin Sl¢iimii bazen tek bagina genital sistemle ilgili bozukluklar
hakkinda bilgi verebildigi gibi, ejakiilattaki toplam sperm sayisimn belirlenmesi
acisindan da Snemlidir.

Eger voliim 1 ml’ den az ise 6nce materyalin tamaminin elde edilip
edilmedigi aragtinlmahidir. Ejakiilatin spermden zengin ilk kisminin kaybolmasi
volim azh@ yamnda sayr ve motilitenin bozuk ¢ikmasina da neden
olabilmektedir.

Semen hacminin yaklagik % 60-70°i vezikiila seminalisten, % 20-25’i
prostattan kaynaklanmaktadr.

Semen hacminin azalmasi hipospermi, artmas: ise hiperspermi olarak
tanimlanmaktadir [10].
2.1.1.1.Seminal sivinin rengi:

Semenin rengi kendine has mat beyazdir (gri-beyaz-sedefi). Abstinans
fazla oldugunda renk sarimsi veya gri-krem renkte olabilmektedir.

Semenin kendine has &6zel bir de kokusu vardir. Semen kokusunun prostat
sekresyonlarindan olan sperminin oksidasyonuna baglh oldugu diisiiniilmektedir.
Bu kokunun olmayis1 prostat fonksiyon bozukluguna veya prostat enfeksiyonuna
bagli olabilir. Patalojik kosullarda idrar ya da kan da karnsabilir [10].
2.1.1.2,Goriinlim ve koagiilasyon:

Fjakiilasyondan hemen sonra semen si1vi halde olup hizla koagulum haline
gelir. Bu gegis farkedilmeyecek kadar ¢ok kisa siirer. Koagiilasyonu vezikiila
seminalis kaynakl protein kinaz enzimi saglamaktadir.

Koagiilasyon olmayis:1 ejakiilator duktus tikanikli31 ve agenezilerine ya da
seminal keselerin konjenital yokluguna bagli olabilir. Bu durum seminal plazmada
fruktozun olmayist ile kendini belli eder. Semenin hemen tamami koagulum

haline gegmekle birlikte ¢ok az bir kismu s1v1 halde kalmus olabilir [10].
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2.1.1.3.Ejakiilatin koaliigasyonunu ve likefaksiyonunu saglayan maddeler:

Ejakiilasyondan hemen sonra sperm pihtilasir. Bu olayin tam mekanizmasi
acik degildir. Bu pihtilasma kandaki gibi degildir ve biiyiik olasilikla prostat 6n
lobundan salgilanan vezikiilazla olmaktadir. Vezikiilaz ne trombin ne de
fibrinojeni koagiile etmez zaten bunlar seminal plazmada da yoktur. Vezikiila
seminalisten gelen bazi koagiilasyon faktorleri de etkilidir.

Likefaksiyon ejakiilasyondan 5-20 dakika sonra goriiliir. Seminal
plazmada likefaksiyonu saglayan etkenler, prostat kokenli proteolitik enzimlerdir.
Bunlar plazminojen aktivatorii (iirokinaz) ve kemotripsine benzer etki yapan
seminindir.
2.1.1.4.Viskozite:

Ejakiilasyondan 15-20 dakika sonra erimis haldeki semen 6rnegi hacim
icin pipetlenirken veya 6lgme kabina aktarilirken viskozitesi de degerlendirilir.
Viskozite fazla oldugunda semen serbest akigkanlik gostermez. Pipetle
kaldinldiginda semenin kopmadan uzamast normal daha fazla uzamas: ise
viskozite artisim gosterir.

Viskozite artis1 prostat enfeksiyonuna ve uygun olmayan kaplarin
kullamlmasina baglt olabilecegi gibi, genital kanallar, prostat ve vezikiila
seminalis enfeksiyonlarina bagli olabilir.

Viskozite artiginin infertilite sebebi olmadigi, ancak sperm analizinde
Ozellikle konsantrasyon tayininde problemlere yol acabilecegi kabul edilmektedir.
2.1.2. Semen Konsantrasyonu:

Semendeki sperm sayisinin ve motilitesinin degerlendirilmesi analizin en
onemli kismm olusturur. Sperm konsantrasyonu, seminal sivinm bir ml’sinde
bulunan sperm sayisidir. Total sperm sayis1 ise ejakiilattaki toplam sperm sayisi
olup, konsantrasyon ile ejakiilat hacmi carpilarak hesaplanir.

Azoospermia : Semende spermatozoa bulunmamasi durumudur.
Azoospermi, infertilite klinifine bagvuran hastalarin % 10-20’sinde gériilmekte
olup, temel nedenleri testikiiler tiikkenme ve duktus obstriiksiyoniaridir.

Oligozoospermia : Sperm konsantrasyonunun 20 milyon / ml’den az

olmasidir.
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Normozoospermia : Normal ejakiilattir. Normal sperm konsantrasyonu 20
milyon/ml ile 350 milyon/ml arasinda degisir.

Polizoospermia : 350 milyon/ml’den daha fazla sperm sayisim ifade eder
[10].

Necrospermi: Tiim spermatozoonlarin 6lii olmasina denir.

Teratozoospermi: Anormal  spermatozoonlarin ¢ok  olmasima
teratozoospermi ad1 verilir.

Testis haricindeki aksesuar bezlerin (seminal vezikiil, prostat, bulboiiretral
ve iiretral bezler) sekresyonlarin1 da igerir. Seminal sivinin biiyiik bir kismim
olusturan seminal vezikiiller, toplam hacmin yaklasik % 46-80’inden sorumludur.
Prostat % 13-33, bulboiiretral ve tiretral bezler % 2-5, testisler ise % 5’inden
sorumludur [11-13].
2.1.2.1 Testis sekresyonlar:

Testisin semene katkis1 miktar agisindan az olmasma karsin,
spermatozoonlart igermesinden G&tiirii son derece Onemlidir. Rete testis sivisi
androjenler ve androjen baglayan proteinler yoOniinden zengindir; ayrica
transferrin ve inhibin de bu siv1 iginde bulunmaktadir [12,14-15].
2.1.2.2. Epididim sekresyonlar:

Epididim kanalinda, spermatozoon fonksiyonu bakimindan ¢énemli olan
birgok kimyasal madde semene eklenir. Bu kanaldan semene katilan en 6nemli
maddeler karnitin, inositol, lipidler ve fosfolipidlerdir. Epididim kanalinda
spermatozoonlar belli 6l¢iide hareketlilik kazanirlar [13,15].
2.1.2.3.Seminal vezikiil sekresyonlar::

Seminal vezikiil fonksiyonunun yeterliligi, sperm motilitesi i¢in olduk¢a
Oonemlidir; bu fonksiyondaki azalma ile astenozoospermi arasinda kuvvetli bir
iliski olup, ejakulata prolaktin, bikarbonat veya prostaglandinler (PG ) gibi
maddelerin eklenmesi ile motilitenin arttify deneysel olarak gosterilmistir.
Seminal vezikiil fonksiyonundaki azalma ile paralel seyreden sperm motilitesi

tizerindeki negatif etkinin baslica nedeni, bakteriyel enfeksiyonlardir {11,16].



2.1.2.4.Prostat sekresyonlart:

Prostat sekresyonlarinda bulunan ¢ok sayida enzim, semenin pihtilagmasi
ile likefaksiyonunuda rol oynar. Prostat sekresyonlarindaki bakteriostatik bir amin
olan spermin, spermatozoamn fosfat kristallerini olugturur. Prostat sivisinda fazla
miktarda asit fosfataz, sitrat, kalsiyum ve ¢inko da bulunur [14].
2.1.2.5.Bulboiiretral ve iiretral bez sekresyonlari:

Bulboiiretral bezler proksimal iiretraya agilir. Mukoproteinlerden zengin
olan salgilari, iiretranin lubrikasyonunu saglar. Salgi miktarimin az olmasina
kargin, bu sekresyonlara 6zgii antisperm antikorlarin bulundugu bildirilmigtir ve
bu agidan O6nemli olabilirler. Uretral bez sekresyonlari, bulboiiretral bez
sekresyonlari ile benzer niteliktedir [12,15,17].

2.2. SEMEN ANALIZINDE KULLANILAN PARAMETRELER:

Semende bulunan protein, amin, karbonhidrat, lipid, ve elektrolitlerin bir
kismu genital kanalin belli boliimleri i¢in 6zgiin olup; seminal plazmadaki
biyokimyasal yapilarin tetkiki, erkek infertilitesinin degerlendirilmesinde Gnem
kazanmugtir. Seminal vezikiil fonksiyonu agisindan fruktoz diizeyi, prostat bezi
icin asit fosfataz diizeyi, epididim fonksiyonu igin ise karnitin diizeyi Snemli
belirleyicilerdir [12]. Fertilizasyonun gerceklesmesi i¢in hem spermlerin normal
olmas: hem de uygun semen bilegiminin olmasi gerekir [13,17]. Semeni olugturan
sekresyonlarin kaynaklandig: ii¢ temel yapi olan seminal vezikiil, prostat ve testis-
vas deferens salgilarimin semende bulunmasina “eucrasia” denirken; bunlardan
herhangi birinin bulunmamas: “dyscrasia” olarak adlandirilir [18].

2.2.1. Fruktoz:

Fruktoz ilk olarak 1946 yilinda Mann tarafindan [19] seminal vezikiiliin
belirleyicisi olarak tammlanmistir. Fruktoz analizinde dnceleri gaz kromatografisi
ve kagit kromatografisi kullanilirken, son wyillarda spektrofotometrik veya
enzimatik yontemler gibi 6zgiin teknikler kullanilmaya baslanmigtir [16,19-20].

Seminal plazmamn fruktozu spermatozoalar i¢in bir aerob ve anaerob
enerji kaynagim olusturur. Insan semeninde fruktozun normal diizeyi 120-450
mg/100 ml’dir [21,22]. 120 mg/100 ml altindaki derisim genellikle seminal
kesenin inflamasyonunu, androjen yetersizligini, ejakulatuvar kanallarm kismi

tikankligin1 ya da yetersiz ejakulasyon gibi patolojiyi diisiindiiriir. Seminal
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kesenin konjenital yoklugunda ya da ejakulatuvar kanallarin tam tikanikhiginda
ejakulatta fruktoz bulunmaz [21].

Prostat ve seminal kesenin sekretuvar islevi belirgin bir sekilde
testosteronun islevi altindadir ve semenin fruktoz miktar1 androjen aktivitesinin
iyi bir gostergesidir [21,23]. Testisten testosteron salinimimn 6Slglimii yerine
fruktoz tayini, ilgili organin salgi islevini tayin etmede daha kolay oldugu gibi,
ayrica daha gegerli fizyolojik bir 6lgtimdiir. Normospermili, fakat diigiik fruktoz
derigimli olan infertil hastalar vardir. Bu hastalar, androjen tedavisine duyarhidir
ve boyle tedaviyi takiben gebelikler yaymlanmugtir. Bu hastalara androjen
verildiginde seminal plazmalarindaki fruktoz miktari belirgin sekilde artmugtir
[23]. Cinsel yoksunlugun 6 giinden fazla siirmesi halinde fruktoz diizeyinin
azaldigi saptanmugtir. Vas deferens tikamklifi olan hastalar ile azoospermik
olgularda fruktoz diizeyinin anlamli olarak yiikseldigi g6zlenmistir [24].
Semendeki fruktoz diizeyleri androjen kontrolii altinda olmasma Kkarsin,
depolanma, ejakulasyon sikligi, kan glukoz diizeyleri, beslenme durumu gibi
birgok faktorler seminal plazma fruktoz derigimini etkileyebilmektedir [21].

Insan sperminde glikolitik enerjinin major ya da tek kaynagim fruktozun
olusturdugu iddiasina karsit yonde ¢aligmalar olup glukozun da enerji saglama da
en az fruktoz kadar rolii oldugu iddia edilmektedir [25].

2.2.2. Prostatik asit fosfataz (PAP):

Ejekiilat sivisinda yiiksek diizeylerde asit fosfataz bulundugu ve prostat
kanserli olgularin kemik metastazlarinda asit fosfataz diizeylerinin oldukga
yiksek bulundugu bilinmektedir. Asit fosfataz 6zellikle prostat kanserli olgularin
tamis1 ve tedavilerinin izlenmesinde en ¢ok kullanilan biyokimyasal
parametrelerden biri olmugtur [26,27].

Asit fosfataz hemen hemen biitiin viicut dokularinda izozimleri olan bir
enzimdir. izozimlerinden bir tanesi de PAP’dir. Adindan da anlasilacag: gibi PAP
en fazla prostat dokusunda bulunur. Aslinda prostat dokusunda ti¢ tane farkl asit
fosfataz bulunmakla birlikte, sadece PAP prostata spesifik bir enzim olup diger
asit fosfatazlardan immiinolojik olarak farklidir. Yapilan immiinolojik ¢alismalar,
asit fosfatazin karaciger,beyin, akciger, testis, mesane, kalp, dalak, deri ve

trombositlerde az miktarda; normal ve malign l6kositlerde, normal ve malign



pankreas adacik hiicrelerinde, renal tiibiiler epitelde ve meme kanserli dokularda
Onemli miktarlarda bulundugunu géstermistir [26,28].

PAP, glandiiler epitel hiicrelerin lizozomal graniillerinde yer
alir.Molekiiler agirlig1 100.000 olan ve iki identik alt birimden meydana gelen bir
siyaloglikoproteindir. Izoelektrik noktas1 pI=4.5-5.5 arasinda bulundugundan asit
fosfataz olarak adlandirilmigstir. PAP, molekil agirhigi 110.000 olan prekiiser
olarak sentezlenir [26,29,30].

Prostatik asit fosfataz prostat tarafindan salgilandify icin, prostat
fonksiyonunun bir gostergesidir. Oldukca stabil bir enzim oldugundan, adli tipta
stipheli materyalin semen olup olmadiginin saptanmasinda kullamlir [13,31-32].
Sperm konsantrasyonu ile semendeki asit fosfataz aktivitesi arasinda belirli bir
iligki saptanmgtir. Azoospermik hastalarda asit fosfataz aktivitesi maksimum
iken, sperm konsantrasyonu arttikga enzim aktivitesinin azaldif1 goézlenmisgtir.
Daha sonra , asit fosfatazin sperm motilitesine, vitalitesine ve metabolizmasina
etki ettigi anlagilmistir [32,33]. Yapilan g¢alismalarin bir kisminda prostatik asit
fosfataz ile fertilite arasinda kuvvetli bir iligki oldugunu ileri stirmiisler ve puberte
ile birlikte semendeki asit fosfata aktivitesinin hizla arttiimi gostermiglerdir
[33,34].

2.2.3. Sitrik asit:

Ik kez insan seminal plazmasinda gosterilen sitrik asit bir PB-
‘hidroksitricarballic asittir [36,37]. Prostat sivisinin major kaynag sitrattir. Prostat
sivisinda 75 mmol/L olarak bulunurken, serumda 0.12 mmolk/L olarak bulunur.
Bu yaklagik serumdakinden 615 defa yiiksek demektir. Ortalama 3.76 g/L’dir
[38]. Seminal plazmamin bir komponenti olarak bilinen sitratin seminal
plazmadaki kaynagimin prostat oldugu Huggins ve Neal tarafindan gésterilmistir
[39]. Sitrat, prostatin ozmotik dengesini devam ettirmede 6nemlidir. Metal
iyonlarimint  giiglii bir baglayicisidir. Prostat bezinin fonksiyonunu bozan
durumlarda seviyesi azalir, bu nedenle prostat bezinin fonksiyonunu Slgmede bir
kimyasal indikat6r olarak kullanilir [40].

Sitrik asit degerleri ile diger sperm parametreleri arasinda bir iligki
kurulamamig olup memeli semenindeki fonksiyonu kesin olarak bilinmemektedir

[35,37,41].
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Sitrat ilk defa 1930 yilinda seminal plazmanin bir komponenti olarak
belirlenmis ve Huggins tarafindan ayrintili olarak caligilmistir [39]. Prostat
sekresyonunun major anyonudur. Yalniz prostat tarafindan sekrete edilir. Metal
iyonlarim baglayarak, konsantrasyonlarimi regiile eder. Sitrat prostatin ozmotik
dengesinin korunmasinda Onemli bir rol oynar ve prostat sekresyonu i¢in bir
marker olarak kabul edilir [42,43].

2.2.4. Cinko:

Biitiin canlt organizmalarda bulunan ¢inko, insanlarin normal gelisiminde
ve seksiiel olgunlagmasinda esastir. Membran yapisi ve fonksiyonlarinin
yuritiilmesinde 6nemli rol oynar. Cinko; karaciger, bobrek, kemik, retina, kas,
pankreas ve prostatta yiiksek miktarda bulunur ve yaklasik yiiz kadar enzimin
yapisina girmektedir [44]

Insan semeninin yiikksek ¢inko konsantrasyonuna sahip oldugu ve bu
cinkonun prostat orijinli oldugu Mawson ve Fischer tarafindan gsterilmigtir.
Insanda prostat en ¢ok ¢inko ihtiva eden dokudur [45].

Saghikli bir insanin seminal plazmasindaki ¢inko konsantrasyonu kan
plazmasindakinin yaklasik 140 kat1 kadar, prostat stvisindaki konsantrasyonu kan
plazmasindakinin 300 kati kadardir. Serum ¢inkosu ortalama 100ug/100 ml,
seminal plazmada ortalama 140 pg/ml’dir. Cinkonun prostatta birikimi androjenik
aktiviteye bagh bir olaydir. [46].

Cinkonun sperm {lizerindeki fonksiyonlar1 ¢esitli arastirmacilar tarafindan
sOyle belirtilmigtir ;

- Sperm membraninin biitiinliigiini arttirir.

- Sperm motilitesini arttirir.

- Sperm kuyrugunun helezoni hareketini arttirir.

- Sperm adenil siklazimi inhibe ederek, ATP sentezini arttirir [47].

Infertil salslarda semen ¢inko diizeyinin fertil sahislara gore anlaml dlgiide
diisiik olmasi, bu hastalarda ¢inko tedavisini de beraberinde getirmigtir. Takthara
ve ark. semen cinko diizeyi diisikk infertil hastalara ¢inko siilfat tedavisi
uygulanmig ve iyl sonuglar alindigim bildirmigstir [48].

Carreras’mn bir ¢aligmasinda % motilite ile seminal plazma ¢inko degerleri

arasmda anlamli bir negatif iligki saptanmis olup; normal sperm fonksiyonu i¢in
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¢inkonun gerekli oldugu, ancak asir1 yiiksek seminal ¢inko  diizeylerinin
astenozoospermiye yol acabilecegi bildirilmistir [49]. Bu sonucu, infertil erkek
olgularda uygulanan ¢inko tedavisinden sonra anlamli olarak artan seminal ¢inko
diizeyine eslik eden ilerleyici motil sperm oranindaki artiy da desteklemektedir
[50].

2.2.5. Magnezyum:

Viicuttaki total magnezyumun yaklasik yarist kemikte kalsiyum ve fosforla
kompleks yapmis halde, geri kalan1 yumusak dokularda bulunur. Normalde serum
magnezyum seviyesi 1.85-2.20 mg/100 ml arasindadir {51].

Erkek genital sistemindeki diger bezler, benzer magnezyum
konsantrasyonlarina sahip olmalarina ragmen, insan prostat bezi ve seminal
vezikiiller magnezyumca zengindir. FEjakulatlardan elde edilen cesitli
fraksiyonlarin analizleri ve asit fosfataz aktivitesine paralel olarak yapilan
deneylerle semendeki magnezyumun da prostat orijinli oldugu anlagilmugtir.
Spermlerdeki ortalama magnezyum konsantrasyonu 3.7 pg/ 108 sperm olarak
bulunmustur [52].

Fertilizasyonda enerji kaynag: olarak rol oynayan ATP’nin bu gérevini
yapabilmesi, maghezyum ile kompleksler tegkil etmesine baghdir [53].

2.2.6. Kalsiyum:

Kalsiyum hiicre fonksiyonu i¢in ¢ok Onemlidir. Baz: viicut sivilarinda
fazla miktarda bulunur. Insan siitiinde ortalama 10 mmol/L iken, insan seminal
plazmasinda kalsiyum konsantrasyonu kan serum kalsiyumundan 3 ila 4 kat
fazladir. Semen hem s1vi hem de selliiler bir kompartman oldugu i¢in bu, 6zellikle
ilgingtir. Semen kalsiyumu baglica prostat kaynaklidir, biraz da seminal keseden
orijin alir. Seminal plazma kalsiyumunun, sitrat ile kompleksier yaptigi
bilinmektedir [54].

Spermtazoalar ortamdaki kalsiyum konsantrasyonlarinin degisiminden gok
etkilenirler. Ortam iyonize kalsiyum ilavesinin sperm motilitesini baglattig
gozlenmistir. Epididimal spermatozoaya kalsiyum ilavesi iyi, proressive bir
motiliteye neden olur. Motiliteye etkisi yaminda, kalsiyum bir¢ok tiiriin akrozom
reaksiyonuna da istirak eder [55].
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2.2.7. Askorbik asit:

1932 yilinda izole edilen askorbik asit molekiiler agirligr 176.1 g olan bir
ketolaktondur. Suda eriyen bir vitamin olan askorbik asit gogu memelilerde sentez
edildigi halde insanlarda bir enzim eksikliginden dolay1 sentez edilemez [56,57].

Semendeki miktar1 yaklagik 13 mg/dl olan askorbik asitin kan
plazmasindan son derece yiiksek olusu nedeniyle seminal plazmadaki biyolojik
rolii ve 6nemine igaret edilmigtir [56]. Askorbik asit seminal plazmaya seminal
vezikiiller tarafindan verilir [58,59]. Askorbik asit glikolizisde rol oynayan cAMP
konsantrasyonunu  diigtirtir. CAMP’ye hangi mekanizma ile etki ettigi
bilinmemekle beraber adenil siklaz enzimini inhibe edebilecegi belirtilmistir [60-
61].

Biyolojik olarak,aktif rediikte edici bir ajan olan askorbik asitin seminal
plazmadaki nonspesifik sperm aglutinasyonunu tersine c¢evirerek insanda
fertiliteyi diizelttigi gosterilmigtir [62].

Videla ve ark. [59] seminal askorbik asit diizeyleri arasinda
normospermik, oligospermik ve azospermik gruplar arasinda fark bulamamstir.
Bazi aragtiricilar ise askorbik asit diizeyinin fertil grupta infertil gruba gére daha
diisiik oldugunu bildirmislerdir [63,64]. Buna karsilik yapilan bir bagka galismada
en yiiksek askorbik asit diizeylerini normospermik grupta saptamis olup bu
ortalama azoosperik grup ortalamasinin 6 katindan fazla bulunmustur [65].

2.2.8. Siyalik asit:

Noraminik asitin ikinci karbonuna asetil grubu baglanmas: ile meydana
gelen yapi, N-Asetil Noraminik asit (NANA) olarak adlandirilir. Ketozlarin
onemli bir simifim tegkil eden sialik asitler 9 karbon atomu ihtiva eden néraminik
asidin asetillenmis tiirevleridir. Insan seminal plazmasinda bulunan sialik asit N-
asetil noéraminik asittir. Prostat ve seminal vezikiillerden salgilanan bu asidin
seminal plazma degeri degismekle beraber yaklasik 124 mg/dl’dir. Ilk defa Odin
tarafindan domuz semenindeki sialik asidin varlifna dikkat ¢ekilmigtir.

Cesitli aragtirmacilar, sialik asidin fertilizasyon olayinda fizyolojik bir rol
oynadigina dikkat ¢ekmiglerdir. Bu asidin epididimisteki sperm matiirasyonunda,

iyonik dengenin saglanmasinda, spermatozoa ve epididim arasindaki antijenik
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iligkide, akrozom stabilizasyonunda, spermatozoanin yapisal biitiinltigiiniin
saglanmasinda rolii vardir [65].
2.2.9. Laktik dehidrogenaz (LDH)

LDH, 150000 molekiil agirlikli, dort polipeptit zinciri ihtiva eden regiilator
bir enzimdir. LDH, glukozun laktata metabolik doniisiindeki son kademeyi kataliz
etmektedir. Bu anaerobik sartlarda ger¢eklesmektedir [66].

LDH’nin insan seminal plazmasindaki mevcudiyeti ilk olarak 1958 yilinda
Mac leod ve Wroblewski tarafindan gosterilmigtir. 1963 yilinda hem Blanko ve
Zinkham hem de Goldberg, insan semeninde LDH-x olarak adlandirilan ek bir
izenzimi tanumlamglardir.

Semendeki LDH-x  aktivitesi  spermatogenezisin  biitiinltigtinii
yansitmaktadir. Her birey igin ejakulattaki sperm sayis1 ile LDH-x aktivitesi
arasinda iyi bir korelasyon oldugu bulunmustur [67].

2.2.10 Inhibin-aktivin:

Inhibin ve aktivin yapisal benzerlikleri olan ve hipofiz bezine etki ederek
FSH sekresyonunu etkileyebilen dimerik gonadal proteinlerdir.

Inhibin overde graniiloza ve teka hiicrelerinde, testiste Sertoli hiicrelerinden
salgilanan polipeptit yapida bir hormondur. Inhibin selektif olarak FSH
sekresyonunu inhibe eder. Inhibin B erkekte ve kadinda( folikiiler fazda)
fonksiyoneldir. Inhibin A ise erkekte goriilmez.

Inhibin yetiskin testisinde esas olarak Sertoli hiicrelerinde daha az olarak da
Leydig hiicrelerinden salgilanur.

Aktivin ise FSH sekresyonunu simiile eder.

Inhibin ve aktivin molekiillerinin FSH iizerine olan etkileri yamsira,
gonadlara parokrin ve otokrin etkileri de vardir [68].

2.2.11. Lipidler:

Spermin ovumu fertilize edebilmesi igin kadin genital sisteminde bir siire
kalabilmesi ve bu yetenegi kazanabilmesi gerekir. Buna ¢ kapasitasyon’ denir.
Seminal plazmadaki lipidler ile spermin i¢inde bulunan lipidler arasindaki denge

bozulursa kapasitasyon gergeklesmez, yagam siiresi kisalir.
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2.2.12. Kinin:

Kallikrein ve kinin sisteminin sperm motilitesine etkisi Schille tarafindan
bulunmugtur. Kinin sperm hareketliligini, fruktoz yapimini, oksijen yapimi ve
kullamimim arttirir ve yasam siiresini uzatir.

2.2.13. Poliaminler ve katekolaminler:

Sperm hareketinde etkili, protein 6zelliginde yeni bulunan bir madde olan
“ FORWARD MOTILITY FACTOR?” spermin ileri hareketini saglar. Bu fakt6riin
katekolamin i¢erdigi tahmin edilmektedir.

2.2.14. Asetilkolin:

Asetilkolin sberm membran sisteminde Ca™ iyonuna kars1 gegirgenligi
arttirir. Bu yolla sperm akrozom reaksiyonu uyarip, motilite artirlir.
2.2.15. Spermin ve spermidin:

Prostat kdkenli poliaminlerdir. Enzimatik olarak okside olduklarinda
yiitksek bakterisit etki yaparlar. Ayrica DNA molekiiliine girip biiylime faktorii
rolii oynadiklar sanilmaktadir.

2.2.16. Prostaglandinler:

Kaynag1 vezikiila seminalistir Tip ve yogunluga bagli olarak
vazokonstriiksiyon ya da vazodilatasyon yaparlar. A, B, E, F tipleri vardir.
Prostaglandinler ¢ok etkili ajanlar olup ereksiyon, ejakiilasyon, sperm motilite ve
taginmasiyla testikiiler ve penil kontraksiyonlarda rol alirlar.

2.2.17. Prolaktin:

Hipofiz 6n lobunda ve Pars distaliste yapilan ve salinan Prolaktin, ekstra
hipofizer kaynaklardan da izole edilmigtir. Prostatta ve seminal plazmada
prolaktin sentezi yapildigt aragtirmalarla gosterilmistir. Bu hormon 198
aminoasitten olugan bir polipeptit zincirinden ibarettir.

Bartke  prolaktinin  spermatogenezde ve  testisin  androjenik
fonksiyonlarinda rol oynadigim gostermistir. Segal ve arkadaglart 127 kisir
erkekte yaptiklar bir arastirmada prolaktin seviyelerinin kontrol grubuna oranla
daha ytiksek oldugunu gostermislerdir [69].

2.2.18. Transferrin:
Transferrin (TRF;siderofilin) demir transportu ig¢in gerekli temel bir

plazma proteinidir. Transferrin tek polipeptit zincirli bir glikoproteindir. Demir,
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bakir, ¢inko, kobalt ve kalsiyum gibi bircok katyonu reversibl olarak baglar.
Transferrin yarilanma 6mrii 4 giindiir.

Transferrin karacigerde, bir miktar lenfositlerde ve son yillarda yapilan
birgok ¢alismada tespit edildigi gibi az miktarda da Sertoli hiicreleri tarafindan
testislerde sentez edilir.

Insan semeninde spermatozoamn yasamasi ve fonksiyonlan i¢in uygun
ortamin saglanmasi bakimindan 6nemli birgok protein komponenti bulunur.

Transferrinin germ hiicrelerinin geligmesi ve diferansiasyonundaki nemi
demirin germ hiicrelerine transportuyla ilgilidir. Cilinkii demir germ hiicrelerindeki
DNA sentezinin ve daha birgok biyokimyasal reaksiyonun basariimasi i¢in
gereklidir [70].

2.2.19. MHS-5 Antijeni ve MHS-5 Antikoru:

MHS-5 antijeni ve MHS-5 antikoru yeni bir semen probu ve semen
marken olarak diistiniilmiigtiir. Clinkii MHS-5 epitopu tlim test edilen dondrlerde
( vazektomili érkekleri de kapsayacak sekilde ) semen icinde korunmaktadir;
insan biyolojik sivilart veya evcil hayvanlarin semenleri ile hicbir capraz
reaksiyon gozlemlenmemistir. 0,75 ng kadar diisiik seminal sivi proteinleri
mevcudiyetinde bile pozitif identifikasyon veren sensitif, ucuz ELISA yontemi
geligtirilmigtir. Ayrica antijen, vaginal sivilarda maskelenmemekte ve elimine
edilmemektedir. Ve 4 saat viicut 1sisinda inkiibe edilmis vaginal sivi ve semen
kansiminda saptanmaktadir. Ejakiile edilen sekresyonlarin major saglayicisi olan
vesikula seminalis bu antijenlerin kaynaklandigi yerdir. Antijenik epitop isiya
dayamklidir ve birkag ay dnce toplanmus adli olaylarda da saptanmaktadir [1].
2.2.20. Prostat Spesifik Antijen (P30 antijeni, PSA )

P30 antijeninin, prostat epitelial hiicreleri tarafindan salgilanan proteolitik
aktiviteye sahip bir glikoprotein oldugu belirtitmektedir [71,72].

Ultrastriiktiire]l lokalizasyon calismalar1 sonucu p30 antijeninin, prostatta
kitboidal asini hiicrelerinin, graniillii endoplazmik retikulumunda sentezlendigi,
sitoplazmik vezikiil ve vakuollerle, lizozomlarda depolandig1 ve asiner hiicrelerin
apikal hiicre membranina tagindigi, burada ekzositozla saliverildigi gosterilmigtir

[71,73,74].
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PSA ilk kez 1971 yilinda seminal plazmada Hara ve arkadaglan tarafindan
saptandi.y seminoprotein ad verildi [75]. 1ki yil sonra Li ve Beling de aym
proteini izole ederek bu proteine E; antijeni adin1 verdiler [76]. Bu protein diisiik
molekiiler agirlikh olup ( yaklagik 31.000 D) ve agar elektroforezindep mobilitesi
gOstermektedir. 1978 yilinda Sensabaugh ilk kez dogru olarak bu semene spesifik
proteinin elektroforez ile 6zelliklerini belirledi. Molekiil agirliginin 30.000 D ve
izoelektrik noktasmin 6,5-8 oldugunu saptayarak molekiil agirhgindan dolay: p30
adr verildi [77]. 1979 yilinda Wang ve arkadaglan prostat dokusundan bir antijen
izole ettiler ve prostat dokusuna spesifik oldugunu gosterdiler [78]. Bu calisma
PSA’nin PAP’tan ayn bir antijen oldugunu gosteren ilk c¢alismadir. Prostat
dokusuna 0zgii olmasindan dolayr PSA denmistir. Daha sonra Wang ve
arkadaslarn seminal plazmada bulunan PSA’nin prostat dokusundan izole edilen
PSA ile immunoljik ve biyokimyasal olarak benzer oldugunu gosterdi [79]. Son
olarak Papsidero ve arkadaslar insan serumundan identifiye ettikleri PSA’min
prostatik dokudan elde edilenle aym 6zellikte oldugunu saptadilar [78].

Bugiinkii verilerimize gorey - seminoprotein, protein-E, prostat spesifik
antijen(PSA) ve p30 antijeni aym proteolitik aktiviteye sahip bir glikoproteindir
[71,73].

P30 antijeninin molekiil agirligimin 30.000-34.000 Dalton oldugu, %93’
peptid ve %8’i karbonhidrat (%4.84 heksoz, %2.87 heksozamin, %0.25 sialik asit)
olan tek polipeptitli bir glikoprotein oldugu bildirilmekte ve ayrica 5 izomerinin
bulundugu gosterilmistir [80,81].

P30 antijeninin notral bir serin proteaz oldugu, kallikreine benzedigi ve
semen likefaksiyonunda seminal vesikiil protenlerinin ( fibronektin, seminogelin
I-Il ) pargalanmasindan sorumlu oldgu belirtilmektedir P30 antijeninin primer
yapisi ile ilgili tartigmalar stirmektedir [80,82].

P30 antijeninin aminoasit dizilimi ile ilgili ¢aligmalar hala siirmektedir.
P30 antijen geninin 19. kromozom iizerinde oldugu ve aym bélgenin y-renin,
epidermal bliytime faktorii ve sinir biiylime faktorii genini tasidig: belirtilmektedir
[83-85].

P30 antijeninin; oda sicakliginda 24-48 saat ( maksimum 4 giin ), 4°C de
14 giin, -20 °C de donduruldiunda 6 aydan 12 yila kadar stabil kaldig:

Anzdolu Universites
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bildirilmigtir [71]. Kamenev ve arkadaglar1 [86], p30 antijeninin kuru leke ve
yayma olarak oda 1sisnda 10 yil saklanabilecegini sdylemektedirler. Poyntz [87],
p30 antijeninin yayma kurutulduktan sonra yillarca bozulmadan saklanabilecegini
belirtmektedir.

Graves[88], vaginal 6rneklerde p30 antijeninin koitustan 27 saat sonrasina
kadar saptanabildigini, asit fosfataz i¢in bu siirenin 14 saat oldugunu
belirtmektedir. Kamenev [89] ise bu siireyi maksimum 47 saat olarak
belirlemistir. |

Cinsel iligkiden sonra seminal sivi proteinlerinin (p30 gibi), hiicresel
elemanlardan (sperm gibi) daha hizli bir sekilde denatiire oldugu ve alinan
stiriintiilerdeki protein miktarinin 1lik ve nemli sartlarda hizla denatiire oldugu
c¢esitli kaynaklarda belirtilmektedir [87,89,90].

Yapilan c¢alismalarda p30 antijeninin kan, tiikriikk, ter, nazal sekresyon,
idrar, feces ve menstrual kanda saptanamadig belirtilmektedir [89].

P30 antijeninin viicut sivilarindaki konsantrasyonu bireysel farkliliklar
gostermekle birlikte, seminal sivida 0.5-2 mg/ml, serumda 0.90tng/ml, idrarda
260 ng/ml seviyesinde bulunmaktadir [82,83,88].

Serumda yarlanma omrii 2-3 giin olan p30 antijeninin, radikal
prostatektomiden 2-6 hafta sonra, serumda tayininin yapilmadig: belirtilmektedir
[71,91]. Cesitli kaynaklardaki farklt p30 antijen degerlerinin p30 antijen
Slgiimiinde kullanilan yonteme, etnik kékene ve prostat voliimiine bagl oldugu
belirtilmektedir [92].

Goldfard ve arkadaglar1 [93,94], 42 ¢ocuk otopsisinin prostat dokusunda
yaptiklart caligmalarda p30 antijen konsantrasyonunun; dogumda yiiksek
oldugunu, 6. ayda tayin edilemeyecek kadar azaldigini, 10 yas civarinda yeniden
yiikselmeye bagladigint ve puberte sonuna kadar seviyesinin yiikseldigini, béylece
serum testosteron seviyesiyle direkt korelasyon gosterdigini saptamiglardir.

Onceleri p30 antijeninin prostata spesifik bir belirleyici oldugu, baska
highbir dokunun bu antijeni icermedigi diistiniilmiistiir. Son yillarda yapilan
calismalarda p30 antijeninin prostata spesifik olmadigi, prostat diginda iiretra,

parartiretral bezler, mesane ve anal kanal gibi embriyolojik donemde kloakadan
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gelisen dokularda da immiinoperoksidaz boyama ile gosterebildigi saptanmistir
[95,96].

Seminal sivida 0.5-2 mg/ml seviyelerinde bulunan p30 antijeninin, seminal
plazmadaki total proteinlerin %10’ unu olusturdugu saptanmstir [82,83].

Indirek immunofluorescence yontemle semende spermatozoanin
postakrozomal, boyun ve kuyruk bélgelerinde p30 antijeni gosterilmistir [97].

P30, son yillarda PAP ile birlikte prostat kanserinin tanisi1 ve tedavisinin
izlenmesinde genis ol¢iide kullamlmaya baglanmigtir. Prostat kanserli olgularla
yapilan ¢aligmalar, P30’un PAP’dan daha iyi sonuglar verdigini gdstermektedir
[98].

Bazi arastiricilar idrarda bulunan iirokinazin P30’a yakin O&zellikler
tasidigim1  One strmiglerdir. P30 ve iirokinazin aminoasit siralanmalar
incelenerek, birbirlerinden farkli olduklar: ortaya konmustur. Prostat dokusunda
yitkksek konsantrasyonda bulunan ¢inko da P30’u inhibe eder. Prostat kanserli
dokularda ginko diizeyinin azaldigi saptanmustir. Bu durumda, prostat kanserli
dokularda P30 aktivitesinde artis beklenebilir. Kanserli prostat dokusunda P30
aktivitesinin yliksek olusu, kanser tanis1 ve mekanizmasi agisindan degerli bilgiler
verebilir. Baz1 arastiricilar; ¢inko diizeyinin azalmasi sonucu P30 aktivitesindeki
artisin, kanserli prostat dokusunda goriilen degisimlere yol agabilecegini ileri
stirmektedirler [98].

Anadelu Dniversites
Merkez Kitiintone
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. MATERYAL:

Istanbul {iiniversitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Kadin hastahklar ve
Dogum Klinigi ve Tiip Bebek Boliimii Androloji laboratuarina bagvuran
hastalardan alman 52 semen Ornegi ve 5 hastadan alinan vajinal sivi ve 5 tane
serum fizyolojik olmak tizere toplam 62 materyalle ¢calismamiz yapildi.

Caligmada toplanan semen materyalleri taze olarak caiisildi. Ancak vajinal
Ornekler caligma saatine 2-8 °C’de saklands.

3.1.1. Kullanilan Gerecler:

Otomatik pipet

Santrifiij

Derin dondurucu

Eppendorf tiipler

Mikropipet uglar

Spor

Steril vaginal swab

Steril tiipler

Serum fizyolojik

ELFA cihaz1 ( Biomrieux-MINIVIDAS )

PSA kiti
3.1.2. Orneklerin Hazirlanisi:

3.12.1. Semen Ornekleri:

Semen 6rnekleri hastalardan alindiktan sonra 6nce spermiyogram testleri
yapilarak semen orneklerinin morfolojileri ve igerdigi sperm miktarlan ve gesitleri
belirlenmistir. Calismaya alinmadan 6nce semen numuneleri 2000 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmigtir. Supernatant kisimlan ¢alismaya alinmastir.
3.1.2.2. Vajinal Ornekler:

Vajinal salgilar hastalardan vajinal swab olarak adlandirlan steril
pamuklu ¢ubuklarla almmigtir. Daha sonra i¢inde standart 1 cc serum fizyolojik
bulunan steril tiiplere alinmigtir. Swab iizerindeki sekresyonun serum fizyolojik

i¢inde karigmasi saglanir.
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3.2. YONTEM:

3.2.1. Elfa yontemi:

Cizelge 3.1. PSA kit bilesimi

TPSA Stripti Kullamima hazir

TPSA SPR Kullanima hazir
SPR m i¢ yiizeyi monoclonal mouse anti-PSA immunoglobini ile

kaplanmugtir,

TPSA Solusyonu Kullamima hazir
Dana serumu + 0,9 g/l sodyum azide

SPR:
SPR ( solid phase receptaclekati faz kaplama ) firetim sirasinda

monoclonal anti-PSA antibadileri (mouse) ile kaplanmusgtir.

Cizelge 3.2.TPSA Stripti:

Kuyucuklar Reagent

1 Ornek kuyucugu

2-3-4-9 Bos kuyucuklar

5 Konjugat: monoclonal anti-PSA immunoglobulinleri (mouse) ile etiketli alkalin
fosfataz + 0,9 g/l sodyum azide (400 pl)

6-7 Yikama solusyonu : Tris (0,05 mol/l, pH : 7,4) + NaCl ( 0,4 mol/l) + tween
(0,05%) + 0,9 g/1 sodyum azide (600u1)

8 Solusyon : Tris (0,1 mol/l) + NaCl ( 0,1 mol/1) + dana serumu (5%) + 0,9 g/1
sodyum azide (400ul)

10 Substrath kiivet : 4 metil — umbelliferyl fosfat (0,6 mmol/T) + dietanol amin
(DEA) 0,62 mol/1 veya 6,6%, pH : 9,2 + 1 g/l sodyum azide (300ul)

Olgiim Prensibi:

Olgtim prensibi iki adimli enzim immunoassay sandvi¢ metodudur. Son
asamada floresan madde ile okuma yapilir (ELFA: Enzyme Linked Fluorescent
Assay).

Reaksiyon SPR olarak adlandirilan kapsiilde gerceklesir. Numune SPR
i¢ine aktanlir ( 200ul ) ve bu kapsdilde reaktif ile reaksiyona girer. Orekler SPR
icinde bircok kere c¢evrilir. Bu operasyon ornekte var olan PSA’yr SPR’m ig

¢eperinde yapismis olan antibadi ile birlestirmeye olanak saglar. Numune igindeki
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baglanmamis antijenler yikama yolu ile uzaklagtinilir. Alkalin-fosfataz isaretli
antikor (PSA’ya spesifik) SPR i¢indeki Antigen-Antikor bilesigi ile reaksiyona
girerek sandvi¢ kompleksi olusturur. Final tespit basamag: sirasinda substrat (4-
metil umbellifery fosfat) SPR igine ¢ekilir. Konjugat enzim bu substratin floresan
liriine (4- metil umbelliferon) hidrolize olmasi katalizler. Bu madde 450 nm’de
Olgiiliir. Istmanin giddeti numunedeki PSA konsantrasyonu ile dogru orantilidir.

Okuma sonucunda cihazin hafizasindaki kalibrasyon egrisinden
yararlamlarak PSA’nin ng/ml cinsinden sonucu bulunur.

Elfa cihazimin alt okuma sinir1 0,070 iist okuma sinir1 ise 100 ng/m1’dir.

3.2.2. Elisa yintemi:
PSA kit bilegimi:

e 96 kuyucuklu tavsan anti-PSA ile kaplanmis mikroplate

e Zero Buffer, 7 ml

e 0,2,4,15 60 ve 120 ng/ml oranlarinda PSA igeren standart

soliisyon

e Enzim konjugat soliisyonu, 12 ml

e TMB soliisyonu, 11 ml

e Durdurucu soliisyon ( IN HCI ), 11 ml

Elisa yonteminde reaksiyon, mikroplate kuyucuklarinda gergeklesir. Bu

kuyucuklar tavsan anti-PSA antibodyleri ile kaplidir. Antibody-enzim konjugat
soliisyonunda monoklonal anti-PSA antibodysi ile konjuge edilmis attan elde
edilmis peroksidaz (HRPO: horseradish peroxidase) bulunur. Numuneler ilk
asamada oda sicakliginda 60 dakika immobilize tavsan antibodysi ile reaksiyona
birakilir. Kuyucuklar baglanmamis antijenleri uzaklagtirmak amaciyla yikamr.
Daha sonra 60 dakika tekrar monoklonal anti PSA- HRPO konjugati ile
immobilize antijenin baglanmasim saglamak iizere beklenir. Bu asamada PSA
molekiilleri ile enzimle baglanmis antibodyler arasinda sandvig¢ olusturulmasi
amaclamir. Kuyucuklar tekrar baglanmamis etiketli antibodyleri uzaklagtirmak
amactyla su ile yikanir. Daha sonra TMB solusyonu eklenir ve oda sicakliginda
20 dakika inkiibasyona birakilir. Bu inkiibasyon sonucunda mavi renk olusur.

Mavi renk olusumunun ardindan durdurucu soliisyon eklenmesi ile renk sariya
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doniigiir. PSA konsantrasyonu direk olarak numunedeki rengin keskinligi ile
orantihdir. Absorbans 450 nm de spektrofotometrik olarak dlgiiliir.
Yontem Prosediirii:

I- Her kuyucuga 50 pl standart, numune ve kontroller konuldu.

2- 50 pl Zero Buffer eklendi.

3- 30 saniye kadar kanstirildi.

4- Oda sicakliginda (18-25 °C) 60 dakika inkiibasyona birakildi.

5- Kuyucuklar 5 kere distile su ile yikandi.

6- Her kuyucuga 100 pl Enzim Konjugat soliisyonu eklendi. Ve 5 saniye

kadar kanigtinnlda.

7- Oda sicaklifinda 60 dakika inkiibasyona birakildi.

8- Kuyucuklar 5 kere distile su ile yikand:.

9- 100 ul TMB soliisyonu eklendi. 5 dakika karigtirildi.

10- Oda sicakliginda 20 dakika inkiibasyona birakildi.

11- 100 pl durdurucu soliisyon her kuyucuga eklenerek reaksiyon durduruldu.

12- 30 saniye kadar karigtirildi. Bu agamada mavi rengin tamamen sar1 renge
dontismesi ¢ok Snemlidir.

13- 450 nm de okuma yapildi
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4. BULGULAR

Bu ¢aligmada normospermi, oligospermi, astenoteratospermi ve azospermi
Ozelliklerini tagtyan semen Ornekleri ile koitus sonrasi zaman araliklarnn farkli
vajinal 6rneklerde ELFA ve ELISA teknikleri ile p30°un analizi yapilmigtir.

Semen omeklerinin morfolojisi ile ELFA ve ELISA yontemleri ile
saptanan p30 ( PSA ) miktarlan ¢izelge 4.1.’de gosterilmisgtir.

Post-koital vaginal salgilarda ELFA ve ELISA yontemleri ile saptanan p30
miktarlar1 ve koitus sonrasi gegen zaman c¢izelge 4.2. ve ¢izelge 4.3.°de yer
almaktadir.

Post-koital vaginal Orneklerin zamana bagh degisimi sekil 4.1.’de
gosterilmistir. Bu egriye gbre zamana bagli olarak total p30 degeri azalmaktadir.

Yapilan degerlendirme sonucunda 13 normospermik hastanin ELFA
yontemine gore ortalama p30 degeri 58,79 ng/ml olarak bulunmugtur. 13
oligospermik olgunun ortalama p30 degeri 60,29 ng/ml; 13 tane olan
astenoteratospermik olgularin ortalamas: 58,62 ng/ml ve 13 azospermi vakasinin
ortalama degeri de 57,25 ng/ml olarak saptanmugtir. Tim semen Orneklerinde
ortalama p30 degeri 58,74 ng/ml’dir.

ELISA yontemine gére 13 normospermik hastanin ortalama p30 degeri
32,33 ng/ml, 13 oligospermik olgunun ortalama p30 degeri 37,62 ng/ml; 13 tane
olan astenoteratospermik olgularin ortalamasi 35,73 ng/ml ve 13 azospermi
vakasinin ortalama degeri de 34,19 ng/ml olarak saptanmistir. Tiim semen
orneklerinde ortalama p30 degeri 34,97 ng/ml’dir.

Koitus sonrast 1 giin gecen 5 vajinal 6rnékte ELFA yontemi ile saptanan
ortalama p30 degeri 37,05 ng/ml, 3 giin gecen Orneklerde 17,04 ng/ml, 5 giin
gecen Orneklerde 4,18 ng/ml, 7 giin gecen Grneklerde 1,22 ng/ml, 10 giin gecen
oreklerde 0,22 ng/ml, 15 giin gegen drneklerde 0,09 ng/ml olarak saptanmagtir.

Aym hastalarda ELISA yontemi ile yapilan galismalar sonucunda koitus
sonrast 1 giin gecen 5 vajinal drnekte ortalama p30 degeri 21,39 ng/ml, 3 giin
gecen Orneklerde 10,57 ng/ml, 5 giin gecen Orneklerde 1,90 ng/ml, 7 giin gegen
orneklerde 0,34 ng/ml’dir. Ancak 10 giinlitk ve 15 giinliik vajinal 6rneklerde p30

antijeninin ortalama miktar1 0,00 ng/ml’dir.
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Bunlann disinda non-koital 5 adet vaginal salgi 6meginde ELFA y6ntemi

ile yapilan c¢aligmalann tiimiinde p30 degeri <0,07 olarak bulunmustur. Ayrica

serum fizyolojikle yapilan ¢alismada da p30 degeri <0,07 olarak saptanmisgtr.

Cizelge 4.1. Semen drneklerinin spermiyogram sonuclari ve p30 miktarlan

Eifa Yontemiyle

Hasta no : | Spermiyogram sonucu Elisa Yontemiyle
Saptanan P30 Saptanan P30
Degeri (ng/ml) Degeri (ng/ml)

1 Normospermi 55,70 22,50
2 Normospermi 73,20 41,70
3 Normospermi 65,78 39,23
4 Normospermi 30,93 10,51
5 Normospermi 43,10 20,90
6 Normospermi >100 65,10
7 Normospermi 71,25 43,19
8 Normospermi 89,49 50,13
9 Normospermi 48,84 22,77
10 Normospermi 56,95 32,10
11 Normospermi 28,72 13,20
12 Normospermi 45,23 25,70
13 Normospermi 55,12 33,29
14 Oligospermi >100 72,00
15 Oligospermi 45,37 27,16
16 Oligospermi 72,29 49,37
17 Oligospermi 78,80 53,19
18 Oligospermi 41,12 18,30
19 Oligospermi 29,07 16,13
20 Oligospermi 39,50 27,17
21 Oligospermi 63,25 38,92
22 Oligospermi >100 67,79
23 Oligospermi 72,11 40,57
24 Oligospermi 52,79 29,27
25 Oligospermi 62,35 36,75
26 Oligospermi 27,13 12,51
27 Astenoteratospermi 45,71 27,32
28 Astenoteratospermi 72,37 43,54
29 Astenoteratospermi >100 62,39
30 Astenoteratospermi 23,78 12,92
31 Astenoteratospermi 54,22 29,43
32 Astenoteratospermi 37,10 19,26
33 Astenoteratospermi 75,59 41,17
34 Astenoteratospermi >100 71,56
35 Astenoteratospermi 42,16 24,67
36 Astenoteratospermi 33,23 20,22
37 Astenoteratospermi 51,85 30,52
38 Astenoteratospermi 82,17 52,31
39 Astenoteratospermi 43,95 29,19
40 Azospermi >100 69,97
41 Azospermi 57,26 30,19
42 Azospermi >100 71,27
43 Azospermi 23,79 10,96
44 Azospermi 74,12 39,54
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45 Azospermi 45,55 23,33
46 Azospermi 39,92 21,39
47 Azospermi 53,25 32,46
48 Azospermi 29,42 17,52
49 Azospermi 67,13 3743
50 Azospermi 49,92 27,57
51 Azospermi 47,61 29,79
52 Azospermi 56,92 33,19

Cizelge 4.2. Vajinal 6rneklerde koitus sonrasi gecen zaman ve Elfa yontemiyle lciilmiis p30

miktar:

Hasta no: 1. giin 3. glin 5. giin 7. giin 10. giin 15, giin
1 56,97 20,23 7,92 0,88 0,41 0,12

2 43,27 17,52 423 1,38 0,13 <0.070
3 34,41 19,43 3,16 1,62 0,19 <0.070
4 21,15 17,75 3,29 0,49 0,23 <0.070
5 2945 10,29 2,31 1,76 0,75 0,16

Cizelge 4.3. Vajinal 6rneklerde koitus sonrasi gecen zaman ve Elisa yontemiyle

dlcitlmiis p30 miktan

Hasta no: 1. giin 3. giin 5. giin 7. giin 10. giih 15. giin
1 31,25 14,96 3,57 0 0 0

2 26,30 10,27 1,92 0,63 0 0

3 19,56 9,19 1,10 0,51 0 0

4 12,65 7,23 1,72 0 0 0

5 17,23 6,24 1,23 0,59 0 0




4.1.1.BULGULARIN ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRMESI:

Cizelge 4.4. Hasta Gruplarma Goére
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P30 Miktarlarinm Karsilastirilmas: (Tek Yonlii

Varyans Analizi)
Yontem Gruplar Hasta Ortalama Standart F P
sayisi ' Sapma
Elfa testi Normospermi 13 58,79 20,99
Oligospermi 13 60,29 24,05
Astenoteratospermi 13 58,62 24,99 0,037 0,990
Azospermi 13 57,25 23,35
Toplam 52 58,74 22,73
Elisa testi | Normospermi 13 32,33 15,41
Oligospermi 13 37,62 18,79
Astenoteratospermi 13 35,73 17,54 0,216 0,885
Azospermi 13 34,19 17,95
Toplam 52 34,97 17,06

Aragtirmaya katilan Normospermi, Oligospermi, Astenoteratospermi ve

Azospermili gruplarn lgiilen P30 miktarlar1 arasinda her iki yonteme gore de
istatistiki agidan anlamli bir fark bulunmamakatadir (p>0,05).

Cizelge 4.5. Semen Orneklerinde Elfa ve Elisa Yontemlerinin Olciimleri Arasindaki iliski (
Korelasyon Testi)

Elfa Testi P30 Miktari Olciimii Sonuclar

r=0,975
p=0,001
N=52

Elisa Testi P30 Miktar1 Ol¢iim Sonuglar:

Aragtirma grubuna dahil olan denekler tiizerinde yapilan ¢aligma
sonucunda elisa ve elfa yontemleriyle 6l¢iilen P30 miktarlar1 arasinda istatistiksel

olarak pozitif yénde ileri derecede anlamli bir iligki saptanmagtir (p<0,01).

Cizelge 4.6. Semen orneklerinde Elfa ve Elisa Yontemleriyle Olgiilen P30 Miktar
Ortalamalarinm Karsilastirimas: ( Bagiml Gruplarda T Testi)

Hasta sayis1 Ortalama Standart T P
Sapma
Elfa Testi 52 58,74 22,72
Elisa Testi 52 34,97 17,06 23,96 0,001

Aragtirma grubuna dahil olan denckler {izerinde yapilan ¢alisma
sonucunda elisa ve elfa yontemleriyle 6lgiilen P30 miktarlar1 ortalamalar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmigtir (p<0,01).
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Cizelge 4.7. Arastirmaya Katilan Kadinlarda Koitus Sonrasi Giinlere Goére P30
Miktarlarmin Elfa ve Elisa Ydntemlerine Gore Ortalama ve Standart Sapmalan
(Yontemlere Gore)

Yontem Giin Hasta sayisi Ortalama | Standart Sapma
Elfa 1.giin 5 37,05 13,72
3. 5 17,04 3,94
5. 5 4,18 2,19
7. 5 1,22 0,53
10. 5 0,22 0,11
15. 5 0,09 0,04
Elisa 1.gilin 5 21,39 7,39
3. S 10,57 3,26
5. 5 1,90 0,98
7. 5 0,34 0,31
10. 5 0,00 0,00
15. 5 0,00 0,00

Sekil 4.1: Arastirmaya Katilan Kadmlarda Koitus Sonrasi Giinlere Gore P30 Miktarlarinin
Ortalamalar: (Yontemlere Gore)

p 30 miktan

Tl 1lals 7o
Elfa | Elisa |

Giinler

Cizelge 4.8. Kadnlarda Koitus Sonras: Elfa ve Elisa Yontemlerinin Olciimleri Arasindaki
Iliski ( Korelasyon Testi)

Elfa Testi P30 Miktar1 Olgiimii Sonuglar

) =0,994
Elisa Testi P30 Miktari Olgiim Sonuglart p=0,001
N=30
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Aragtirma grubuna dahil olan denekler {izerinde yapilan caligma

sonucunda elisa ve elfa yontemleriyle olgiilen P30 miktarlar arasinda istatistiksel

olarak pozitif yénde ileri derecede anlaml: bir iligki saptanmugtir (p<0,01).

Cizelge 4.9. Kadinlarda Koitus Sonras: Elfa ve Elisa Yontemleriyle Olgiilen P30 Miktan

Ortalamalarimm Karsilastirlmas) ( Bagimh Gruplarda T Testi)

Hasta sayisi Ortalama Standart t p
Sapma
Elfa Testi 30 9,97 14,69
Elisa Testi 30 5,70 8,62 3,76 0,001

Aragtirma grubuna dahil olan denekler tizerinde yapilan calisma

sonucunda elisa ve elfa yontemleriyle 6lgiilen P30 miktarlar: ortalamalan arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmigtir (p<0,01).
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5. TARTISMA VE SONUC:

P30 antijeni [99] tecaviiz vakalarinda semen tayininde ideal bir marker
olma &zelligine sahiptir. Semende yiiksek konsantrasyonlarda bulunmakta oldugu
bilinmektedir.

P30 post-coital vajinal drneklerde zamana bagh olarak diizenli bir azalma
gostermektedir ve Elisa metodu ile ¢ok spesifik ve sensivitesi yliksek bir 6lgiim
yapilmaktadir [100].

Calismada kullamlan ELISA yontemi ile vajinal swablarda koitus
stiresinden 1 giin ge¢mis olan 5 drnekte ortalama P30 miktari 21,39 ng/ml olarak
saptanmagstir. Yine aym Orneklerde 3 giin sonra yapilan ¢alisgmada ortalma P30
miktar1 10,57 ng/ml, 5 giin sonra yapilan ¢ailgmada p30 ortalama degeri 1,90
ng/ml, 7 giin sonra yapilan deneylerde 0,034 ng/ml, 10 giin ve 15 giin sonra
yapilan calismalarda ise bu deger 0 ng/ml olarak bulunmustur.

Bu calismada kullamlan ELFA yontemi ile vajinal swablarda koitus
stiresinden 1 giin gegmis olan 5 rnekte ortalama P30 miktar1 37,05 ng/ml olarak
saptanmigtir.  Yine aynmi Orneklerde 3 giin sonra yapilan calismada ortalma P30
miktar1 17,04ng/ml, 5 giin sonra yapilan cailymada p30 ortalama degeri 4,18
ng/ml, 7 giin sonra yapilan deneylerde 1,22 ng/ml, 10 giin sonra yapilan ¢aligmada
ortalama p30 degeri 0,22 ng/ml ve 15 giin sonra yapilan ¢aligmada ise bu deger
0,09 ng/ml olarak bulunmustur. Bu durumda koitus sonrasi gecen zaman arttikca
P30 miktarinin azaldid1 diistintilebilir.

Ayrica Elfa yonteminde koitustan 10 ve 15 giin gegtikten sonra yapilan
caligmalarda p30 Ol¢limii yapilmigken, Elisa yonteminde 10 ve 15 giinliik tiim
numunelerde p30 antijeninin dl¢limii o ng/mil olarak saptanmugtir.

Elfa yontemi ile galigilan non-koital 5 vaginal 6rnegin tiimiinde saptanan
P30 miktar1 <0,070 ng/ml olarak bulunmustur. Ayrica serum fizyolojik ile kontrol
amacl yaptigimiz c¢aligmada bulunan P30 miktar1 da <0,070 ng/ml’dir. Bu
durumda bu degetin altinda saptanan degerlerin P30 igerigi agisindan anlamsiz
degerler oldugu diisiiniilebilir. Elisa yontemi ile ¢alisilan non-koital 5 vaginal
Ornegin tiimiinde de P30 miktar1 0 ng/ml olarak bulunmustur. Bu iki ¢aligma da
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kadinlarda p30 antijeninin ancak koitus gergeklestigi durumlarda olgiilebilecegini
gostermektedir.

Stubbings ve arkadaglart (1985) yaptiklart ¢aligmada [96] seksiiel saldir
vakalarinda semen ve post-coital vaginal salgilarda GGT, p30,asit fosfataz
tayinleri yapmuglardir. Bu calismalarda p30 tayinleri cross-over elektroforez
teknigi ile 1/100°den 1/3000° kadar seyreltmelerde pozitif sonuclar elde
edebilmislerdir.

P30’un cross-over ile yapilan analizinde 5 yillik 22 °C’de saklanmis semen
lekelerinde tanimlandigi ve hem 4 °C, hem de 37 °C’de saklanmis 10 haftalik
lekelerde de saptandigi vurgulanmigtir. P30 identifikasyonunun ne 48 saatlik 37
°C’de ter, tiikriik, idrar gibi viicutrwlar ile in vitro inkiibasyonundan ne de 8
giinlik 37 °C’de’deki inkiibasyondan etkilenmgiediortaya konmugtur
[1,101,102].

Aragtirmacilar P30°un Elisa ile tayinini yapmigslar, normal semen
Orneklerinde 1/10000 diliisyonlarda tayin yapabilmislerdir [90]. Bir vaginal post-
coital swab Orneginde 3 giin sonra 1/500 seyreltmede p30 tayini yapabilmiglerdir.
Aragtirmacilar Elisa metodunun, p30 tayini i¢in elektroforezden 100 kez daha
sensitif oldugunu yaptiklann c¢aligma ile gostermiglerdir [90]. Kamenev ve
arkadaslar1 1985°te yaptiklar1 bir ¢alismada [100] sandwich enzim immunoassay
testini p30 icin uygulamuglar ve p30’un 1/1.000.000 diliisyonda bile tayin
edilebilirligini géstermislerdir.

Yapilan bir bagka ¢aligmada Elisa yénteminin adli tip vakalarinda semenin
kime ait oldugunun tanimlanmas igin oldukca spesifik, sensitif ve etkili bir metod
oldugu saptanmistir. Elisa ile yapilan aragtirmalarin ¢ok c¢esitli avantajlar
sunmakta oldugu belirtilmistir. Elisa’min  standart immunoelektroforetik
metodlardan daha sensitif ve sperm arastirmalarinda laboratuvarin harcamalari
dikkate alindiginda daha avantajli oldugu bildirilmistir. 1 ng/ml’den daha az
P30°da bile testin sensitif oldugu saptanmigtir. P30 negatif fakat asit fosfataz
pozitif 6rneklerin sperm agisindan aragtirilmasimn gerekli oldugu belirtilmigtir .

Yapilan bagka bir ¢aligmaya gore vaginal sivida semenin tamimlanmasi
tecaviiz magdurunun iddia ettigi cinsel iligkinin dokiimantasyonunu saglayabilir.

Vazektomili ve normal erkeklerden alinan semen yiiksek seviyelerde p30
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icermektedir (1 ml seminal plazma bagina 1,55 mg) ve erkeklerin idrari ise diisiik
p30 icermektedir (ml bagina 260 ng). Ayrica vaginal sivi ve idrar gibi kadinlardan
alinan viicut sivilarinda bu antijen saptanmamistir ve bu durum p30°un bir male-
spesifik antijen oldugunu diisiindirmektedir. P30 koitustan sonra ortalama 27 saat
siiresince vaginal sivida saptanabilir ve PAP ise 14 saat sonraya kadar
saptanabilmektedir. Tecaviiz sorusturmalarinda semen saptanmasmn p30 ile
Olgiilmesi PAP icin enzim Olgiimiine gore daha sensitif oldugu sonucuna
varilmugtir [99].

Massibay ve arkadaglari {103] seminal Iekelerde indirekt thin
immunoassay (ince tabaka immunoassay) metodu ile p30 tayini yapmiglar, 20
hastada 50 ng’a kadar limiti oldugunu gostermislerdir.

Cahismamizda kullandifimiz ELFA yontemi ile 52 erkek hastanin 6
tanesinin semeninde 100 ng iistiine kadar p30 limiti saptanmistir.

Elisa yontemi ile yaptigimiz ¢aligmada 52 semen Orneginin ortalama P30
degeri 34,97 ng/ml’dir. Bunlardan azospermik vakalarda ortalama P30 degeri
34,19 ng/ml olarak bulunmustur. Oligozoospermik vakalarda bu deger 37,62
ng/ml, astenoteratospermik olgularda 35,73 ng/ml ve normospermik vakalarda ise
32,33 ng/mi’dir.

Elfa yontemi ile yaptigimiz ¢aligmada ise 52 semen &rneginin ortalama
P30 degeri 58,74 ng/ml’dir. Bunlardan azospermik vakalarda ortalama P30 degeri
57,25 ng/ml olarak bulunmustur. Oligozoospermik vakalarda bu deger 60,29
ng/ml, astenoteratospermik olgularda 58,62 ng/ml ve normospermik vakalarda ise
58,79 ng/ml’dir. Bu durumda azospermik bireylerin semeninde de P30 saptanmasti
bu yontemle adli amagli olgularda semenin varligmmin saptanmasimn miimkiin
olabilecegini gostermektedir.

ELFA va ELISA yontemleri ile yaptigimiz p30 tayinleri sonucunda her iki
yontem agisindan tiim semen gruplari igerisinde ( normosperi, oligospermi,
azospermi, astenoteratospermi ) p30 miktarlarn agisindan anlamli bir fark
bulunamamigtir (p<0,05). Bu da ELISA yo6nteminde oldugu gibi ELFA
yonteminde de azospermili bireylerde p30 tayininin yapilabildiginin gostergesidir.
Semen 6rnekleri iizerinde yapilan degerlendirme sonucunda ELISA ve ELFA

yontemleri ile dlgiilen p30 miktarlart arasinda istatistiksel olarak pozitif yonde
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ileri derecede anlamli bir iliski saptanmugtir ( p<0,01 ). Ayrica yine semen
oreklerinde ELFA ve ELISA yontemleri ile dlgiilen p30 miktan ortalamalarimin
karsilastiriimasi yapildiginda istatistiksel olarak anlaml bir farklilik saptanmugtir (
p<0,01 ). ELFA yontemi ile yapilan ¢alismalardaki ortalama p30 degerinin aym
orneklerde ELISA yontemiyle saptanan ortalama degerlerden yiiksek olmasi ve p
degerinin <0,01 olarak belirlenmesi ELFA yo6ntemi ile yapilan p30 dl¢timlerinin
ELISA yonteminden daha duyarl: oldugunu gostermektedir.

Vajinal salgilarda koitus sonrast ELISA ve ELFA yontemleri ile yapilan
p30 olglimleri sonucunda yapilan degerlendirmede iki yontemle Olgiilen p30
miktarlann arasinda istatistiksel olarak pozitif yonde ileri derecede anlamh bir
iligki saptanmigtir ( p<0,01 ). Ayrica bu iki yontemle ile 6lgtilen p30 miktan
ortalamalarmin kargilagtinlmas: yapildiginda istatistiksel olarak anlamli bir
farklhilik saptanmigtir ( p<0,01 ).

P30 membran testlerinin iireticileri bu ¢aligmanin verilerini kullanarak 4
ng/ml kadar diigiik P30 seviyelerinin bile saptanabilecegini vurgulamaktadirlar.
Bdéylece 1,3 milyonda bir dilue edilen seminal sivi saptanabilir. Yapilan ¢alismada
1:50.000 ile 1:1.000.000 arasinda dilue edilen seminal sivida her 3 membran testi
de P30’u saptamak i¢in yeterli oldugu ve Elisa’ya dayali dl¢lim yOntemleri ile
aym sensiviteyi sunmakta oldugu bildirilmistir [104]. Idrar &meklerinde P30
saptanmasi kiiclik miktarlardaki prostat sivis1 veya prostatit gibi inflamatuar siire¢
veya bening prostat hiperplazisi sonucu olabilir.

P30 membran testlerinin Elisa ile aym sensiviteyi sundugunun
bilinmesinden beri birgok laboratuar igin uygulanabilir bir alternatif
olusturmaktadir [104].

Bizim calismamizda kullamilan ELFA tekniginin de Elisa yontemine
alternatif olarabilecegi diisiintilmiistiir. Oncelikle Elfa yontemi Elisa yonteminden
daha kisa zamanda sonug vermektedir. ELFA yontemi ile 1 saat gibi bir zamanda
p30 igin Slgiim yapilirkken ELISA i¢in bu zaman yaklagik 3,5 saattir. ELFA
yonteminde okuma agsamasinda floresan madde ile Ol¢im yapildigi igin
giivenilirlik simirt artar. Ayrica kullamlan ELFA cihazimin tekrar edilebilirlik
diizeyi ve optik okuyucunun giivenilirligi yiiksektir. ELFA tekniginin daha pahali
ancak dogruluk bakimindan ELISA’dan daha iistiin oldugu diistiniilmektedir.



32

Bunlarm disginda ELISA yénteminde teknisyenden kaynaklanabilecek pipetleme
hatalar1 ELFA y6nteminden daha fazla gergeklesebilmektedir.

Serumun tersine, seminal plazmadaki P30 degerleri etkilenmemektedir.
Ciinkii P30, immunohistokimyasal olarak sadece prostatla degil aym1 zamanda
periiiretral bezlerde de saptanabilmektedir. Seminal plazmadaki pH degerleri sitrat
tarafindan ayarlanmirken, pH ve P30 negatif bir korelasyon gostermektedir. Ayrica
diger semen parametrelerinin higbiri (hacim, dansite, canlilik, 16kosit, maturasyon
oram, morfoljik kriterler, fruktoz, karnitin,elastaz) seminal plazmadaki P30’u
etkilememektedir. P30 tanida ve prostat kanserli hastalar1 izlemede en 6nemli
timor markeridir. Serumda P30’un artis1 malign olmayan prostat degisiklikleri
kadar prostat kanserinin de bir sonucu olabilir [105]. P30’un proteolitik etkileri
dakikalar iginde koagiile ejakulati sivilagtirmaktadir fakat Dube ve arkadaglari
vizkéz semen Orneklerinde P30’un azalmadigini saptamiglardir [106]. Yapilan bir
bagka ¢alismada ise semen P30 konsantrasyonunun serum P30 konsantrasyonunun
yaklasik 10 kat: oldugu belirtilmistir [107].

Bizim kullandigimiz P30 (PSA) antibody’si de aym zamanda serum
omeklerinde P30’un saptanmasina olanak saglamaktadir. Yani hem semen
oreklerinde ve vaginal Orneklerde P30’un adli amagh saptanmasina hem de
P30’un Ol¢limii yapilarak prostat kanseri tanisinin yapilabilmesine olanak
saglamaktadir.

Yaptigimiz ¢alisma sonucunda post-coital vaginal 6rneklerde p30’un
koitus sonrasi 2 hafta gegmis olan vajinal 6rnekler ve non-koital vajinal 6rneklere
gore daha yiiksek okuma degerleri verdigi gériilmiistiir. Buna gore adli amagh p30
tayininde ELFA ydnteminin kullanmminin uygun olabilecegi diistiniilmektedir.

Ayrica ELFA yontemiyle yapilan dl¢timlerde azospermili ve oligospermili
Orneklerde de p30’un okuma degerlerinin sirastyla 57,25 ve 60,29 ng/ml oraninda
saptanmasi yine adli amaglt ¢aligmalarda ELFA yonteminin kullaniminin uygun
olabilecegini diigiindiirmektedir.

Daha sonra yapilabilecek calismalarda ELFA yontemi ile p30’un gesitli
semen Ornekleri ve vajinal Srneklerdeki referans degerlerinin saptanmasi ile adli
olgularda p30°un tayini igin spesifik bir yOntem haline getirilebilecegini

diistinmekteyiz.
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