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OZET

Terzi, E. (2019). Sperm mtDNA4977 Delesyonu ile ATP ve SAM Diizeylerinin Sperm
Motilitesi Uzerine Etkilerinin  Arastirilmasi.  Istanbul ~ Universitesi-Cerrahpasa
Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Tibbi Biyoloji Programi

Yiiksek Lisans Tezi, Istanbul.

Anahtar kelimeler: Astenospermi, mtDNA4977 delesyonu, ATP, SAM, global DNA

metilasyonu.

Astenospermi, sperm hareket bozuklugu ile karakterize olup infertiliteye neden olan
sebeplerden biridir. mtDNA 4977 delesyonu sonucu, ATP’nin oksidatif sentezi igin
gerekli genlerin kaybi s6z konusudur. ATP eksikliginin SAM miktarinda azalmaya
neden olmasi sonucu hiicrede oksidatif hasarin ve mtDNA’da kiriklarin arttigi
bilinmektedir. SAM, serbest metil grubu vericisi olarak global DNA metilasyonu i¢in de
onemli bir metabolittir. Niiklear DNA’da olusan hipometilasyon, infertilite ve
konjenital sorunlara yol agabilir. Bu ¢alismanin amaci, MtDNA 4977 delesyonu
nedeniyle olusabilecek ATP eksikligi nedeniyle SAM ve global DNA metilasyonunda
meydana gelen degisikliklerin astenospermi ile iligkisini belirlemektir. Bu amacla
astenospermik ve saglikli bireylerden toplanan semen Orneklerinden elde edilen sperm
orneklerinden RT-PCR ile mtDNA 4977 delesyonu, ELISA yontemi ile global DNA
metilasyonu ve SAM, bioluminesans yontemi ile ATP miktarlar1 Ol¢iilmiistiir.
Astenospermi hasta grubuyla kontrol grubu arasinda mtDNA 4977 delesyonu, ATP ve
SAM bakimindan anlamlilik mevcutken (P<0,05) global DNA metilasyonu bakimindan
iliski kurulamamistir (P>0,05). Hasta ve kontrol gruplari arasinda mtDNA 4977
delesyonu, ATP, SAM ve global DNA metilasyonu arasinda korelasyon kurulamamigtir
(r<0,05). Elde ettigimiz sonu¢ ve bulgular1 astenospermi vakalarindaki mtDNA 4977
delesyonu ile ATP, SAM ve global DNA metilasyonu arasindaki iliskileri agiklamakta
yeterli degildir. Hasta grubunda gézlenen yiiksek ATP degerleri dikkat gekicidir ve
mekanizmasinin arastirilmasi yerinde olacaktir. Bu nedenle, ileride yapilmasi
planlanacak g¢aligmalarda hasta ve kontrol sayisinin artirtlarak sperm oksidatif stres
Olctimii, aksonemi olusturan genlerin metilasyon veya mutasyon oranlar1 da belirlenip

calismaya dahil edilmesi yararli olacaktir.

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan

desteklenmistir. Proje No: TYL-2018-31427
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ABSTRACT

Terzi, E. (2019). Investigation of the ATP and SAM Levels on Sperm Motility by
Sperm mtDA4977 Deletion. Istanbul University-Cerrahpasa Graduate Education
Institute, Medical Biology Department, Master’s Thesis, Istanbul.

Asthenospermia is characterized with the defect of sperm motility and an important
cause of men infertility. Because of mtDNA4977, some genes disappear responsable of
ATP synthesis. It is know lack of ATP causes low SAM levels. That is cause of
oxidative damage in cell and breaks on mtDNA. Also methyl groups for DNA
methylation are taken from SAM. The purpose of the this study is to determine
relationships among mMtDNA 4977 deletion with ATP, SAM and global DNA
methylation. For this purpose, semen samples are collected from healthy men and
asthenospermic men. Analysises of mtDNA4977 deletion is studied by used Reel Time-
PCR method. Analysies of SAM and global DNA methylation are studied by using
ELISA method. Also ATP is studied by using bioluminesanse method. Altough it is
found there are differance among healthy and asthenospermic group for mtDNA4977
deletion, SAM and ATP (P<0,05) there is no relationship among healthy men and
asthenospermic men for global DNA leves (P>0,05). We did not find any statistically
correlation among mtDNA 4977 deletion and ATP, SAM and global DNA methylation
(r<0,05). In conclution, it is not enough these results we found to explain relationship
among mtDNA4977 deletion and ATP, SAM, and global DNA methylation. Thus, to
increase of numbers of healthy and control group and to add more parameters to explain
effective factors will be beneficial for the studies in the future.

Key words: Asthenospermia, mtDNA4977 deletion, ATP, SAM, global DNA
methylation.



1. GIRIS VE AMAC

Infertilite sorunlarmin diinyada yaklastk 200 milyon kiside goriildiigii
distiniilmektedir [42]. Kromozomal anomaliler, Y kromozomu mikrodelesyonlari,
genetik polimorfizmler ve sperm DNA’sin1 saran protaminler erkek tiremesini
etkileyebilir. Erkek infertilitisi olusumunda mitokondriyal DNA (mtDNA)’daki
mutasyonlar diger risk faktorleridir. Mitokondriyal DNA’daki mutasyonlarin etkisi
nedeniyle olusan sperm hareketliligindeki azalmanin erkek infertilitesi ile iliskisi vardir
[30]. Fertilizasyon boyunca sperm, flagella hareketi igin ve aktif fonksiyon
gosterebilmek amaciyla fazla miktarda enerjiye ihtiya¢ duyar. Bu enerji ihtiyacini
karsilayabilmek amaciyla, olgun sperm hiicrelerinde yaklasik 100 adet mitokondri
bulunur [8]. Astenospermi, sperm hareket bozuklugu ile karakterize olup fonksiyonel
bozukluklar, varikosel, endokrinal anomaliler gibi ¢esitli faktorleri igeren, erkek
infertilitesine neden olan yaygin sebeplerden biridir [58]. Astenospermiye sebep olup
sperm hareketini etkileyen faktorlerden biri sperm mtDNA mutasyonlaridir. Bu
mutasyonlarin en bilineni mtDNA4977 b¢ delesyonudur. mtDNA4977 b¢ delesyonu
sirastyla 8470- 8482 ve 13447- 13459 pozisyonlar arasinda gergekleserek alti tRNA
geni, ATPaz 6/8, COXIIL, ND3, ND4, ND4L ve NDS5 gen bolgeleri dahil yirmi yapisal
gende delesyona neden olur [30, 42]. Bu gen kiimelerinin kaybi, sperm hareketini
saglayacak yeterli enerjinin (ATP) iiretilememesine neden olur. Bu durum da erkek

infertilitesine sebep olmasindan 6tiirii oosit fertilizasyonu gergeklesemez.

S-adenozil metiyonin (SAM) metiyonin adenoziltransferaz (MAT) aracilig ile
metiyonin aminositinden olusturulan, ATP’nin katalizledigi bir reaksiyon sonucu
olusur. SAM, glutatyon sentezinde onciil molekiil olup fosfolipitlerin, histonlarin, amin
ve proteinlerin metilasyonu icin gerekli olan metil grubunu saglar. Oksidatif
fosforilasyon ile sentezlenen ATP, meyitonin S-adenozilmetiyonin sentetaz tarafindan
SAM’dan S-adenozilhomosistein (SAH) olusumunda kullanilir. A¢iga ¢ikan serbest
metil grubu, DNA metiltransferaz (DNMT) tarafindan DNA metilasyonu i¢in kullanilir.
SAM miktarindaki azalma sonucu artmis lipid peroksdasyonu ve mitokondriyal hasarin

yani sira DNA hipometilasyonu ve zincir kiriklarinin olustugu belirlenmistir [10].

Epigenetik, DNA iizerinde niikleotid degisikligine sebep olmaksizin gen
ekspresyonunu etkileyen kalitsal degisiklikler olup DNA metilasyonu ve translasyon

sonrast histon modifikasyonlarini igerir. Epigenetik modifikasyonlar hiicresel



farklilasma, embriyonik yeniden programlama, X kromozomu inaktivasyonu, gen
susturulmasi gibi hiicresel ve gelisimsel siireclerde rol oynar [82]. DNA metilasyonu,
yaklasik 500 bazlik CpG adalarinda sitozin (C) bazinin 5' pozisyonuna metil grubunun
(CH3) DNMT tarafindan eklenmesidir [25]. DNA hipometilasyonu gen transkripsiyon
aktivitesi ile iligskiliyken DNA hipermetilasyonu gen susturulmasi (imprinting) ile
baglantilidir [83]. Sperm hiicrelerinde epigenetik programinin iki &zelligi vardir:
Primordiyal germ hiicrelerindeki epigenetik isaretlerin ¢ikarilmasi, spermiyogenesis
siirecinde mayoz sonrasit olgunlasma evresinde germ hiicre genomunun yeniden
organize olmasi ve yogunlasmasi [90]. Sperm global DNA metilasyonu diizeyi ile
sperm motilitesi arasinda baglant1 oldugu ve infertil bireylerde hipometilasyonun daha

sik rapor edildigi belirtilmistir.

mtDNA 4977 delesyonu sonucu ATP miktarindaki azalmanin sperm motilitesi
ile iligkisi disinda SAM sentezinde gorev almasindan dolay1 oksidatif stresle iligkisi
olabilir. Ayrica metil grubu vericisi olan SAM miktarindaki azalma, saglikli spermlerde
gerekli olan gobal DNA metilasyonu diizeylerinde azalmaya sebep olabilir. Literatiirde
mMtDNA 4977 delesyonu, ATP, SAM ve global DNA metilasyonunun astenospermi ile
iligkisine yonelik ¢alismalar yapilmasina karsin bunlar arasindaki iliskiyi sorgulayan bir
calisma bulunmamaktadir. Bu amacla mtDNA 4977 delesyonu ile ATP, SAM ve global

DNA metilasyonu arasindaki iligki belirlenmek istenmistir. .



2. GENEL BILGILER

Mitokondri, normal hiicre ve organ fonksiyonu ig¢in enerji (oksidatif
fosfarilasyon) ve metabolik homeostazisi saglayan; apoptozda esas rolii oynayan;
sitolozik Ca™ diizeyini, lipid homeostazisini (B- oksidasyon), steroid hormon sentezini
kontrol eden; Fe-S merkezini, hem sentezini, dogal immiin cevabi, metabolik hiicre
sinyalini olusturan; hiicre c¢ogalmasi, epigenetik regiilasyonu, hiicre dongiisii
kontroliinii, hiicre farklilasmasini saglayan okaryotik hiicre organelidir [7, 75]. Yapisal
olarak dort ana kisimdan olusur: Dis zar, i¢ zar, membranlar arasi bosluk, matriks.
Hiicrenin fonksiyonuna bagli olarak sayilar1 1.000- 10.000 arasinda degisir.
Mitokondriyi diger organellerden ayiran 6zelligi, kendi halkasal genomu (mtDNA) ve
yerel protein sentezine izin veren kendine dzgii ribozomlarinin bulunmasidir [7]. Insan
mtDNA’s1, 16569 baz ciftinden olusan, ¢ift zincir, halkasal DNA molekiilii olup intron
icermeyerek her iki zinciri transkribe olur. Insan mtDNA’s1 2 rRNA (128 ve 168S), 22
tRNA, 13 elektron taginimi ve oksidatif fosforilasyonla ilgili gen kodlar.[67]. Kodlanan
13 polipeptitten oksidatif fosforilasyon i¢in gerekli olan bilesenler Kompleks-1 (NADH
dehidrogenaz ve 6 subunit), Kompleks-I11l1 (sitokrom-c oksireduktaz, sitokrom-bcl
kompleksi, ubikinon), Kompleks—IV (COX, sitokrom-c oksidaz ile 2 subunit, sitokrom
aa3 kompleksi), Kompleks-V (ATP sentaz)’dir. Kompleks-II (siiksinat dehidrogenaz)

ise niiklear DNA iizerinden transkrip olup oksidatif fosforilasyon sisteminde gorev alir
[5].

Niikleer DNA’nin aksine mtDNA, tamir mekanizmalarina sahip degildir.
DNA’ya baglanan proteinler veya histonlar tarafindan korunmayan, D-loop
bolgesinden baslayan ve yanlis baz yerlesiginde bunu diizelten tamir mekanizmasi
icermeyen replikasyon mekanizmasina sahiptir. mtDNA, mitokondri i¢ zar ile direk
temas halinde olup oksidatif fosforilasyon sonucu olusan reaktif oksijen tiirleri (ROT)
ile temas haldedir. Bu konuda yapilan ¢aligmalar, mutasyona ugramis mtDNA’ya sahip
mitokondrilerin daha diisiik oksidatif zincir reaksiyonuna sahip olduklarini, superoksid
(O), hidroksil (OH’), hidrojen peroksit (H,O,) radikallerinin artmis oldugunu
gostermistir. Bunlardan dolay1 niikleer DNA’ya gore mtDNA’sinin mutasyon orani 10-
100 kat daha fazladir [30]. Mitokondride meydana gelen fonksiyon bozukluklart kanser,

diyabet, obezite, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, Huntingon hastaligi, Leber’in



herediter optik noropatisi (LHON), Kearns- Sayre sendromu, infertilite gibi c¢esitli

mekanizmalara sahip bozukluklara yol agmaktadir.

Sperm hiicrelerinin merkezinde 70-80 adet mitokondri yerlesim gosterir. ETZ
(elektron transport zinciri)’yi de iceren sperm mitokondriyal enzimlerinin aktivitesi
sperm konsantrasyonu, canliligi ve hareketliligi ile baglantilidir [7]. Mitokondriyal
DNA (mtDNA)’ daki mutasyonlar, erkek infertilitisini etkileyen nedenlerdendir.
Astenospermia, sperm hareket bozuklugu ile karakterize olup fonksiyonel bozukluklar,
varikosel, endokrinal anomaliler gibi durumlar astenospermi ile iliskilidir [81].
Astenospermia’ya sebep olup sperm hareketini etkileyen faktorlerden biri sperm
mtDNA mutasyonlaridir. mtDNA4977 b¢ delesyonu, sirastyla 8470- 8482 ve 13447-
13459 pozisyonlar arasinda gergekleserek Bu delesyon sonucu, oksidatif fosforilasyon
icin gerekli olan ATPaz-6, sitokrom oksidaz-I11l (COXIII), NADH dehidrogenaz
subunit-2 (ND3), NADH dehidrogenaz subunit-4 (ND4), NADH dehidrogenaz subunit-
4L (ND4L), NADH dehidrogenaz subunit-5 (ND5) genleri ve 6 tRNA geni de dahil
olmak {izere 20 yapisal gen delesyona ugrar [42, 78]. Bu gen kiimelerinin kaybi, sperm
hareketini saglayacak yeterli enerjinin (ATP) {iretilememesine, bu durum da erkek

infertilitesine sebep olmaktadir.

SAM, yasayan tim canlilarda bulunan ve ATP ile L-metionin kullanilarak
sentezlenen bir metabolittir [91]. Hiicrede antioksidan 6zellikteki GSH sentezlenmesine
onciiliik etmekle birlikte DNA metilasyonu igin metil grubu saglamaktadir [35]. SAM
miktarindaki azalmanin lipid peroksidasyonunda ve mitokondriyal hasarda artma ile
DNA hipometilasyonu ve zincir kiriklar ile iligkili oldugu belirtilmistir [11]. SAM
miktarindaki azalma sonucu niiklear metilasyonda olusan hasarlarin dogumsal
bozukluklar, ndérodejeneratif bozukluklar, depresyon ve infertilite ile iliskili oldugu
bildirilmistir [46, 60].

Epigenetik, DNA’da sekans degisikliklereine neden olmaksizin gen
ekspresyonunu etkileyen kalitsal degisikliklerdir. Epigenetik degisimler mayotik veya
mitotik safthada goriilmekle birlikte kromatin yeniden diizenlenmesi, non-codin RNA
regiilasyonu, histon modifikasyonlar1 ve DNA metilasyonu bu tiir diizenlemelerdir
[22,74]. Erkek bireylerde DNA metilasyonu, implantasyon ve spermatogenesis
siirecinde meydana gelir. Genomik DNA metilasyonu spermatogenik hiicre tiplerinde

gen ckspresyonu kontrolii saglamazken kromatin diizenlemesi i¢in gereklidir [69].



Montjean ve arkadaglarinin yaptigi calismada, yliksek sperm DNA hipermetilasyon
diizeylerinin spermatogenesis igin gerekli oldugu belirtilmistir [56]. DNA metilasyonu
degisimlerinde fertilizasyon bozukluklari, embriyogenesisde fonksiyonel bozukluk,
dogum oOncesi Olim, konjenital anomaliler, erken dogum veya diisiik dogum kilosu
tespit edilmistir [20]. Ayrica sitozin bazinda metilasyon birikimi ile infertil erkeklerde
gen ekspresyonu seviyesi arasinda yakin korelasyon oldugu yapilan c¢alismalarda

gosterilmistir [50].



2.1 Erkek Ureme Sistemi
Erkek tireme sistemi, haploid kromozomlu erkek gamet hiicresi olan spermin
siirekli iiretimi, beslenmesi ve gegici olarak depolanmasi ile erkek cinsiyet hormonlari

olan androjenlerin sentezlenmesi ve salgilanmasindan sorumludurlar [46].

Gonadlar, mezenkim, mezodermal sélom epiteli (mezotel), primordial germ
hiicrelerinden koken alir.  Embriyonik gelisimin 21. giiniinde vitellus kesesi
endoderminde bulunan epiblast hiicreleri primordial germ hiicrelerini (PGH) olusturur.
Primordial germ hiicreleri 4. haftada bagirsak mezenteri boyunca ilerleyip 5. haftada
primitif gonadlara yerlesmesi ile gonadal gelisim baslar. Gonadal gelisimi belirleyen
cinsiyet kromozomlar1 olup embriyo disi (XX) ise gonadin korteksi ovaryum seklinde
gelisip medulla korelir. Embriyo erkek (XY) ise gonadin medullas1 testise farklilasip
korteks ortadan kalkar. Erkek embriyosunun gelisiminin 6. haftasinda mezonefrik
tiibiillerin dis kisimlarindan seminifer tiibiil, tubuli recti ve rete testis olusur. Primitif
testis kordonlarindan geliserek seminifer tiiblili olusturan farklilasmamis hiicreler
sertoli hiicrelerine kdken olurken, spermatogoniumlar endoderm kokenli primordial
germ hiicrelerinden olusur. Gelisen sertoli hiicreleri ise mezensim hiicrelerinin
mezonefrozdan testise gociinii uyararak Leyding hiicrelerine gelisimini saglar.
Morfolojik farklilagma embriyogenezin 7. haftasina kadar goriilmez. Embriyoda erkek
cinsiyet gelisimi, gonatta bulunan somatik hiicrelerdeki Y kromozomunun kisa kolu
(Yp) tzerindeki SRY gen bolgesinden transkrip edilen Sry transkripsiyon faktori
(Testis Determining Factor (TDF)) tarafindan belirlenir. Testis belirleyici faktoriin
(TDF) gorevi, gonadlarda testislerin farklilagmasini saglamaktir. 8. hafta itibariyle
sertoli hiicre sinyalleri ve insan koryonik gonodotropin hormonu (CGH) etkisi ile
mezengimden gelisen Leyding hiicreleri vasitasiyla testosteron iiretimi baglar.
Testosteron tretimi ile mezonefrik kanallarindan erkek genital yollarinin olugmasi
saglanir. Sertoli hiicrelerinden salgilanan Anti-Miilleriyen Hormonu (AMH) ve

testosteron etkisi ile i¢ ve dis genital organlarin erkek tipinde gelismesi uyarilir. [64, 67,
70].

Erkek iireme sistemi baglica dort kissmdan meydana gelir: testisler, dis genital

kanallar, yardimci bezler, penis (Sekil2-1).



2.1.1 Testisler (Orchis, Didymis)

Karin boslugunun dis kismindaki skrotumda bulunan bir ¢ift organdir. Her biri
yaklagik 10-15 gram kiitlede, 2-3 cm kalinlikta ve 4,5-5 cm boyundadir. Olgun bir testis
arka ylizlinden epididimis ile baglantilidir. Testis ve epididimis skrotumda bulunur.
Testisler vas deferens, spermatik arter, vendz ve lenfatik pleksus yapilarini igeren
spermatik kordon ile viicuda baglanir. Testislerdeki sicakligin viicut sicakligindan 2-3°C
daha diisiik olmasinin nedeni spermiyogenez icin en uygun sicakligin 34°C olmasidur.
Rete testisin bulundugu yerde kalinlasarak mediastumu olusturan tunica albugina testisi
cevreler. Mediastumdan testis i¢ine dogru uzanan fibroz septumlar testikiiler dokuyu
250-300 lopguga ayirir. Her bir lopgukta 1-4 seminifer tiibiil bulunur. Seminifer
tiibiiller, spermatogenik hiicreleri (spermatogonyumlar, spermatositler, spermatidler) ve
somatik sertoli hiicrelerini iceren seminifer epitelyum ile g¢evrili bir liimene sahiptir.
Seminifer epitel bazal membran, fibroblastlar, kollojen lifler. ve miyoid hiicrelerle
cevrelenmistir. Miyoid hiicreler, hareketsiz spermatidleri kasilma hareketleri ile rete
testise iletmekle gorevlidir. Seminifer tiibiillerin acildig1 rete testis testikiiler sperm,

salgisal proteinler ve iyonlar1 toplayip ductuli efferentese ileten bir kanallar agidir. [3,
27, 64].
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Sekil 2-1: Testislerin yapisi, dis genital kanallar ve yardimei bezler [72]



Testikiiler dokuda germinal spermin beslenmesini sertoli hiiclreleri saglar.
Komsu sertoli hiicrelerinin bazolateral bdlgelerinde olusan okludens baglantilar
seminifer epitelyumu bazal ve adluminal bolgelere ayirir. Okludens baglantilar1 kan-
testis bariyerini olusturarak gelismekte olan spermatosit ve spermatidleri otoimmiin
reaksiyonlardan korur. Sertoli hiicrelerinin bazalinda spermatogoniumlar bulunurken

spermatositler ve spermatidler adluminal bolgesinde yer alir [46].

Gelismekte olan spermatogenik hiicrelerin beslenmesi, desteklenmesi ve
korunmasi sertoli hiicreleri tarafindan gergeklesir. Spermiyogenez sonunda spermatidler
tarafindan atilan fazla hiicre kisimlarinin fagositozunu saglar. Olgun spermatidlerin
aktin aracili kasilmalarla (spermiyasyon) seminifer tiibiil limenine salinimi ile tiibiil
limenine protein, fruktoz ve iyonlardan zengin siv1 salgilanmasini saglar. Demir alinimi
testikiiler transferin araciligi ile gergeklesir. Sertoli hiicreleri Folikiil stimiile edici
hormon (FSH) uyarimina karst Androjen baglayici protein (ABP), inhibin ve aktivin
hormonu salgilar. ABP, testosteron ve dihidrotestosteron androjenlerine yiiksek
baglanma affinitesine sahip salgisal bir proteindir. Inhibin FSH iizerine negatif

feedback, aktivin ise pozitif feedback etki gosterir. [46]

Seminifer tiibiiller arasindaki boslukta kan damarlari, lenfatik kanallar,
makrofajlar ve Leyding hiicreleri bulunur. Leyding hiicreleri endokrin faaliyet gésteren
hiicreler olup basta testosteron olmak iizere androjenik tiirdeki hormonlar1 salgilar.
Erken embriyonik safthada gonadlarin erkek yonde farklilagsmasini saglayan testosteron
pubertede sperm iiretimi, yardimci bezlerin salgi iiretmesi, ikincil cinsiyet 6zelliklerin

gelismesi ve ergin erkek bireyde bu 6zelliklerin devam etmesini saglar [3, 46].

2.1.2 D1s Genital Kanallar
Bu yapilar epididimis, ductus deferens (vas deferens) ve ductus ejaculatoriusten

olusur.

Epididimis, her bir testisin arka kisminda bulunan, rete testisten ductuli
efferentese dogru gelen spermatidlerin toplandig1 ve ductus deferense aktarilmadan kisa
stire icin depolandigi kanal sistemidir. Spermatidler epididimiste hareket ve
fertilizasyon yeteneklerini kazanirlar. Ancak ductus epididimis tarafindan salgilanan
gliserofosfokolin glikoproteininin etkisi ile spermlerin disi genital sisteme ulasana kadar
kapasitasyonu Onlenir. Epididimiste luminal sivi geri emilimi ve o6li spermlerin

fagositozu gergeklesir [40, 44].



Ductus deferens, mesane arka diizleminden prostatin tabanma dogru ilerler.
Vesicula seminalisin bosaltma kanali ile birleserek ductus ejaculatoriusu olusturur.

Ejekiilasyondan 6nce spermler ductus deferenste depolanir.

Ductus ejaculatorius iiretraya agilir. Ductus deferens igerigi, vesicula seminalis

ve prostat salgisinin karistirilmasi ile liimenindeki igerigin fiskirtilarak atilmasini saglar.

2.1.3 Yardimci Bezler

Bosaltma kanallar1 araciligi ile trettikleri salgilar1 genital yollara aktaran
bezlerdir. Bu bezlerin salgilari semen hacminin yaklasik %95’ini olusturur. Bu bezlerin
salgilar1 spermlerin beslenmesini, hareket yeteneklerinin artirilmasini, ejakulatin
sulandirilmasini, vajinanin asiditesinin nétralizasyonunu saglar.. Bu bezler vesicula
seminalis (seminal vezikiiller), prostat, glandula bulbourethralis (bulbouretral bezler,
cowper bezleri)’dir. Testosteron ve dihidroksitestosteron (DHT) tarafindan yardimc1

bezlerin fonksiyonlar1 diizenlenir [3, 46].

Seminal vezikiiller, androjene bagimli bezlerdir. Seminal sivinin yaklasik %50-
70’ini olusturan ve seminal vezikiilleri olusturan epitel hiicreleri tarafindan salgilanan C
vitamini, prostoglandinler ile spermleri besleyici ve aktive edici diger maddeler ve
fruktoz yoniinden zengin alkalik viskoz yapida bir salgi olusturur. Seminal vezikiil
salgilari, bosaltic1 kanallar1 aracilig1 ile vas deferens ile birlesip ductus ejaculatoriusu

olusturmak icin prostati deler.

Prostat en biiylik yardimer genital bez olup salgisini bosaltim kanallar1 araciligi
ile tiretranin prostatik boliimiine bosaltan 30-50 adet tiibiiloalveolar bezden olusur.
Uretra ve ductus ejaculatoriumu icerir. Semen hacminin %20-30’unu olusturan, akiskan
ve siit benzeri, pH:6.5 olan bir salgi iiretir. Bu salg: iceriginde pihtilasmay1 onleyici
enzimler, sitrat, asit fosfataz, bazi proteolitik enzimler (prostat spesifik antijen,
pepsinojen, lizozim, amilaz, hiyaluronidaz) bulunur. Prostatin en 6nemli islevi sperm

motilitesine ve spermin canli kalmasina yardimci olmaktir [3].

Bulbouretral bezler (Cowper bezi), mukus salgilayan bir epitel ile doseli bir ¢ift
bezdir. Mukus salgisi, bosalma Oncesi idrar kanalinda kalmig olabilecek idrarin
notralize edilmesini saglar. Siyalitik asit ve bol miktarda galaktoz iceren salgist penil

iiretraya bosaltilir.



10

2.1.4 Penis (Phallus)
Farklilagmis toplardamar ve kilcal damarlardan tliremis, silindirik kolon

seklindeki ti¢ adet erektil doku kiitlesinden olusan cinsel birlesme ve bosaltim organidir.

2.2 Spermatogenesis ve Spermiyogenesis
Seminifer tiibiillerde testosteron etkisi ile haploid (n) kromozomlu sperm

olusumuna spermatogenesis denir.

Spermatogenesis sonucu olusan spermatidlerin FSH etkisi ile olgunlagsma

stirecine girmesine spermiyogenesis denir.

2.2.1 Spermatogoniumlar

Seminifer tiibiiliin bazal kisminda, bazal lamina ile direk iliskide olan,
spermatogonial kok hiicrelerden kdken alan, diploid (2n) kromozomlu spermatogenik
hiicrelerdir. Sertoli hiicreleri sirasindaki okludens baglantilarinin seminifer tiibiil
liimenine bakan kisminda bulunduklarindan kan-testis bariyerinin disinda kalirlar.
Buna ragmen mitoz boliinmelere baglayan spermatogoniumlar ve spermatogenik kdk
hiicrelerin kan-testis bariyerinin a¢ik kisminda korunmasiz kalmasi ile olusan
genotoksisite, bu hiicrelerden koken alan bir sonraki nesilin germ hiicre
populasyonundaki mutasyonlara sebep olan genetik degisikliklere yol agar. Kan-testis
bariyeri bir¢ok ksenobiyotige gecirgen olup toksitlerin biiylik miktari, germ hiicreleri
kan-testis bariyerinin yakininda olmasina ragmen bariyeri gegip spermatogenik kok
hiicrelere ulasabilir. Toksitler, spermatogenesi boyunca DNA tamir mekanizmasinin
dogru gerceklesmemesine sebep olur. DNA hasarinin olusmast sonucu spermden

kaynaklanan infertilite veya zigotta anormal degisiklikler gorilebilir [11].

Spermatogoniumlar testosteron etkisi ile pubertede aktiflesir. Morfolojik olarak
lic tip spermatogonium gozlenir: spermatogonium A koyu ve spermatogonium A agik,
spermatogonium B. Seminifer tiibiiliin bazalinda bulunan spermatogonium A koyu
hiicresi mitoz boliinme sonrasi spermatogonium A agik hiicresine, bu hiicre mitoz
boliinme ile spermatogonium B hiicresine doniislir. Olusan her spermatogonium hiicresi
mitoz bolinme gegirdigi i¢in diploid (2n) kromozomludur. Spermatogonial hiicre
farklilasmasinin denetlenmesinde sertoli hiicrelerinde bulunan SCF (stem cell factor)
proteini ve spermatogoniumlarda yer alan c-kit proteini etkilidir. Ayrica retinoik asit,

sertoli hiicreleri ve spermatogonium hiicrelerinden retinoik asit reseptorlerinin
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salgilanmasini uyararip stra8 proteini salgilanmasini uyarir. sta8 proteini, germ
hiicrelerinin mayoza baslamasina onciiliik eder. Spermatogoniumlarda farklilagsma
SCF/c-kit, retinoik asit, stra8 proteininin yani sira hormanlar tarafindan diizenlenir. FSH
(Folikiil stimiile edici hormon), sertoli hiicrelerinin inhibin ve aktivin sentazini
baslatirken LH (Luteinlestirici hormon), Leyding hiicrelerinin testosteron iiretmesini
uyarir [33, 79, 91, 94]. Erkek {ireme sisteminde gorevli hormonlarin regiilasyonu Sekil

2-2’de, bu hormonlarin gorevleri Tablo 2-1’de gosterilmistir.

v

Spermatogenesis

Testosteron

Sekil 2-2: Hipotalamik-hipofiz-gonadal (HPG) eksenin feedback regiilasyonu
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Tablo 2-1: Sperm iiretimi icin gerekli hormonlar ve etkileri

Hormon Etkisi
GnRH FSH ve LH hormonlarinin salgilanmasini saglar. Hipotalamustan
salgilanir
FSH Sertoli hiicrelerini uyararak sperm iiretimini saglar. Hipofiz

bezinden salgilanir.

LH Leydig hiicrelerinde testosteron sentezlenmesini ve sperm
iiretiminin devamliligini saglar. Hipofiz bezinden salgilanir.

Prolaktin LH’1n Leyding hiicreleri tizerindeki etkisini arttirir. Hipofiz
bezinden salgilanir.

Testosteron Sperm iiretiminin devamliligini saglar. Leyding hiicrelerinden
salgilanir.
Estradiol LH sentezini kontrol eder. Karaciger, kas ve yag dokusunda

testosteronun metabolize edilmesi ile olusur. %20-25’1 Leyding
hiicrelerinden salgilanir.

Inhibin FSH salinimin1 engeller. Sertoli hiicrelerinden salgilanir.

Aktivin FSH salinimini arttirir. Leydig hiicrelerinden salgilanir.

2.2.2 Spermatositler

Spermatogonium B hiicreleri mitoz boliinmelerden sonra 4n DNA igerikleri ile 1.
mayoz boliinmenin profaz agamasina girer. Mayotik profazin ilk evresi olan leptotende
DNA iplik¢ik haldedir. Zigoten evresinde belirginlesen homolog kromozomlarin
(otozomlar ve cinsiyet kromozomlart X ve Y) eslesmesi i¢in sinaps olusumunu
kolaylastiran sinaptonemal kompleks olusur. Homolog kromozomlarin kardes olmayan
kromatidleri kendi aralarinda sinapsis olustururlar. Pakiten evresinde ise homolog
kromozomlarin kardes olmayan kromatidleri kiazmata bdlgeleri lizerinde crossing over
(gen aligverisi) gerceklestirir. Cinsiyet kromozomlart olan X ve Y arasinda crossing
over, pseudootozomal kisimlarda gerceklesir. Diploten evresinde kiazmatalarin
kromozomlarin uglarina dogru kaymasi ile homolog kromozomlar serbest kalir.
Diakinez evresinde eslesmis homolog kromozomlarin ayrilmasi (disjunction) ile kardes
kromatid ¢iftleri metafaz, anafaz ve telofaz evrelerinden gecer. Olusan yavru hiicreler
2n kromozomlu sekonder spermatositleri olusturur. Sekonder spermatositlerdeki

homolog kromozomlar mayoz II’nin metafazinda birbirinden ayrilir. Olusan yeni
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hiicrelerdeki kromozom sayisi (n) yartya inmis olur. Olusan bu hiicrelere spermatid

denir [9, 40, 46].

2.2.3 Spermatidler
Haploid spermtidler semifer tiibiil liimenine yakin yerlesmistir. Spermatid

olusumundan (spermatogenesis) sonra spermiyogenesis gerceklesir.

Spermatidin sitoplazmasinda Golgi kompleksi, bir ¢ift sentriol, mitokondriler,

diiz endoplazmik retikulum tiibiilleri ve serbest ribozomlar bulunur [2].

1. Golgi evresi: Graniillii endoplazmik retikulumunda (GER) sentezlenen ve
spermatidin oosite tutunmasini saglayan hidrolitik enzimler (hyaliironidaz, akrozin,
ndeminidaz, asit fosfataz, tripsin benzeri proteazlar) Golgi kompleksine aktarilir.
Akrozomal vezikiiller, hidrolitik enzimlerin Golgi kompleksinin trans yiizeyinden
proakrozomal graniil halinde salindiktan sonra birleserek olusurlar. Cekirdek
membranina yapisik halde bulunan akrozomal vezikiiller spermin 6n kutbunu belirler.
Bu evrede, bir cift sentriyol flegellum aksenemini olusturmak amaciyla akrozomal

bolgenin zit kutbuna hareket eder [40, 46].

2. Sapka (Kep) evresi: Akrozomal vezikiiliin genisleyip ile niikleusun 6n kismi

yariya kadar sarilmaya baslar. Sentriyol ciftinin akrozomal vezikiilin zit kutbuna
ulagsmasindan itibaren akrozomal bdlge sentriollere zit sekilde doner. Akrozomal

vezikiiliin son haline akrozom denir [40, 46].

3. Akrozomal evre: Spermatid morfolojisindeki degisimler belirgindir. Akrozom

niikleusu sarmaya devam ederken manset gelismeye baslar. Niikleus yassilasip DNA
heterokromatin yapiya doniigiir. Mitokondriler sitoplazmada yer degistirir ve hiicre

uzamaya baglar.

[k olarak 8 spermatidli evrede goriilen ve mikrotiibiil-aktin filamenti yapisinda
olan manset, niikleusun etrafinda c¢evrelenmis periniiklear halkanin arasinda
mikrotiibliler kokenli bir yap1 olusturur. Sperm bas kisminin sekillenmesinde aktin ve

baglantili motor proteini miyozin rol oynar [51].

4. Flagellumun (kamci) gelismesi: Kamgi, distal sentriyolden gelisir. Keratin

iceren dis yogun lifler ve bir fibroz kilif ile sarili aksoneme sahiptir. a ve B tiibiilin

heterodimerlerinden olusan aksonem, sentriyolden (mikrotiibiil diizenleme merkezi,
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MTOC) koken alip esmerkez dizilimli 9+2 mikrotiibiil ¢iftlerinden olusur (Sekil 2-3).

Gelisen aksonem boyunca mitokondri gogii gerceklesir.

OMDA

Baglanti
bolgesi

Annulus —»

Sekil 2-3:Memeli sperm hiicresi ve kuyruk yapis: [86]

PM: Plazma membrani, MS: mitokondriyal kilif, ODF: Dis yogun lifler, OMDA: aksonemin dis
mikrotiibiil ¢iftleri, DA: Dynein kollarli, RS:Isinsal kol, CP: Merkezi mikrotiibiil ¢ifti, LC: Fibroz kilifin
boyuna siitunu, TR: enine Kiris.

5. Olgunlasma evresi: Bu evreden itibaren belirgin bir RNA sentezi yoktur.

Kamginin orta kisminda dis yogun liflerin ¢evresinde mitokondriler tarafindan sarmal
bir kilif olustur. Manset kuyruga dogru ilerler. Keratin iceren dis yogun lifler aksonem
boyunca dizilirler. Somatik nukleoproteinler olan H1, H2A, H2B, H4 yiiksek oranda
arginin ve sistein aminoasitleri igerirler. Pozitif yiiklii protamin ve negatif yiikli DNA
arasinda molekiiller arasi kuvvetli etkilesim, DNA ile bazik karakterli protaminin
baglanmasini kolaylastirir. Somatik histonlarin arjinin ve lisin zengini protaminlerle yer
degistirmesi sonucu sperm nukleusunda kromatin yogunlagmasi gerceklesir.
Ca'?/calmodulin bagimli protein kinaz IV histonlarin degisim mekanizmasinda rol
oynar. Sperm DNA’s1 kromatinin kondensasyonu ile kiigiik dlgekte paketlenir. Nukleus
uzar ve manget dagilir. Olgunlagsmaya devam eden spermatidler arasindaki sitoplazmik
kopriilerin ortadan kalkmasiyla spermlerin sahip olduklar1 fazla sitoplazma, artik

cisimcik olarak atilir. Artik cisimcikler, sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir.
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Seminifer tiibiil limeninde spermatidlerde gerceklesen degisikler ile tlire has genetik
Ozellikleri tasiyan fakat hareket ve dolleme yetenekleri olmayan spermatozoa olusur

[2, 29, 46].

Spermiyogenesisden sonra olgunlasmamis spermler, hareket ve dollenme
yetenegi kazandiklar1 spermiyasyon amaciyla rete testis iizerinden ductus epididimise
gecerler. Spermatogenesis, seminifer tiibiillerden baslayip ductus ejaculatoriusa ulasana

kadar yaklasik 72 giinde tamamlanir.

Orgazm ile penisten ¢ikan salgiya ejakulat (semen, meni) denir. Semen opak,
beyaz-sarims1 goriiniiste olup testis, epididimis, vesicula seminalis, prostat ve

bulbouretral bezlerin salgilarinin toplamidir (Tablo 2-2).

Tablo 2-2: insan seminal plazmasinda bulunan cesitli maddeler [73]

Sodyum Potasyum Kalsiyum Ergotionin
Magnezyum Kloriir Cinko Glutamik asit
Bikarbonat Fruktoz Glukoz Bakir ve kiikdirt
Sorbitol Inozitol Laktk asit Putresin
Pirtivik asit Sitrik asit Noraminidaz Arjinin
Karnitin Asetil karnitin Gliserofosfokolin Spermin
Askorbik asit Askorbik asit Spermidin Urik asit
Kreatin Prostoglandin Fosfokolin

2-5 ml olan semen hacminin %1’lik kismini sperm (60-120 milyon/ml)
olustururken semenin pH degeri 7,2-7,7 arasinda degisir. Semenin karakteristik ozellikleri

Tablo 2-3’de verilmistir.
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Tablo 2-3: Semenin karakteristik 6zelliklerinin alt referans limitleri (yiizdelikleri ve % 95

giiven araliklari) [45]

Paramertre
Semen hacmi (ml)
Toplam sperm sayis1 (10%ejakiilat)
Sperm konsantrasyonu (10%/ml)
Toplam motilite (PR+NP, %)
Mleriye dogru hareketlilik (PR, %)
Vitalite (canli spermler, %)

Sperm morfolojisi (normal formlar, %)

Uzlasilan diger esik degerler
pH
Peroksidaz pozitif Iokositler (10%/ml)
MAR testi (partikiillere bagli hareketli spermler, %)
Immunobead test (%)
Seminal ¢inko (pumol/ejakiilat)
Seminal fruktoz (umol/ejakiilat)
Seminal nétral glikozidaz (mU/ejakiilat)

Alt referans sinir1

1,5(1,4-1,7)

39 (33-46)

15 (12-16)

40 (38-42)

32 (31-34)

58 (55-63)

4 (3,0-4,0)

>7,2
<1,0
<50
<50
>2,4
>13
>20

2.3 Sperm Morfolojisi

Haploid (n) sperm hiicreleri, yogunlasma ve uzamay1 i¢eren yapisal degisimleri

spermiyogenesisin son evresinde gegirir. Boylece sperm hiicresinin ana kisimlari olan

bas ve kuyruk meydana gelir. Insan sperm hiicresi uzunlugu yaklasik 60 pm’dir (Sekil

2-4).

2.3.1 Bas kisnm

Sperm bas kismi 6n yarisint akrozomun c¢evirdigi niikleus olusturur. Sperm

niikleusu yogunlagsmis ve yassilagsmis bir yapiya dontiisiir. Akrozomal enzimler, yumurta

hiicresini saran corona radiata ve zona pellucida engelini ortadan kaldirmak amaciyla

fertilizasyon esnasinda salinir. Sperm, bir baglanti pargasi ile kuyruga baglanir.
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SPERMATOZOON
"Membran tanimlayici protein

L Akrozom

Nukleus
Bas o
Aksonem baslangici-mikrotubduller
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Orta parga [P & ® o
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Sekil 2-4: Sperm yapisi ve boliimleri [14]

2.3.2 Kuyruk kismi

Sperm kuyruk kismi yapisal olarak dort ana kisma ayrilir.

a) Baglant1 parcasi: Yogun fibréz yapida olan dar bir kisimdir. Aksonemin

kuyruk boyunca uzamasi bu kisimdan baslar [46].

b) Orta parga: Sarmal olarak dizilmis mitokondriler, aksonem ve dis yogun

liflerden olusur. Baglanti parcasindan esas pargaya kadar uzanan dokuz kolon bulunur.

Aksonem bir hiicre iskeleti yapist olup merkezde 2 c¢ift ve merkez etrafinda
cevrili 9 cift mikrotiibiilden olusur. Her mikrotiibiil c¢ifti lizerinde kuyruk hareketinin
olugmasindan sorumlu, i¢ce ve disa doniik sekilde konumlanmis dynein kollar1 bulunur
(Sekil 2-5). Dynein kollari, komsu mikrotiibiil ¢iftleri arasindaki kayma hareketinden
sorumlu olup dynein I proteininden olusur Kayma hareketi i¢in enerji kaynagi olarak
fazla miktarda ATP’ye ihtiya¢c duyulur. Aksonemde bulunan yapisal proteinler ve
enzimler, ATP’den elde edilen kimyasal enerjinin mekanik enerjiye doniismesini saglar.
Laktat1 oksidatif substrat olarak kullanabilme yetenegi, hipotonik ortama ve yetersiz
ca?* girisine direngli olmasi nedeniyle sperm mitokondrileri diger mitokondrilerden

farklilik gosterir [61, 72, 86].

Aksonemi saran dis yogun lifler aksonemin etrafini sarar. Yapisinda bulunan
yogun miktardaki ¢inko (Zn*?), sperm kuyrugunu oksidasyondan koruyup saglam bir

yapt kazandirir. Zn’nin %60’1indan fazlasi epididimal gecis sirasinda spermden atilir.
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Disiilfid kopriilerinin artmas1 ve siilfidril grubunda azalma ile dis yogun liflerin

yapisinda sertlesme ve kararlilik saglanir.

Hiicre
membram

X

'Y ‘\ g

Sekil 2-5:Siliar aksonemin temel yapisi ve sematik goriintiisii [17]

2.4 Sperm Metabolizmasi

Sperm metabolizmasi, aksonemdeki dynein kollarinin birbirlerinin tistiinden
kaymasini saglayarak sperm motilitesini ve fertilizasyon sirasinda akrozomal enzimlerin
ekzositoz ile disar1 atilmasini saglar. Gerekli olan enerji ATP, GTP ile NADPH

molekiillerinde saklanan fosfat molekiiliinden saglanir [4].

Sperm glikoliz, oksidatif fosforilasyon (Krebs, sitrik asit siklusu) veya pentoz

fosfat yolundan saglanan enerjiyi kullanir.

Sperm hiicre membraninda bulunan GLUT proteinleri ile glikoliz i¢in gerekli
olan glukoz hiicreye alinir. Kuyrugun esas ve son parcasinda gergeklesen glikoliz ile
ATP iretilir. Glikolizde gorevli hekzokinaz ve gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz

enzimleri fibroz kilifta yer alir. Spermatidlerde glikoliz inhibe edilir [44].

Oksidatif fosforilasyon, spermin orta kismindaki mitokondrilerde gergeklesir.
Oksidatif fosforilasyon i¢in gerekli olan asetil CoA yag asitlerinden dogrudan veya

glikolizin son iirlinii plirivatin matriks kristasinda laktata donistiiriilmesi ile elde edilir.
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Olusan ATP’nin biiyiikk bir kismi aksonemin yapisindaki dynein kollarinda yer alan
dyneinATPaz’lar tarafindan kullanilir [4].

Pentoz fosfat yolu hiicrenin ihtiyact olan NADPH seviyesinin artisin1 saglar,
niikleotid sentezinde gerekli olan riboz fosfatlar elde edilir, monosakkaritlerin birbirine

doniigsmesini saglayarak glikolizde kullanilmasini saglar [44].

2.5 Sperm Motilitesi

Sperm hareketinden sorumlu olan aksonem spermin kuyrugu boyunca dokuz
adet yogun dis lif ile cevrili hiicre ici iskeletidir. Merkezinde 2 adet mikrotiibiil ile
bunun etrafinda 9 ¢ift mikrotiibiillden olusur. Aksonem hareketi ile olusan flagellar
kivrilma igin gerekli olan enerji, Mg'-bagimli dynein-ATPaz’m ATP’yi hidroliz etmesi
ile elde edilir. Aksonemal hareketi diizenleyen faktorler arasinda cAMP (siklik AMP),

kalsiyum (Ca*?), adenil siklaz, pH, serin proteaz, protein karboksil metilaz bulunur [52].

Aksonem gelisimi seminifer tiibiillerde baslaylp epididimiste tamamlanir.
Epididimiste hareket muskiiler kasilma ve hidrostatik basing yolu ile gergeklesir.
Epididimisten salgilanan ileri hareket proteini (forward motility protein) ile dogrusal

hareket saglanir. Spermin epididimisten gegisi sirasinda:

e Sperm kuyrugu ile nukleus arasinda distilfid baglar1 olusur.
e Sperm membranindaki siilfidril gruplar1 okside olur.

e Glikoliz kapasitesi artar.

o Adenilat siklaz aktivitesi artar.

e Membran fosfolipid igerigi degisir [40].

Spermler disi genital kanalina ulastiklarinda metafaz-2 evresindeki oositi
dolleyecek yeterli hareket ve yetenege sahip degildir. Sperm motilitesinin baglamasinda
ve diizenlenmesinde cAMP, pH ve Ca etkilidir. Sperm motilitesi i¢cin cAMP iiretimi
adenil siklaz ile diizenlenirken, sperm motilite inaktivasyonu fosfodiesterazlar ile
saglanir. Sperm plazma membranindaki degisiklikler sonucu spermin molekiiler ve
fizyolojik degisiklikler gecirerek fertilizasyon yetenegi kazandigi kapasitasyon siireci

baglar [4].

2.6 Erkek Infertilitesi
Herhangi bir korunma yontemi olmaksizin 1 yil diizenli cinsel iliskiye ragmen

tireme fonksiyonunun yerine getirilememesi sonucu ¢ocuk sahibi olamama durumuna
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infertilite denir. Erkek hastalarda infertilite tanisin1 koyabilmek igin incelenen olgular

sunlardir:

= Disi bireyde belirlenmis bir sorun olmadig1 halde 6 aylik korunmasiz siire¢
sonucu ¢ocuk sahibi olamamak.

= Toplam sperm miktarinin <5 milyon/ml’den daha az olmasi.

= Toplam spermin %50’sinden fazlasinin anormal morfolojiye sahip olmasi.

= Spermin yumurtay1 delme yeteneginin bulunmamasi [40].

2.6.1 Erkek Infertilitesinin Sebepleri

2.6.1.1 Testikiiler Nedenler
Testikiiler hasar, testikiiler timor, seminal kanallarda tikamiklik, seminal sivi

bozukluklart bu nedenler arasindadir.

2.6.1.2 Testikiiler Ven Varikozu (Varikosel)
Testis toplardamarlarinin normalden fazla genislemesi ile testislerde atrofi
olugsmasidir. Varikosel sonucu testisin beslenmesi ve oksijen kullanimi1 azalmakir ve

bunun sonucunda sperm iiretiminde gelisim bozuklugu ortaya ¢ikabilir.

2.6.1.3 inmemis Testis (Kriptorsidizm)

Gelisim siirecinde testisin skrotuma ulasamamasi sonucu karin boslugu veya
inguinal kanalda kalmasidir. Skrotum i¢ sicakliginda artis oldugundan spermatogenez
mekanizmas1 bozulur. Testis igyapilar1 yliksek sicakliktan dolayr geri doniisiimsiiz

olarak bozulur. Boyle testislerde Leyding hiicreleri islevini gerceklestiremez [57].

2.6.1.4 Genital Kanal Anatomisi Bozukluklari
Vas deferensin konjenital yoklugu, vas deferensin obstruksiyonu, ejakiilator

sistemin konjenital anomalileri anatomik bozukluklar arasindadir.

2.6.1.5 Germinal Hiicre Aplazisi
Semimifer tiibiillerde sadece sertoli hiicrelerinin bulunup germinal hiicrelerin

gelisememesidir. Germinal hiicre aplazisine sahip bireyler infertildir [57].

2.6.1.6 Retrograd Ejakiilasyonu
Semenin bosalma sirasinda penisin ucundan disar1 atilmak yerine mesane igine

akmasidir.
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2.6.1.7 Sperm Kordonunun Biikiilmesi (Testis Torsiyonu)
Spermatik kordonun biikiilmesi sonucu testislere gelen arteriyel kan akimi ve

testislerden giden ven6z kan akimi bozulabilir.

2.6.1.8 Ejakiilasyon Olusmamasi
Iktidarsizlik, erektil disfonksiyon, prostat cerrahisi, iiretra cerrahisi, diyabet ya

da tansiyon ile ilgili uygulamalar sonucu ortaya ¢ikabilir.

2.6.1.9 Immiinolojik Infertilite

Spermatositler, spermatidler ve spermler immiin sistem ig¢in yabanci antijen
olarak karsilanir. Normalde ise seminifer tiibiil i¢erisinde kan-testis bariyeri bulunur ve
immiin hiicreleri bulunmaz.. Fakat rete testis ve epididimis, zayif hiicresel baglantilara
sahiptir ve makrofajlar bulundurur. Epididimiste travma sonucu sperm antijenlerinin

miktarinin artmasi sonucu olusan immiin yanit patolojik sonuglar dogurur.

2.6.1.10 Hiperprolaktinemi

Dopaminin cinsel istek ve davranislar1 uyarir ve prolaktinle iliskilidir. Prolaktin
cinsel istegi uyarmasina kargin fazla miktarda sentezlenmesi devam ettiginde olusan
asir1 uyar1 dopamin reseptorlerinde yikima yol agmaktadir. Siirekli prolaktin salinimi

inhibitor etki meydana getirerek cinsel islevlerde kayip meydana getirmektedir [48].

2.6.1.11 Genetik Nedenler

2.6.1.11.1 Anoploidi

Bir veya iki kromozomun kayb1 (2n-1, 2n-2 vb.) ya da artisiyla (2n+1, 2n+2 vb.)
olusan kromozom anomalisidir. Germ hiicrelerinin mayoz boliinmeleri silirecinde
ayrilamamasi veya anafazda geri kalmalar1 sonucu bir kromozomun homologu ile yavru

hiicreye gecisi sonucu olusur.

2.6.1.11.1.1 Klinefelter Sendromu

Erkekler, X ve Y olmak fizere 2 farkli cinsiyet kromozomuna sahiptir. Sayisal
kromozom anomalilerinden biri olan Klinefelter Sendromunda hastalarin karyotipi
47, XXY, 48 XXXY, 48 XXYY, 49 XXXXY, 46,XY/47,XXY seklindedir [12].

Klinefelter sendromu goriilen bireylerdeki fenotipik 6zellikler Tablo 2-4’de verilmistir.
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Tablo 2-4: Eriskin Klinefelter sendromu hastalarinda goriilen bulgular [12]

Kiiciik testisler Infertilite Azospermi
Artmig gonadotropin seviyeleri Jinekomasti Kas giiciinde azalma
Azalmis testosteron diizeyi Varik6z venler Metabolik sendrom
Azalmis fasiyal killanma Libidoda azalma Tip-2 diyabet
Azalmis pubik killanma Osteopani Mitral kapak prolapsusu
Abdominal obezite Osteoporoz

2.6.1.11.1.2 Down Sendromu (Trizomi 21)
Gametogenez sonucu fazladan bir X kromozomu tasiyan gametin normal haploid
gamet ile dollenmesi sonucu goriilen bir durumdur. Down sendromlu erkek bireylerde

germ hiicre sayisi azalmis ve spermatogenez gerceklesmemektedir.

2.6.1.11.1.3 XYY Sendromu
Gametogenez sonucu fazladan bir Y kromozomu tagiyan gametin normal haploid
gamet ile dollenmesi sonucu goriilen bir durumdur. Ureme hiicrelerinde olgunlasmanin

durmasi ya da yoklugu goriliir [64].

2.6.1.11.1.4 XX Erkek Sendromu
Y kromozomunun kisa kolu (Yp) lizerinde bulunan SRY gen bdlgesinin X
kromozomuna translokasyon sonucu olusur. Sry geni transkripsiyonu gerceklesmesine

ragmen azospermi goriiliir [64].

2.6.1.11.2 Kistik Fibrosis

Kistif fibrosis (CF), kistik fibrosis transmembran regiilator (CFTR) genindeki
mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikan otozomal resesif gegisli konjenital bir rahatsizliktir.
CFTR geni, iyon kanali olarak islev goren bir membran proteinini kodlar. Ayrica CFTR
geni ejakiilator kanal, seminal vezikiil, ductus deferens ve epididimisin distal 2/3’sinin
olusumunu etkiler. Bu nedenle CFTR genindeki mutasyon, ductus deferens gelisiminin

olmamasi ile sonuglanir.

2.6.1.11.3 Primer Silier Diskinezi [iImmotil Silia Sendromu]
Otozomal resesif gegisli olup sil ve flagellar hareket yoklugu veya bozuklugu
goriiliir. Infertil erkeklerde sperm kuyruk aksonemlerinde mikrotiibiil ve dynein

kollarinda defektler ile karakterizedir.
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Aksonemde yapisal bulgular:

e ¢ ve dis gii¢ kollarinda kayip

e ¢ kollarda kayip, dis kollarda kisalik

e ¢ kollar, neksin baglantilar1 ve radyal uzantilarda kayip

e Mikrotiibiiler ikililerde bozulma

e Dis giic kollarinda kayip

e Radyal baglanti ve baglant1 baglarinda kayip

e Merkezi miikrotiibiiler ikililerin eksik veya defekte olmasi [17, 32].

Silialli  hiicrelerin  aksonemlerine ait baz1 defekleri igeren sendromlar

tanimlanmigtir. Bunlar arasinda Kartagener sendromu ve Usher sendromu bulunur.

2.6.1.11.3.1 Kartagener Sendromu

Otozomal resesif gecisli bir hastaliktir. Genetik hasar dynein genindeki
mutasyon veya delesyondan kaynaklanir. Kronik siniizit, bronsektazi, retinitis
pigmentosa, sagirlik ile karakterizedir. Spermatogenez bozulmamasina ragmen immotil

sperm olusumu goriiliir [48].

2.6.1.11.3.2 Usher Sendromu

Retinal fotoreseptorler ve odyovestibiiler organlardaki silier defekt sonucu
olusan, retinitis pignemtosa ve sagirlik ile birlikte goriilen otozomal resesif gegisli bir
hastaliktir. Sperm motilitesindeki bozukluk nedeniyle infertiliteye neden olmaktadir
[17].

2.6.1.11.4 Miyotonik Distrofi

19. kromozom iizerinde serin-treonin kKinaz proteinini kodlayan bir gendeki CTG
trintikleotid tekrari ile olusan otozomal dominant gegisli bir hastaliktir. Eriskin donemde
baslaylp kas zayifligi ve atrofisi, katarakt, endokrinopatiler goriiliir. Sperm
kapasitasyonunda defekt ve akrozom reaksiyonlarinda bozukluk infertiliteye sebep
olabilir [48].

2.6.1.11.5 Noonan Sendromu

Noonan sendromlu infertil erkeklerde kriptorsidizm goriiliir [48].
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2.6.1.11.6 Orak Hiicre Anemisi

Otozomal resesif ge¢isli, 11. Kromozomun kisa kolu tizerinde bulunan B-globin
(HBB) geninde meydana gelen nokta mutasyonlar nedeniyle normal hemoglobinin beta
zincirinin 6. swrasindaki glutamik asit aminoasitinin yerine valin aminoasitinin
gelmesiyle olusan bir hastaliktir. Testislerde fonksiyon bozuklugu, ¢ok sayida kan
transflizyonu sonucu gonadlarda gelisen demir depozisyonu gelisimi infertiliteye sebep
olmaktadir [48].

2.6.1.11.7 Polikistik Bobrek Sendromu
Hastalarin bobrek, karaciger, epididimis ve seminal vezikiillerinde ¢ok sayida

Kist bulunur [41].

2.6.1.11.8 Fibroz Kilifin Displazisi (Dysplasia of Fibrous Sheath, Kiit
Kuyruk Sendromu)

Fibroz kilif displazisi, aksonemal hiicre iskeletinin gelisim bozuklugu ile
karakterize genetik sperm yap1 bozuklugudur. Spermiyogenesis siirecinde gelisen bozuk
fibroz kilif sperm kuyrugunun kisa, kalin ve diizensiz olmasmna yol agar. Motilite

bozuklugunun sebepleri:

e Merkezi mikrotiibiil ¢iftinin kayb1
¢ Gii¢ kollarmin yoklugu
e Dis yogun liflerden 3. ve 8.°de anormal uzantilar pargalarda birlesme

bozuklugu (Sekil 2-6) [19].

2.6.1.11.9 Y kromozom Mikrodelesyonlari

Testis gelisiminde ve spermatogenezde rol alan genler, Y kromozomunun kisa
kolundaki (Yp) SRY bolgesinde bulunur. Azospermi goriilen erkeklerin bir kisminda Y
kromozomun uzun kolunda delesyonlar saptanmis ve bu bolge azospermi faktor bolgesi
(AZF) olarak adlandirilmistir. AZF bolgesindeki genler spermatogenezle ilgili
genlerdir. Y kromozomunun AZFa bolgesinde yer alan genler spermatogenezde rol
oynarlar. AZF bolgeleri arasinda delesyonlar en sik AZFc bolgesinde goriilmekte olup

spermatogenez diislik seviyede gergeklesir [91] (Sekil 2-7).
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Sekil 2-6: Fibroz kihifin dizplazisi

1 ve 2 Normal goriiniimlii aksonem ve fibroz kilif. 3 Dagimik fibroz kilif ve pargalanmis, daginik aksonem.
4 Bozuk yapili kamg1. Aksonemi kayip ve fibroz kilif diizgiin olmayan kalinlikta halka halinde. [19]

A Normal Deletion
dmm < ee— demm deee—
_x_ X_—
{ +
dmm <oE—— 4= == 49— <4
D E—, < —
B DBY RBMY DAZ

Sekil 2-7:Y kromozomunda delesyon

A. Y kromozomlar1 arasinda normal crossinover ve yanlis eslesme sonucu olusan crossinover

B: Y kromozomu iizerinde erkek cinsiyet genleri

2.6.1.11.10 Cinsiyet Kromozomlar:1 Arasinda Resiprokal Translokasyonlar
Y kromozomundaki genlerin transloke olmasi genlerin inaktivasyonuna sebep
olup mayotik eslesmeyi engelleyebilirken X  kromozomundaki  genlerin

translokasyonlar1 sonucu spermatogenez bozulur [64].
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2.6.1.11.11 Resiprokal Otozomal Translokasyonlar

Translokasyonlar 1-9, 1-16, 16-1, 18-3/4 kromozomlar: arasindadir. Mayoz I’ in
pakiten sathasinda XY bivalentleri ile transloke kromozomlarin sentromerik
kaynasmast ile ilgili kanitlar bulunmustur. Translokasyon sonucu primer
spermatositlerde X kromozom inaktivasyonunu geligmekte ve spermatogenezisi

etkilemektedir [64].

2.6.1.11.12 Robertson Tipi Translokasyonlar
Robertsonian  translokasyonlar, akrosentrik kromozomlarin  sentromerik
bolgelerinden kaynagmasi sonucu olusur. 13. ve 14. kromozomlar arasindaki

robertsonian translokasyonun infertil erkeklerde ortak oldugu belirlenmistir [64].

2.6.1.12 Genetik Endokrinopatiler
Cinsel gelisme ve fonksiyonun endokrin veya humural regiilasyonunda gorevli
olan spesfik genlerde meydana gelen mutasyonlar veya polimorfik degisiklikler sonucu

rahatsizliklar gelisir [48].

2.6.1.12.1 Hipogonadotropik Hipogonadizm (IHH)

Anatomik sorun olmaksizin folikiil stimiile edici hormon (FSH) ve luteinlestirici
hormon (LH) seviyelerinde goriilen diisiikliik, gonadotropin regiile edici hormonun
(GnRH) anormal sentezi ve salimmi sonucu olusabilir. Gonadotropin seviyesindeki

anormallik nedeniyle androjen {iretimi azalir ve spermatogenesis yetersiz kalir.

X’e bagh kalitim gosteren ve IHH’nmin bir sebebi olarak bilinen Kallman
sendromlu bireylerde, X kromozomunun kisa kolu {izerinde bulunan Kal genindeki bir
mutasyon, hiipotalamustan GnRH saliniminin bozulmasina sebep olur. Hastalarda renal
anomaliler ve kripsortizm goriiliir. Prader-Willi sendromunda da 15. Kromozomun uzun
kolu iizerinde meydana gelen bir delesyon sonucu obezite, kripsortizm ve IHH meydana

gelir [48].

2.6.1.12.2 LH Fonksiyon Bozukluklar:
Hipofizden salgilanan luteinlestirici hormonun (LH) inaktif {iretimine sebep olan
mutasyonlar erkeksi gelisimde bozukluga sebep olurken LH reseptorlerinde olusan

mutasyonlar ise pseudopuberte ve pseudohermafroditizme sebep olabilir.
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2.6.1.12.3 Androjen Sentez ve Fonksiyon Bozukluklari

Androjen sentezinde gorevli enzimlerin mutasyonlar1 infertiliteye sebep olur.
Kolesterolden testosteron sentezi i¢in gerekli olan ilk {i¢ enzimin mutasyon sonucu
islevlerini kaybetmesi adrenal hiperplaziye neden olur ve infertilite gézlenir. Yolakta
gerekli olan son iki enzimin disfonksiyonuna neden olan mutasyonlar ise
pseudohermafroditizme veya inmemis kriptorsizmle beraber disi genital goriiniime

sebep olur [48].

2.6.1.12.4 Androjen Duyarsizhik Sendromu (Testikiiler Feminizasyon)

Erkek embriyoda gebeligin 8. Haftasinda androjen reseptorleri eksprese
edilmektedir ve gebeligin 9. haftasinda testis testosteron iiretimine baslamaktadir. 11-
18. gebelik haftalar1 arasinda testosteron iiretiminin en yiiksek seviyelere ulagmasi ile
dis genital kanal gelisiminin baglamasina neden olmaktadir Androjen reseptoriindeki
defekt sonucunda mezonefrik kanallara ait yapilar olan epididimis, vas deferens ve

seminal vesikul gelisimi olmamaktadir.

Androjen reseptorlerindeki bozukluk sonucunda iirogenital siniis disi yoniinde
farklilagir. Olgunlagsmamis germ hiicreleri ve sertoli hiicreleri ile ¢evrili olgunlasmamis

seminifer tiibiiller olusur [63].

2.6.1.12.5 5-a Rediiktaz Enzim Bozukluklar:
Testosteronun  dehidrotestosterona  doniisiimiinii  saglayan 5-a  rediiktaz
enziminde meydana gelen mutasyonlar sonucu dis genital organlarin gelisimi ve sperm

salinim1 bozulur [44].

2.6.1.13 Sistemik Hastaliklar

2.6.1.13.1 Son Donem Bobrek Yetmezligi (SDBY)

Son donem bobrek yetmezligi, bobregin sivi-elektrolit dengesini saglama ve
metabolik-endokrin fonksiyonlarini gergeklestirmesinde yetersiz kalmasi ortaya gikar.
Hastaligin tedavisinde kullanilan ilaglarin cinsel fonksiyonlar tizerinde olumsuz etkileri
vardir. Erkeklerde goriilen cinsel fonksiyon bozukluklari libidoda azalma, infertilite,

ereksiyon ve ejekiilasyon problemleridir [31].
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2.6.1.13.2 Karaciger Sirozu

Karaciger sirozu olan hastalarin bir kisminda testosteronun plazma proteinlerine
baglanmasi arttik¢a, plazmada testosteron seviyesi diiser ve FSH ve LH seviyeleri artar.
Bunun sonucunda testis atrofisi, erektil disfonksiyon (impotans), infertilite, jinekomasti

ve koltuk alt1 killarinin azalmas1 gibi endokrin degisiklikler goriiliir.

2.6.1.13.3 Diyabet
Diyebetik bireylerde FSH ve LH saliniminin kontrol mekanizmalart bozulur.
Hormonal degisimlerden etkilenen sertoli hiicrelerinde spermatogenik germ hiicrelerini

ve spermlerin spermatogenesisin siirekliligi etkilenir [6, 43].

2.6.1.14 Enfeksiyon

2.6.1.14.1 Orsit
Testiste olusan enfeksiyon ve enflamasyon durumuna orsit denir. Kabakulak,
viral orsit nedenleri arasinda en sik goriilenidir. Orsit nedeni olabilecek diger viriisler

Koksaki, Varicella ve insan immun yetmezlik viriisii (HIV) diir [9, 32].

2.6.1.14.2 Prostatit
Prostat enfeksiyonlari sonucu sperm motilitesinde azalma gortiliir. Prostatin
enfeksiyonlarinda en sik goriilen patojenler, Klebsiella tiirleri, E. Coli, E. fekalis,

Proteus mirabilis (P. mirabilis, ve Psddomanas aeruginosa (P. aeruginosa)’dir [32].

2.6.1.14.3 Epididimit

Epididimis enfeksiyonuna cinsel yolla bulasan mikroorganizmalar ve Gram
negatif bakteriler sebep olur. Epididimit enfeksiyonu sonucu sperm motilite bozuklugu,

sperm sayisinda azalma, sperm disfonksiyonu gelisebilir [32].

2.6.1.14.4 Uretrit
Uretrite sebep olan patojenler C. trahomanis, Neisseria gonorrhoea,
Mycoplasma genitalium’dur. Uretritin epididimiste enfeksiyona yol agmasi fertilite

sorunlarina yol agabilmektedir [32].

2.6.1.14.5 Lokositospermi
Seminal sivilarindaki 16kositin goriilme nedenleri genitoiiriner enfeksiyon,

sigara, cevresel toksinler, marihuana, bazi ilaglar, genitoiiriner kanal cerrahisi



29

(vazektomi geri doniistimii, iretral cerrahi) ve otoimmunitedir. Artmis l6kosit
seviyelerinin sonucu olarak azalmis sperm sayisin ve azalmig sperm hareketliligi

gbzlemlenir [32].

2.6.1.17 Gonadotoksinler
Degisik mesleklere 6zgili gonadotoksinler degisik pestisitler, organofosfatlar,
organoklorinler (6rnegin DDT), karbamatlar (6rnegin karbaril), fumigantlar, herbisitler

ve fungisitlerdir. Tedavi amaciyla bu etkenlerden uzak kalma ya da korunma saglanir

[25].

2.6.1.18 Sigara

Sigara kullanim1 veya sigara dumanina maruz kalma durumunda sperm
konsantrasyonunda azalma, sperm moilitesinde azalma, normal morfolojili sperm
sayisinda azalma, penetrasyon yeteneginin azalmasi, sperm DNA hasarinin artmasina

neden olabilir [80].

2.6.1.19 Sicakhik

Uzun siireli ¢cok sicak ortamda calisanlarda spermatogenez bozulmaktadir.

2.6.1.20 Radyasyon
Uzun siireli rontgen 1sinlar1 ya da tedavi amaciyla uygulanan iyonizan i1sinlar

germinal hiicrelerde bozucu mutasyonlar olusturmaktadir.

2.6.1.21 flaclar
Bazi ilaclar degisik etkilerle spermatogenezi bozarlar. Bunlar, monoaminoksidaz
inhibitorleri, reserpinle birlikte steroidler, yogun ve sik kunanilan antibiyotikler,

nitrofuranlar ve birgok antikanser6z (kolsisin vb.) ilaglardir.

2.6.1.22 Likefaksiyon Bozuklugu
Insan ejakulati disar1 atildiginda bir koagulum olup rahat hareket edebilmeleri
icin bu koagulumun likefiye olmasi1 gerekir. Bunu saglayan, prostat orijinli seminal bir

proteazdir.

2.6.1.23 Protein Karboksil Metilaz Eksikligi
Aksonemal fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol oynayan protein karboksil

metilaz, en ¢ok testiste ve sperm kuyrugunda bulunur. Spermatogenez sirasinda enzim



30

diizeyi yiikselir. Protein karboksil metilaz, S-adenozil metiyoninden proteinlerin
karboksil gruplarmma metal gruplart tasir ve calmodulin metilasyonunu saglar.
Calmodulin ve calmodulin baglayici proteinler araciligi ile Ca, sperm kuyrugunda

harekette rol oynar.

2.6.1.24 Sperm Say1, Yapi ve Hareket Bozukluklar:

Oligospermik infertil bireylerde sperm sayis1 20 milyon/ml’den daha azdur.
Teratospermik infertil bireylerde sperm sekil bozuklugu goriiliir. Anormal

morfolojili spermin kapasitasyon yeteneginin diismesi ile infertilite sorunlar goriiliir.

Astenospermik infertil bireylerde sperm hareket bozuklugu bulunur.

2.7 Astenospermi Tanim

Erkek infertilitesi nedenleri arasinda yer alan sperm motilite bozukluklart
(astenospermi), spermiyogram analizinde sperm hareket kabiliyetinin toplam %40’tan
daha az olmasi olarak tanimlanir [44]. Ejakiilasyondan sonraki bir saat iginde faz-
kontrast mikroskobunda 200-400 biiyiitmede yapilan semen incelemesinde sperm
motilite degerlendirmesi yapilir. Spermiyogramda hareketlilik dort derece ile belirlenir:
a. Hizli dogrusal progresif hareket, b. Yavas dogrusal ya da dogrusal olmayan hareket,
c. Progresif olmayan hareket, d. Hareketsiz. Normal sperm konsantrasyonunda
spermlerin %50’den fazlasinin hareketli olmasi beklenirken, bu degerin %25’inin

progresif hareketli olmas1 gerekir [39].

Aksonemal dynein tarafindan kullanilan ATP sperm harketini saglar. ATP
tiretimini saglayan proteinlerin mitokondrideki genlerinde mutasyonlar, oksidatif stres,
enfeksiyon, sitokinler ve anormal spermatozoidler gibi durumlarda sperm hareketliligi

olumsuz etkilenir.

2.8 Mitokondri
Mitokondriler, baz1 protozoonlarda ve memeli eritrositleri hari¢ tiim hiicrelerde
bulunan, kiiresel veya silindirik sekilli, ¢ift membranla sarili bir hiicre organelidir

(Sekil 2-8).
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Zarlar arasi bogluk

Sekil 2-8:Mitokondrinin sematik yapisi

Mitokondri yapisal olarak dort ana kisimdan olusur: dis zar, i¢ zar, membranlar

arasi bosluk, matriks.

1. Dis zar iizerinde lipid sentezinde gorev alan gesitli proteinler bulunur. Ig zar

krista ad1 verilen katlanmalar yaparak zar yiizeyinin artmasini saglar.
2. I¢ zar iizerinde ii¢ farkl1 fonksiyona sahip proteinler bulunur:

e Hiicresel solunumun elektron tasima sisteminde (ETS) gorev alan
enzimler,
e (esitli metabolitlerin zardan mitokondriye giris ve ¢ikisini saglayan ve
permeaz ad1 verilen tasiyici proteinler,
e ATP iiretimi ve depolanmasiyla iliskili proteinler (ATP sentetaz).
3. Memranlar arasi boslukta niikleotidlerin fosforilasyonu gergeklesir.
4. Matrikste mitokondriyal DNA, ribozomlar ve tRNA’lar bulunur.
Matrikste gerceklesen diger olaylar sunlardir:
e Piriivat oksidasyonu,
e Sitrik asit dongiisii,
e Yaglarin B-oksidasonu,
e DNA replikasyonu,
e RNA sentezi,

e Protein sentezi.



Mitokondri;

e oksidatif fosforilasyon,
e sitrik asit dongiisii,
e hem biyosentezi,
e yag asitleinin B-oksidasyonu,
e demir siilfiir olusumu,
o reaktif oksijen tiirlerinin olusumu yeri olup ayrica;
* homeostazin diizenlenmesi
* hiicre i¢i sinyal iletimi,
= hiicre dongiisiiniin kontrolii,
= epigenetik regiilasyonun diizenlenmesi,
= apoptozisin kontroli,
= sitozoldeki Ca*? seviyesinin kontrolii,
= dogustan kazanilan bagisiklikta (dogal immiin sistem)

= steroid hormon sentezinde rol oynar. (Sekil 2-9)
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Bir hiicrede 1.000-10.000 arasinda mtDNA bulunup 16569 baz ¢ifti
uzunlugundadir. mtDNA halkasal, ¢ift zincirli olup intron icermez. Cift zincirden igteki
hafif inciri (L), distaki agir zinciri (H) olusturur. Agir zincirde guanin bazi bakimindan
zenginken hafif zincir sitozin bazi bakindan zengindir. mtDNA’nin ufak bir boliimiinii
olusturan ve ii¢ zincirli yapidan olusan D-loop bdlgesi, ii¢lincii zincir olan 7S DNA’nin
H zincirinin tekrarlayan sentezinden olusan kodlanmayan bir bolgedir (Sekil 2-10).
Farkli orijin noktalarindan baslayan H ve L zincirlerinin replikasyonu tek yonde
gerceklesir. Mitokondri genomunun sahip oldugu yirmi sekiz gen agir zincir, dokuz gen
hafif zincir {izerinde bulunur [21]. Mitokondri genomundan transkrip edilen mRNA’nin

bas kismina Cap ve son kismina poliA kuyrugu eklenmez.

D-loop bélgesi

Hafif Agir
zincir zincir

M MERRF
e AB34G

Sekil 2-10: Mitokondri D-loop bélgesi, hafif ve agir zincirler

Mitokondriyal genomda 2rRNA (16S ve 12S rRNA) geni, 22 tRNA geni, 13

ETS ve oksidatif fosforilasyonla ilgili genler bulunur. Bu genler sitokrom C oksidaz
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subunitleri I, 11 ve 111, ATPaz subunit 6/8, sitokrom b, COX3/2, ND3, ND4, NDA4L,
ND35, ND6’dur. (Sekil 2-11)

tRNA Pro D1L‘Z)°p
H
g“t‘pt; Thr tRNA Phe
125 rRNA
tRNA Gl »
heo e tRNA Val

16S rRNA

ND5 tRNA Leu

tRNA Leu . e
tRNA Ser Insan mtDNA tRNA Ile

16569 bg tRNA GIn

tRNA His
ND4 tRNA Met
ND4L ND2
tRNA Arg tRNA Trp
ND3

tRNA Ala

tRNA Gy

Cox3 ATP6 Cox1 \\\ tRNA Asn
ATP8\ Cox2 \CNA Ser W\,

tRNALys RNAASP \ioNA Oys

tRNA Tyr

Sekil 2-11:mtDNA ve iizerindeki genler [96]

Hiicre boliinmesi sirasinda replike olan mtDNA ’nin hiicrelere dagilimi rastgele
gerceklesir. Bir hiicrede mtDNA kopyalarinin ayni olmasi durumuna homoplazmi denir.
Eger replike olan mtDNA herhangi bir sekilde mutasyona ugrarsa, etkilenmis ve
etkilenmemis mtDNA molekiilleri tek bir hiicrede toplanabilir. Hiicrenin ¢ok sayida
farkli mtDNA kopyalar1 igerme durumuna heteroplazmi denir (Sekil 2-12).

Heteroplazminin neden oldugu patolojik durumlar dokudan dokuya faklilik gosterir.
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Sekil 2-12:Mitokondri ve hiicre béliinmeleri sonucu olusan homoplazmi ve
heteroplazmi

2.8.1 ATP ve Mitokondri Iliskisi

Hiicresel olaylarin gerceklesebilmesi i¢in gerekli olan enerji kaynagi,
yapisindaki yiiksek enerjili fosfati diisilk enerjili molekiillere aktaran ATP’den
(adenozin trifosfat) karsilanir. Oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlar1 ile hiicre icin
gerekli enerjinin biiyiik ¢ogunlugu mitokondride iretilir. Sitozolde glikoliz sonucu
olusan piriivat, aminoasitler ve yag asitleri matrikste metabolize edilerek asetil CoA’ya

dondistiirtiliir. Sperm hiicrelerinde de glukoz ve yag asitleri metabolize olurlar (Sekil 2-
13).
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Sekil 2-13:Krebs dongiisii ve hiicredeki etkileri [74]

Metabolizma sonucu ortaya ¢ikan son iiriiniin Asetil CoA’ya doniistiiriilmesi ve
Krebs dongiisiinde okside olmasi ile agiga c¢ikan elektronlar FADH ve NADH
tarafindan mitokondri i¢ membranindaki proteinlere tasinir. Oksidatif fosforilasyon
stirecinde gerekli olan yetmisdort polipeptid niiklear genom tarafindan eksprese edilir.
Oksidatif fosforilasyon kompleksleri olan NADH dehidrogenaz 1, sitokrom C
oksirediiktaz III, stiksinat dehidrogenaz II, sitokrom C oksidaz IV ve ATP sentetaz V
aldiklar1 elektronlart molekiiler oksijene aktararak ADP’den ATP ve su (H;0)
olusmasini saglarlar (Sekil 2-14).
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Sekil 2-14:Mitokondri i¢ zarinda gergeklesen oksidatif fosforilasyon [66]

2.8.2 mtDNA4977 Delesyonu

Niikleer DNA’nin aksine mtDNA, tamir mekanizmalarma sahip degildir.
DNA’ya baglanan proteinler veya histonlar tarafindan korunmayan, D-loop bolgesinden
baslayan ve yanlis baz yerlesiginde bunu diizelten tamir mekanizmasi igermeyen
replikasyon mekanizmasina sahiptir. Ayrica kristada meydana gelen oksdatif
fosforilasyon nedeniyle olusan oksijen radikallerinin mitokondriyal DNA ile direk
temas halinde olmasi1 nedeniyle mitokondriyal DNA {iizerinde mutasyonlarin olusma

olasilig1 niiklear DNA’ya gore 10-100 kat daha fazladir.

Sperm hareketliligindeki azalmanin erkek infertilitesi ile iligkili oldugu yapilan
caligmalar ile gosterilmistir [7]. Astenospermia, sperm hareket bozuklugu ile karakterize
olup fonksiyonel bozukluklar, varikosel, endokrinal anomaliler gibi ¢esitli faktorleri
iceren, erkek infertilitesine neden olan yaygmn sebeplerden biridir [58].
Astenospermiaya sebep olup sperm hareketini etkileyen faktdrlerden biri sperm mtDNA

mutasyonlaridir. Bu mutasyonlarin en bilineni mtDNA 4977 delesyonudur.
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4977 baz cifti delesyonu, mtDNA iizerinde 8470-8482 ile 13447-13459
pozisyonlar1 arasinda meydana gelir. Delesyonun bu pozisyonlarda meydana gelmesinin
nedeni, kirtlmanin gergeklestigi dizinin u¢ kisimlarinda 5’-CCAT-3’ tekrarlarinin 8-
hidroksi-2’-deoksiguanizin (8-OHdG) olusumuna duyarli olmasidir. Bu delesyon alti
tRNA geni, ATPaz 6/8, COXIII, ND3, ND4, ND4L ve ND5 gen bolgeleri dahil yirmi
yapisal gende delesyona neden olur (Sekil 2-15).

Yaban tip 4977 be
mitDNA delesyonu

16569 bg

Mutant mtDNA
11592 bg

coxn

coxt
ATPase8

Delesyondan énce Delesyondan sonra

Sekil 2-15:Yabanil tip mtDNA ve 4977 delesyonu sonucu olusan mutant mtDNA

Mitokondride meydana gelen mutasyonlar fonksiyonel bozukluklara neden olup
kanser, diyabet, migren, obezite, Parkinson hastaligi, Alzheimer hastaligi, Huntingon
hastaligi, Leber’in heredetik optik noropatisi (LHON) Kearns-Sayre Sendromu,

infertilite gibi sorunlara yol agmaktadir.

2.9 S-Adenozil-L-Metiyonin (SAM)
S-adenozil-L-metiyonin (SAM, SAMe, AdoMet), yasayan tiim canlilarda
bulunan, metiyonin adenoziltransferaz (MAT) enzimi araciligi ile ATP ve L-metiyonin

kullanilarak sentezlenen bir metabolittir [95].
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SAM hiicrede;

¢ Glutatyon sentezlenmesinde onciil molekiildiir.

e Ana metil grubu vericisi olarak niikleik asit, fosfolipit, histon, poliamin ve

proteinlerin yapisina katilir.

e Transmetilasyon, transsiilfiirasyon ve aminopropilasyon yolaklarinda gorev

alir.

e Metiyonin dongiisiinde rol oynar [35].

SAM’dan elde edilem metil grubu karnitin, asetil-L-karnitin, fosfokreatin,
epinefrin ve adrenalin, fosfotidilkolin ve melatonin sentezinde gereklidir. [35]. Ayrica
niiklear DNA’da CpG adaciklar tizerinde bulunan sitozin baz kalintilarinin epigenetik

metilasyonu i¢in SAM’dan elde edilen metil grubu kullanilir (Sekil 2-16) [60].

Folat
' . MTHFR
THF 5-MeTHF
B,
Metiyonin Hemosistein metiltransferaz Homosistein
Metiyonin adenozil : 4 Adenozil
transferaz hemosisteinaz
SAM SAH

CpG \/ CpG

DNA metiltransferaz s
Me

Sekil 2-16: DNA metilasyonu reaksiyonu

SAM’dan metil grubunun ayrilmasi ile olusan S-adenozilhomosistein (SAH),
transsiilfasyon dongiisiinii  baslatir. SAH’mn  hidrolizi ile homosistein olusur.
Homosistein olusmasi ile Sekil 2-17°de gosterildigi gibi glutatyon (GSH) olusumu i¢in
transsiilfasyon reaksiyonlari1 devam eder. GSH, antioksidan ve detoksifikasyon

molekiilii olarak gorev yapar [35].
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Sekil 2-17:Transsiilfasyon ve poliamin reaksiyonlar: [55]

Aminopropilasyon, SAM’in dekarboksilasyonu ile baglar. Dekarboksile SAM,
spermidin ve spermin olusmasi i¢in putresine baglanir. Spermidin ve spermin ise hiicre

bliylimesi, hiicre farklilasmasi, DNA ve RNA stabilizasyonu i¢in gereklidir [35].

Protein, fosfolipid ve niikleik asitlere metil grubu tek karbon metabolizmasi
denilen bir yolak ile saglanir. Tek karbon metabolizmasi, folat ve metiyonin

dongiisiinden olusur (Sekil 2-18).
Tek karbon metabolizmasinda;

e Betain, kolin, folat, B, Bg, B1» vitaminleri koenzim olarak gérev yapar.

¢ Folat, tetrahidrofolata (THF) doniistiiriiliir.

e Bg koenzimi igeren serin hidroksimetiltransferaz, serin aminoasitinden bir
karbonu tetrahidrofolata (THF) aktarir. Glisin ve 5,10 metilen THF olusur.

e Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR), 5,10-metilen THF’yi 5-metil
THF’ye (5-MTHF) doniistiirtir. Bu reaksiyon sonucu homosisteinden
metiyonine doniisiim i¢in gerekli olan metil grubu agiga ¢ikar.

e Aciga ¢ikan metil grubu homosisteine katilir.

e B, koenzimi igeren metiyonin sentaz, metilkobalamin ara {iriinii olusturarak

hemosisteini metiyonine ¢evirir.

e Metiyoninden ATP araciligi ile SAM firetilir.
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e SAM’dan metiltransferazlar ile metil grubu serbest birakilir.
e SAM’dan metil grubunun serbest kalmasi sonucu olusan S-adenozil
homosistein (SAH), metil geruplarinin transferi igin gerekli olan metil

transferazlari inhibe eder [92].
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Sekil 1-18:Tek karbon metabolizmasi ve iliskili yolaklar [71]

SAM diizeyindeki eksiklik nedeniyle niiklear metilasyonda meydana gelen
azalma veya bozukluklar dogum hasarlari, kardiyovaskiiler hastaliklari, kanser,
karaciger hastaliklari, depresyon, ndrodejeneratif hastaliklar, Alzheimer, Parkinson gibi

hastaliklarla iliskilendirilmistir [60].

2.10 Global DNA Metilasyonu
Niikleotid diziliminde degisiklik olmaksizin gen ekspresyonunu degistiren

modifikasyonlar epigenetik olarak adlandirilir. Epigenetik degisiklikler mitotik veya
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mayotik kalitimsal degisimler olup kromatin yeniden diizenlemesi, non-coding RNA
regililasyonu, histon modifikasyonlar1 ve DNA metilasyonu epigenetik diizenlemelerdir.
[2, 75]. Bu mekanizmalar i¢ginde DNA metilasyonu histon deasetilasyonu, kromatin
kondensasyonu ve gen susturulmast modifikasyonlar1 ile gametogenez, erken
embriyonik donem, endojen retrotranspozonlarin ve tumdr supresor genlerin
baskilanmasi gibi siiregleri etkileyerek gen ekspresyonunu degistiren bir mekanizmadir.
[22]. DNA metilasyonu degisimlerinde fertilizasyon bozukluklari, embriyogenesisde
fonksiyonel bozukluk, dogum oncesi 6liim, konjenital anomaliler, erken dogum veya

diisiik dogum kilosu tespit edilmistir [22].

DNA metilasyonunun kontrolii ile embriyogenesis, genomik imprinting, gen
susturulmast ve X kromozomu inaktivasyonu diizenlenir [54]. DNA metilasyonu
prokaryotlarda adenozin bazinin 6. pozisyonunda (6mA), 6karyotlarda sitozin bazinin 5.
pozisyonunda (5mC) gergeklesir [73]. DNA metilasyonu, genomdaki CpG (sitozin
fosfat guanozin) adalarinda bulunan sitozin bazlarinin 5. pozisyonuna SAM’dan elde
edilen metil grubunun (-CH3z) DNA metiltransferaz (DNMT) vasitasiyla aktarilmasiyla
gerceklesir. CpG adalar1, 500 baz ¢iftinden olusan ve %55’inin C+G oldugu genom
bolgeleridir. DNA metilasyonu sinyali, transkripsiyon faktorleri ve transkripsiyonda
gorevli diger molekiiller i¢in fiziksel olarak engel olusturur. Bu nedenle, transkripsiyon

icin pozitif regiilatorler agisindan da fiziksel bariyer olusturur (Sekil 2-19) [54].

NH2 NH2
XN DNMT = XN
I N/l CH3 |
= f'\ o
~ o ~ o
I SAM — CH3 SAH 1
H H
cytosine 5-methyl-cytosine
| Eeremeenan 7x7
| cepccpccpc | — CpG CpG CpG

DNMTs

Sekil 2-19: DNA metilasyonu ile gen susturulmasi [22]
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DNA metilasyonu profili, her bireyde her bir alel i¢in degisiklik gosterir. DNA
metilasyonu, implantasyon ve spermatogenesis sirasinda gerceklesir (Sekil 2-23).

Primordial germ hiicreleri, olgun oosit ve blastula hiicre genomlar1 kismen
metiledir. Fertilizasyon sirasinda paternal DNA demetile olur (Sekil 2-24).
Fertilizasyondan kisa bir siire sonra zigotta ve PGC’de DNA metilasyonu gergeklesir.
Cinsiyete 0zgli epigenetik metilasyon modifikasyonlar1 ile erkek germ hiicre
genomlarmin de novo metilasyonu gergeklesir. Prenatal donemin 17. giiniinde erkek
germ hiicrelerini olusturan PGC goriilmeye baslar. Embriyonik donemin 24. giinlinde
PGC tamamen 0zellesmis ve 37. giinde genital ¢ikintiya dogru go¢ etmis olurlar. PGC
genomlarmin genital ¢ikintiya gocli sirasinda de novo metilasyonu DNMT3A,
DNMT3B ve DNMT3L enzimleri araciligi saglanir [47].

Isapleesuyem

Sekil 2-20: insanda gelisim siirecinde DNA metilasyonunun evreleri [22]

Erkek germ hiicreleri dogumdan 6nce yeniden metile olur. Dogum sonrasinda
ise DNA iizerinde global demetilasyon gerceklesir. Erigkin bir bireyde spermatogenesis
siirecinde pakiten sathasindan sonra germ hiicrelerinin genomlarinda Okromatin

kisimlart hipermetile iken juxtasentromerik heterokromatin bolgeler ile gelisimsel
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genlerin promotorlart hipometiledir [22]. Genomik DNA metilasyonu spermatogenik

hiicre tiplerinde gen ekspresyonu kontrolii saglamazken kromatin diizenlemesi igin

gereklidir [69].

Montjean ve arkadaslarimin yaptigt c¢alismada, yiikksek sperm DNA
hipermetilasyon diizeylerinin spermatogenesis i¢in gerekli oldugu belirtilmistir [56].
Fertilizasyondan hemen 6nce DNA iizerindeki metilasyonun silinmemesi infertilite
problemleri, diisiikler, konjenital saglik sorunlarina yol acabilmektedir. Sitozin bazinda
metilasyon birikimi ile infertil erkeklerde gen ekspresyonu seviyesi arasinda yakin

korelasyon oldugu yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [50].

Sperm mtDNA 4977 delesyonunun hasarli sperm tiretimi ve erkek infertilitesi ile
iligkili oldugu [49]; sperm mitokondri aktivitesi ile hiicrede oksidatif stres artisi ile
DNA hasarlart olusugu [1]; oksidatif hasar nedeniyle azalan SAM diizeyinin DNA
hipometilastonuna yol agarak sperm hareket bozukluklarina neden oldugu [84] yapilan
calismalarda gosterilmistir. Bu ¢alismada sperm mtDNA 4977 delesyonu ile ATP, SAM
ve global DNA metilasyon diizeyleri oOlciilerek aralarinda baglanti olup olmadig:

belirlenmek istenmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma, Istanbul Universitesi-Cerrahpasa Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali Protein Laboratuvarinda gerceklesmistir. Calismada kullanilan
materyaller, 2017 Agustos- 2018 Mart aylar1 arasinda toplanmis ve asagida belirtilen
sekilde calisilmigtir.

Bu c¢alismada, Istanbul Universitesi- Cerrahpasa Universitesi Tip Fakiiltesi
Uroloji anabilim Dali Androloji Poliklinigine basvuran yetiskin géniillii bireylerden
elde edilen semen ornekleri kullanilmistir. Tez calismast projesine dahil edilen hasta

olgular1 ve kontrol gruplarinin se¢cimi amaciyla belirlenen kriterle agagida belirtilmistir.

3.1 Kullanilan Orneklerin Tanim

Calisma kapsaminda 15 adet hasta olgulu ve 21 adet kontrol olgulu iki 6rnek
grubu olusturuldu. Calismaya baslamadan once etik kurul komitesinden onay alinarak
hasta ve kontrol grubuna dahil edilen tiim goniillillere ¢aligma oncesi proje amaci ile
ilgili bilgi verilmis, asgari bilgilendirilmis goniillii olur formu okutulup imzalatilmistir.
Hasta grubu, astenospermi teshisi alan 6rneklerin toplanmasi ile olusturulurken hastanin
varikosel tanist almamis, Hepatit B veya C olmayan, bulasici diger enfeksiyon
hastaliklarina sahip olmayan, kemoterapi veya radyoterapi almamis hastalardan

olusturuldu.

Hasta grubu, spermiyogram sonucu progresif ve nonprogresif sperm
hareketlerinin toplami %20’nin altinda olan astenospermi tanis1 koyulmus, hi¢ ¢ocuk

sahibi olmayan olgulardan olusturulmustur.

Kontrol grubu, infertiliteye dair herhangi bir tani almamis, spermiyogram
sonucu progresif ve nonprogresif sperm hareketlerinin toplami %20 ve {izerinde olan,

en az bir gocuk sahibi olgulardan olusturulmustur.

3.2 Semen Orneklerinden Sperm Elde Etme

Semen orneginden 1 ml alinip 1000xg’de 2 dakika santrifiij edildi. Pelletin
tizerine 1,5 ml PBS tamponu eklenip 1000xg’de 5 dakika santrifiij edildi. Elde edilen
pelletin {izerine 50 mM 50 pl Tris-HCI (pH:6,8, 4-8 °C) eklenip +4 °C’de 30 dakika
inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasinda 1000xg ve +4°C’de 20 dakika santrifiij edildi.
Pellet iizerine 500 pl lisis tamponu ve 10 ul Proteinaz K (20 ug/ml) eklenip 56 °C’de 30
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dakika c¢alkalamali su banyosuna koyuldu. Ardindan 1000xg ve +4°C’de 5 dakika
santrifiij edildi. Pellet 750 ul PBS eklenerek 1000xg ve +4°C’de 5 dakika olmak iizere

ticer kere yikandi.
PBS tamponu: 0,137 M NaCl, 0,0027 M KCI, 0,01 M Na;HPQ,, 0,0018 M KH,PO,.

Lisis tamponu: 1 M Tris, 1 M NaCl, 1 M EDTA, %?2’lik SDS.

3.3 DNA izolasyonu

Hasta ve kontrol grubundan elde edilen sperm hiicreleri tizerine 500 pl patlatma
tamponu (1 M tris, 3 M NaCl, 0,5 M EDTA, % 20 SDS), 2,5 ul Triton X-100, 21 pl
DTT ve 40ul Proteinaz K eklenip 50 °C’de bir gece galkalamali su banyosuna konuldu.
Ardindan oda sicakliginda 15500xg’de 10 dakika santrifiij edildi. Patlatilan sperm
hiicrelerinden DNA izolasyonu, “High Pure FFPET DNA Isolation Kit” (Roche)
kullanilarak tiretici firmanin belirttigi yontem takip edilip asagidaki sekilde yapildi.

DNA izolasyon protokolii:

1. 1,5 mI’lik santrifiij tiiplerine 200 ul sperm hiicre homojenati, 130 pl “Tissue
Lysis Buffer”, 40 ul Proteinaz K eklendi. Tiipler pipetaj yapildiktan sonra 1 saat 55
°C’de inkiibe edildi.

2. inkiibasyondan sonra tiiplere 200 pl “Binding Buffer” eklenip vortkslendi.
Ardindan 70 °C’de 10 dakika inkiibe edildi.

3. Inkiibasyon sonrasi santrifiij tiiplerine 100 pl izopropanol eklenip

vortekslendi.

4. Kit igeriginde bulun filtreli toplama tiipleri {izerine santrifiij tiliplerinde

bulunan karisim eklenerek 8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.

5. Filtreli tiiplerin altinda kalan toplama tiipleri degistirildi. Filtre tizerine 500 pl
Inhibitor “Removal Buffer” eklenerek 8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.

6. Santriflij sonrasinda toplama tiipleri degistirilip filtre {izerine 500 pl “Wash
Buffer” eklendi. 8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.

7. Toplama tiiplerindeki sivi dokiiliip filtreye 200 ul “Wash Buffer” eklendi.
8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi.
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8. Santrifiij bitince tiipler ¢ikarilmaksizin hemen ardindan 10000xg’e 10 saniye
daha santrifiij edildi.

9. Filtreli tiipler 1,5 ml’lik santrifiij tiiplerine aktarildi. 70 °C’de 1sitilmus
“Elution Buffer”dan tiiplere 100 upl eklenip 8000xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Bu
islem 2 kere yapildi.

10. izole edilen DNA’larin saflik ve miktar dlciimleri yapildi. Daha sonra

kullanilmak tizere -20 °C’de saklandi.

3.4 Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Reel-Time
PCR)

Gergek zamani PZR, bir ya da daha fazla PCR dongiisiinden elde edilen 151ma
sinyalinin degerlendirilmesi ile baslangigtaki {irtin miktariin belirlenmesini saglayan
bir tekniktir. Calismamizda DNA Orneklerinden sinyal elde etme amaciyla LC480
hibridizason problar1 kullanilmistir. Bu probla iki adet olup tek iplikli, DNA {izerinde
belirli bolgeye baglanabilen 6zel dizayn edilmis oligoniikleotitlerdir. Bu problardan bir
biri 3’ ucundan “fluorescein” ile, diger prob ise 5’ ucundan “LightCycler red
fluorophore” ile etiketlenmistir. Bu problar hedef dizi iizerinde birbirlerine yakin
baglandiklarinda fluoresans rezonans enerji transferine (FRET) yol agarak fluoresans
1s1ma yaparlar. Her bir PZR dongiisiinden sonra fluoresans boyanin i1sima degeri
Olgiilerek ¢ogalan DNA’nin goriintiilenmesi saglanir. Bu problar “mastermiks”

icerisinde bulunmaktadir.

3.4.1 Ger¢cek Zamanh PZR Standart Degerlerinin Olusturulmasi

Mitokondriyal DNA {izerinde mutasyona kapali olarak kabul edilen, 8-hidroksi-
2’-deoksiguanizin (8-OHdG) olusumuna duyarli bolgelerin disinda kalan, 5’-CCAT-3’
tekrar dizileri ile ve 4977 baz giftlik delesyonun (~5Kb) hicbir dizisini igermeyen
bolgelerin diginda kalan D-loop bolgesi baz alinarak, mtDNA genomunu temsil edecek
dizi (GenBank Accesion No NC001807 and the MITOMAP Database) veri tabani
yardimiyla 249 baz giftlik primerler tasarlandi (Tablo 3-1). mtDNA 4977 delesyonunu
temsil edecek dizi ise 270 bg olarak tasarlandi (Tablo 3-1). mtDNA halkasal yapida
olmasi nedeniyle mutasyona ugradiktan sonra tekrar halkasal formuna donebilmektedir.
Bu nedenle primerlerin baglanmasi delesyon varliginda gergeklesebilmektedir. mtDNA
tizerinde mutasyon gerceklesmedigide ise PZR sonunda mutant bolge cogalmasi

ger¢eklesmeyecektir.
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Tablo 3-1: mtDNA 4977 delesyonuna iliskin primer dizileri

Primer Dizisi Uriin Boyu
mMtDNA4977 primeri 5’-TAT GGC CCACCATAATTA CCC-3’ 270 bg
(Forward)
mMtDNA4977 primeri 5’-AAG CGA GGT TGA CCT GTT AGG-3’ 270 bg
(Reverse)
Total mtDNA primeri 5’-AAC ATA CCC ATG GCC AAC-3’ 249 be
(Forward)
Total mtDNA primeri
5’-AAC ATA CCC ATG GCC AAC-3° 249 bg

(Reverse)

) 3.4.2 Delesyonlu mtDNA’dan mtDNA4977 Primerlerini Kullanarak 270 bg
Uriiniiniin PZR Yontemiyle Elde Edilmesi

270 bg’lik mutasyonu temsil eden iirlinli elde etmek amaciyla Tablo 3-2’de
verilen malzemeler kullanilmis ve Tablo 3-3’de verilen PZR protokolii

gerceklestirilmistir.

Tablo 3-2: 270 bg iiriinii icin gerekli PZR malzemeleri

PZR Icerigi Miktar

Tag DNA Polimeraz 0,15 pl

10X Buffer 2,5 ul
dNTP 2 ul
mtDNA4977 primeri (Forward) 1ul
mtDNA4977 primeri (Reverse) 1pl
DNA 3l

MgCl, 1,5ul

H,0 13,85 pl
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Tablo 3-3: 270 bg iiriinii icin yapilan PZR protokolii

Sicaklik Zaman Dongii sayisi
On denatiirasyon +95°C 3 dk.
Denatiirasyon +94 °C 20s. 40 dongii
Primer baglanmast +54 °C ls. 40 dongii
Zincir uzamast +72 °C 15s. 40 dongii
Son uzama +72 °C 10 dk.

PZR sonunda elde edilen iiriinler, %2’lik Agaroz jelde “pUC mixmarker 8” ile
yiiriitiiliip PZR {irtinlerinin istenen bant araliginda olup olmadig transliiminatoér araciligi

ile kontrol edildi.

3.4.3 Agaroz Jelden Gene Ozgii PZR Uriiniiniin izolasyonu

Agaroz jelde kontrol edilen PZR {irliniiniin saf halde izole etmek amaciyla “High

Pure PCR Product Purification Kit (Roche)” kullanildi.
Izolasyon protokolii:

1. Agaroz jel iizerindeki PZR firiinii, steril bistliri ile kesilip 0,5 ml’lik

mikrosantrifiij tlipline aktarildi.

2. Agaroz lizerine 1:3 oraninda baglanma tamponu eklendi (100 mg agaroz: 300

ul baglanma tamponu).
3. Mikrosantrifiij tiipti 15-30 saniye vortekslendi.
4. Ardindan 56 °C’de 10 dakika inkiibe edilip yeniden vortekslendi.

5. Mikrosantrifiij tiipiindeki her 100 mg igerik i¢in 150 ul izopropanol eklenip

vortekslendi.

6. Kit iceriginde bulunan filtreli kolon toplama tiiplerine yerlestirildi. Filtrenin

tizerine mikrosantrifiij tiipiindeki 6rnek bosaltildi.
7. Filtreli tiip 1 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi altta biriken s1v1 atildu.

8. Filtreli tiipe 500 pl "Wash Buffer” eklenip 8000xg’de 1 dk. santrifiij edildi.
Bu islem iki kez tekrarlandu.
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9. Filtreli tiipler yeni 1,5 ml’lik santrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 200 ul
”Elution Buffer” eklenip 8000xg’de 1 dk. santrifiij edildi.

10. elde edilen supernatant -20 °C’de sakland.

PZR firiinlerinin agaroz jelden saflastirilmasi sonras1 kontrol amagli tekrar

agaroz jelde yiiriitiilme yapildu.

) 3.4.4 Total mtDNA’dan Total mtDNA Primerlerini Kullanarak 249 b¢
Uriiniiniin PZR Yontemiyle Elde Edilmesi

249 b¢’lik mutasyonu temsil eden iirlinli elde etmek amaciyla Tablo 3-4’de
verilen malzemeler kullamilmis ve Tablo 3-5°de wverilen PZR protokoli

gerceklestirilmistir.

Tablo 3-4: 249 bg iiriinii icin gerekli PZR malzemeleri

PZR Icerigi Miktar
Tag DNA Polimeraz 0,15 pl
10X Buffer 2,5 ul
dNTP 2 ul
Total mtDNA primeri (Forward) 1ul
Total mtDNA primeri (Reverse) 1pl
DNA 3ul
MgCl, 1,5l
H,O 13,85 pl

Tablo 3-5: 249 bg iiriinii icin yapilan PZR protokolii

Sicakhik Zaman Dongii sayisi
On denatiirasyon +95°C 3 dk.
Denatiirasyon +94 °C 20s. 40 dongii
Primer baglanmasi +54 °C 1s. 40 dongii
Zincir uzamasi +72 °C 15s. 40 dongt

Son uzama +72 °C 10 dk.
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PZR sonunda elde edilen iiriinler, %2’lik Agaroz jelde “pUC mixmarker” ile
yiiriitiiliip PZR {irlinlerinin istenen bant araliginda olup olmadig transliiminatér araciligi

ile kontrol edildi

3.4.5 Agaroz Jelden Gene Ozgii PZR Uriiniiniin izolasyonu
Agaroz jelde kontrol edilen PZR iiriiniiniin saf halde izole etmek amaciyla “High

Pure PCR Product Purification Kit (Roche)” kullanildi.
Izolasyon protokolii:

1. Agaroz jel lzerindeki PZR f{iriinii, steril bistiiri ile kesilip 0,5 ml’lik

mikrosantrifiyj tiiptine aktarildi.

2. Agaroz lizerine 1:3 oraninda baglanma tamponu eklendi (100 mg agaroz: 300

ul baglanma tamponu).
3. Mikrosantrifiij tiipti 15-30 saniye vortekslendi.
4. Ardindan 56 °C’de 10 dakika inkiibe edilip yeniden vortekslendi.

5. Mikrosantrifiij tiiptindeki her 100 mg igerik i¢in 150 pul izopropanol eklenip

vortekslendi.

6. Kit iceriginde bulunan filtreli kolon toplama tiiplerine yerlestirildi. Filtrenin

lizerine mikrosantrifiij tiipiindeki 6rnek bosaltildi.
7. Filtreli tiip 1 dk. santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi altta biriken s1v1 atildu.

8. Filtreli tiipe 500 pl yikama tamponu eklenip 8000xg’de 1 dk. santrifiij edildi.
Bu islem iki kez tekrarlandi.

9. Filtreli tiipler yeni 1,5 ml’lik santrifiij tiipiine aktarildi. Uzerine 200 pul
”Elution Buffer” eklenip 8000xg’de 1 dk. santrifiij edildi.

10. Elde edilen supernatant -20 °C’de saklandi.

3.4.6 Total mtDNA (249 bg) ve 4977 Delesyonlu mtDNA (270 bg) Dizilerinin
Vektore Aktarilmasi

PZR sonucu elde edilen 78 bg ve 190 bg’lik tirtinler, “pGEM-T Easy Klonlama
Kiti (Promega)” kullanilarak vektorlere aktarildi. Klonlamanin yapilacagi gen bolgesi
kontrol amaciyla dnceden klonlanp plazmid izolasyonundan sonra dizilenerek kontrol

edilmistir. Ligasyon islemi 0,5 ml’lik tiiplerde yapildi. Ligasyon icin kullanilan
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malzemeler Tablo 3-6’da verilmistir. Hazirlanan reaksiyonlar +4 °C’de, 24 saat
bekletildi.

Tablo 3-6: Ligasyon islemlerinde kullanilan malzemeler

2x ligasyon tamponu 5ul
pGEM-T Easy vector 1ul
T4 ligaz 1ul

PCR fiiriinii 1ul

H,0 2 ul

3.4.7 Transformasyon: 249 b¢’lik Vektor (Total mtDNA) ile 270 b¢’lik
Vektoriin (4977 Delesyonlu mtDNA) Bakteriye Transfer Edilmesi

1. Ligasyondan sonra yapilan kisa bir santrifiij sonrast her iki ligasyon

reaksiyonundan 2 ul alinip 15 ml’lik Steril polipropilen tiiplere aktarildi.

2. Kompetan ”Stbh3” (alic1) hiicreler -70 °C’den alinarak buz {izerinde
¢cOzdiirtldii.
3. Her ligasyon reaksiyonuna 50 pl kompetan hiicre eklendi.

4. Karigima pipetaj yapilip buz iizerinde 20 dk. bekletildi.

5. Karigimlara 42 °C’de 45 s. 1s1 soku uygulandiktan sonra 1 dk. buz iizerinde
bekletildi.

6. Tiiplere SOC medyumundan 950 pl eklenip 37 °C’de, 150rpm’de, 1,5 saat
calkalamal1 inkiibatorde snkiibe edildi.

7. Kiiltlirlerden SOS medyumu ile 1:1, 1:10, 1:50’lik diliisyonlar yapildi. Bu
diliisyonlardan 100 pl alinarak LB/Ampisilin/IPTC/X-Gal petrilerine yayildi.

8. Vektorler Stb3 kompetan hiicrelerine transforme edildi. Ureyen beyaz renkli

koloniler segilerek sivi besiyerine aktarildi.

3.4.8 Plazmid DNA’nin Elde Edilmesi
Plazmid DNA’sim1 izole edebilmek amaciyla “Qiagen QIAprep Miniprep Kit”
kullanilmistir. izolasyon protokolii kitte belirtilen protokole uygun olarak asagidaki gibi

yapilmustir.
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1. 5 ml’lik LB/Ampisilin igeren sivi besiyerinden bir koloni 1,5 ml’lik tiipe
aktarildi. Calkalamali inkiibator iizerinde 220 rpm’de gece boyu inkiibe edildi.

2. Tiipler 3000 rpm’de 5 dk. santrifiij edildi.
3. Coken hiicreler 250 pl’lik ”P1 (Rnase)” tamponu ile karistirildi.
4. Uzerine 250 pl ”P2 (lizis)” tamponu eklendi ve iyice karigtirldi.

5. Karigim tizerine 350 pl ”N3 (SDS)” tamponu eklenip soliisyon beyaz renk

alana kadar karistirildi.
6. Karisim 13000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.
7. Siipernatant spin kolonlara aktarilip 13000 rpm’de 1 dk. santrifiij edildi.

8. Karigima 750 pl ”PE” yikama tamponu eklenip 13000 rpm’de 1 dk. santrifiij
edildi.
9. Karisimdaki etanolii uzaklagtirmak i¢in ayrica 1 dk. daha santrifiij edildi.

10. Filtreli kolon 1,5 mI’lik tiiplere yerlestirilerek iizerlerine karigim bosaltildi.

11. Filtreli kolon iizerine 50 pl ”EB” tamponu (10 mM Tris-Cl, pH:8,5) eklenip
1 dk. bekletildi.

12. 1 dk. bekledikten sonra 1 dk. santrifiij edilip supernatant alindi.

Plazmidleri kontrol etme amaciyla sartlart Tablo 3-4 ve Tablo 3-5’de verilen
PZR tekrarlandi. 249 bg ve 270 bg¢’lik plazmidlerin PZR sonrasi goriintiileri Sekil 3-

1’de verilmistir.

3.4.9 %2 Agaroz Jel Cozeltisi Hazirlanmasi
1. 0,5X TEB tamponu hazirlandi: 54 g Tris, 27,5 g borik asit, 3,72 g EDTA;

pH:7.4. Karisim distile su ile 1 litreye tamamlanda.

2. 0,6 g agaroz, 30 ml 0,5X TEB tamponu i¢inde manyetik karistirici tizerinde
kaynatildi.

3. Bu karigima 1 pl etidyum bromiir (10 mg/ml) eklendi.
3.5 Ger¢cek Zamanh PZR Uriinlerinin Elde Edilmesi

Calismamizda mtDNA 4977 delesyon oranini 6lgmek icin kullanilan gergek

zamanli PZR yonteminde kontrol olarak protokolleri 3.4’te verilen plazmidler
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kullanildi. Klonlanmig 249 bg¢ ve 270 bg¢’lik bolgelerden 1000 fentogram diliisyondan
baslanmak {izere 10’ar kat azalan 4 diliisyon serisi hazirlanip standart olarak kullanildi.

Her iki klonlanmig bolgenin kendi standart hesaplamasi yapildi.

3.5.1 mtDNA4977 Delesyonunun Ger¢ek Zamanh PZR Yontemi ile Tespiti

Mitokondri genomunun biiyiik delesyonlarindan biri olan 4977 baz ifti
delesyonu, Gergek Zamanli PZR yontemiyle belirlendi. Bu amagla mitokondriyal DNA
genomunun mutasyona kapali oldugu kabul edilen bir bolgesi olan D-loop bolgesi
secildi. Bu bolge kirilmanin gergeklestigi 5°-CCAT-3’ tekrar dizileri ile 8-hidroksi-2’-
deoksiguanizin (8-OHdG) olusumuna duyarli bolgelerin disinda kalan, 4977 baz ¢iftlik
delesyonun hicbir dizisini icermeyen bolgelerden biri olup mtDNA genomunu temsil
edecek bolge olarak belirlendi. Mitokondri genomu halkasal yapida oldugundan

delesyona ugradiktan sonra yeniden eski haline donebilmektedir.

mtkF1/mtkR1 mtDNA genomunu temsil eden bdlge primerlerini, mtkF2/mtkR2
ise delesyonu temsil eden bolge primerlerini icermektedir. Delesyona ugrayan
mtDNA’ya, delesyon ic¢in hazirlanmis primerler baglanabilirken delesyon igermeyen

genomlara ise bu primerler baglanamaz. Bu primerler Tablo 3-7’de verilmistir.

Tablo 13-7: mtDNA 4977 delesyonunu belirlemede kullanilan primerler

mtk-F1 (249 be) 5’-AAC ATA CCC ATG GCC AAC-3’
mtk-R1 (249 be) 5’-AAC ATA CCC ATG GCC AAC-3’
mtk-F2 (270 be) 5’-TAT GGC CCA CCA TAA TTA CCC-3’
mtk-R2 (270 be) 5’-AAG CGA GGT TGA CCT GTT AGG-3’

Es zamanli PZR yonteminde mtDNA, primerleri (Tablo 3-7), “mastermiks”
(Roche) ve su kullanilmistir. Kullanilan malzemeler Tablo 3-8’de verilmistir. Ornekler,
calisilma amaciyla 96 kuyucuga sahip bir plate iizerine yiliklenmis “BioRad CFX

Connect” cihazinda calisilmistir. Calismanin protokolii ise Tablo 3-9°da verilmistir.
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Tablo 3-8: : mtDNA kontrol ve mtDNA 4977 delesyonu tespiti i¢in gercek zamanh PZR
malzemeleri

Total mtDNA kontrol karisimi mtDNA 4977 delesyon karisimi
mtDNA 2 ul mMtDNA 2ul
Primerler 0,6 ul Primerler 0,6 ul
(mtk-F1+ mtk-R1) (mtk-F2+ mtk-R2)
Mastermiks 10 wl Mastermiks 10 ul
dH,O 7,4 ul dH,O 7,4 ul

Tablo 3-9: Ger¢ek zamanh PZR protokolii

Sicaklik Zaman Dongii sayisi
On denatiirasyon +95 °C 3 dakika 1
Denatiirasyon +95 °C 6 saniye 35
Primer baglanmasi +60 °C 10 saniye 35
Zincir uzamasi +72 °C 10 saniye 35

Gergek zamanli PZR’de esik dongiisii (CT), fluoresans sinyalinin 3-15. dongiisi
ile 10 standart sapma arasinda Olgiilen fluoresans sinyallerinin ortalamasi olan
dongiidiir. Baslangictaki DNA miktar1 ne kadar fazla olursa, PZR siirecinde olusan iiriin
o kadar hizli tespit edilir. Bu durumlarda CT degerleri o oranda daha diisiik olur [85].
Karsilastirmali AACt yontemi, gen anlatimi diizeyini relatif (goéreceli) hesaplayan

matematiksel bir yontemdir [50].
Ct: amplifikasyon egrisinin esik degeri gectigi dongii sayist olup;
[delta][delta] Ct= hedef gen [delta]Ct - referans gen [delta]Ct seklinde ifade edilir.
mtDNA 4977 delesyonu analizinde delesyon oranini hesaplayabilmek icin

[delta][delta] Ct = Total mtDNA bolgesi (270 bg) [delta]Ct- mtDNA 4977
delesyon bolgesi (249 be) [delta]Ct degerleri kullanilmustir.

Gergek zamanli PZR yontemi ile elde edilen degerlerden mtDNA 4977 delesyon
oranini belirlemek igin protokolleri 3.4’te verilen plazmidler standart olarak kullanildi.
Klonlanmis 249 bg ve 270 bg’lik bolgelerden 1000 fentogram diliisyondan baslanmak

tizere 10’ar kat azalan 4 diliisyon serisi hazirlanip standart olarak kullanildi. mtDNA
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4977 delesyonu ve total mtDNA bolgelerinin klonlanmis plazmitlerde kendi standart

hesaplamasi yapildu.

3.6 Global DNA Metilasyonu Analizi

Hasta ve kontrol grubundan elde edilen DNA Orneklerinde global DNA
metilasyonu diizeyini belirlemek amaciyla “Zymo Research 5-mC DNA ELISA Kit
(Cat Nos: D5325&D5326)” kullanildi. Deney protokolii, tretici firmanin belirttigi
yontem takip edilerek gergeklestirildi. ELISA okumasi yapmak amaciyla “Thermo
Scientific Multiscan Go Microplate Spectrophotometer” kullanildi.

Global DNA metilasyonu deney protokolii asagidaki gibidir:

1. PCR tiiplerine 100 ng DNA igermek sartiyla 50 pul DNA ile 50 pl “5-mC
Coating Buffe” koyularak 98 °C’de 5 dakika inkiibe edildi.

2. Tipler 5 dakika sonra hemen buza koyulup 10 dakika inkiibe edildi.

3. PCR tiiplerindeki tiim hacimler 96 kuyucuklu plate iizerine aktarildi. Plate
tizeri aliminyum folyo ile kaplanarak 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

4. Plate icerigindeki tampon uzaklastirildi. Her kuyucuk 3‘er kez 200 pl “5-mC
ELISA Buffer” ile yikandi.

5. Yikamalardan sonra her bir kuyucuga 200 ul “5mC ELISA Buffer” eklenip
tizeri aliminyum folyo ile kaplandi. 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi.

6. 30 dakikalik inkiibasyon sirasinda hazirlanan “Anti5-Methylcytosine* ve
“Secondary Antibody* karisimindan her kuyucuga 100 pl koyuldu. Plate aliminyum
folyo ile kaplanarak 37 °C’de 1 saat inkiibe edildi.

7. Antikor karisimi kuyucuklardan temizlendikten sonra her kuyucuk 3’er kez

kez 200 pl “5-mC ELISA Buffer” ile yikandi.

8. Kuyucuklara 100 pl “HRP Developer” eklenerek oda sicakliginda 10 dakika
inkiibe edildi.

9. Kuyucuklarda renk degisimi basladiginda 6rnekler 450 nm’de okundu.
3.6 SAM Analizi

Hasta ve kontrol grubundan elde edilen sperm o6rneklerine 1 ml PBS tamponu

eklenerek 20 saniye sonikasyon islemine tabi tutuldu. Patlatilan hiicrelerin SAM
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diizeyini belirlemek amaciyla “Cell Biolabs SAM and SAH ELISA Combo Kit (Catalog
Number: STA-671-C)” kullanildi. Deney protokoli, tiretici firmanin belirttigi yontem
takip edilerek gerceklestirildi. ELISA okumasi yapmak amaciyla “Thermo Scientific

Multiscan Go Microplate Spectrophotometer” kullanildi.
SAM deney protokolii asagidaki gibidir:

1. Deneyde kullanilacak plate kuyucuklarina PBS ile 1:100 oraninda diliie edilen
SAM Conjugate soliisyonundan 100 pl koyuldu. 2 saat 37 °C’de inkiibe edildi.

2. Kuyucuklardan soliisyon temizlendikten sonra kuyucuklar 3’er kez 200 pl
PBS ile yikandi.

3. Kuyucuklara 200 pl “Assay Diluent” eklenip oda sicakliginda 1 saat inkiibe

edildi. Inkiibasyondan sonra kullanilana kadar +4 °C’de sakland.

4. +4 °C’de bekletilen plate igerisindeki soliisyon temizlendikten sonra

kuyucuklara 50 ul 6rnek koyuldu. Yatay ¢alkalayici tizerinde 10 dakika inkiibe edildi.

5. 1:500 oraninda diliie edilen “Anti-SAM Antibody” soliisyonundan
kuyucuklara 50 pl eklenip oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi.

6. Inkiibasyondan sonra kuyucuklar, 3’er kez 250 pl “Wash Buffer” ile yikand.

7. 1:1000 oraninda diliie edilen “Secondary Antibody-HRP Conjugate”
soliisyonundan kuyucuklara 100 pl eklenip yatay calkalayict iizerinde 1 saat inkiibe
edildi.

8. Inkiibasyondan sonra kuyucuklar, 3’er kez 250 pl “Wash Buffer” ile ikandi.

9. Kuyucuklara 100 pl “Substrate Solution” eklenerek yatay ¢alkalayici tizerinde
30 dakikaya kadar inkiibe edildi.

10. Renk degisimi basladig1 andan itibaren kuyucuklara 100 pl “Stop Solutiion”

eklendi ve hemen 450 nm’de okuma yapildi.

3.7 ATP Diizeylerinin Belirlenmesi (Bioluminesans)

Hasta ve kontrol grubundan elde edilen sperm 6rneklerine 1 ml PBS tamponu
eklenerek 20 saniye sonikasyon islemine tabi tutuldu. Orneklerin igerdigi protein
konsantrasyonunu belirlemek i¢in spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm’de dl¢limleri

yapildi. Elde edilen degerlenden faydalanarak (1,55xA280)-(0,76xA260) formiili
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kullanilarak ml/mg cinsinden protein konsantrasyonlar1 hesaplandi. Patlatilan hiicrelerin
ATP diizeylerini belirlemek amaciyla “CLS Il (ATP Bioluminescence Assay Kit CLC
I1) (Roche)” kullanildi. Orneklerdeki ATP miktarlari, 1 pM’den 1 mM’a kadar artan
ATP konsantrasyonlarindan elde edilen standart egri yardimiyla hesaplandi. Sonuglar

pmol/mg protein olarak hesaplandi.

ATP diizeyi belirleme deney protokolii agagidaki gibidir:

1. Kor 6l¢iimii ATP yoklugunda yapildi.

2. Luminesans tiiplerine 250 pl 6rnek ile 250 pl tampon eklendi.
Tampon ¢ozelti: 0,25 M sucroz, 5 mM HEPES, 1 mM EDTA,; pH: 7,2.

3. Tiplere 250 ul “luciferase” eklenip 2 dakika bekletildikten sonra

kemiluminesans 6l¢iimii yapildi.

Orneklerin sahip olduklar1 ATP miktarlari, 1 pM’den 1 nM’a kadar artan ATP
konsantrasyonlarindan elde edilen standart egri yardimi ile pmol/mg protein olarak

hesaplandi.

3.9 Istatiksel Analiz

Deney sonuglarinin istatiksel analizleri i¢in GraphPad Prism 8.0 programi
kullanildi. Astenospermi hasta grubundan elde edilen deney sonuglari ile kontrol
grubundan elde edilen deney sonuclarinin aralarindaki iliskiyi belirlemek i¢in Mann-
Whitney testi uygulandi. Astenospermi hasta ve kontrol gruplarimnin her biri igin mtDNA
4977 delesyonu ile ATP, SAM ve global DNA metilasyonu arasindaki iliskiyi
belirlemek igin Pearson korelasyon analizi yapildi. Verilerin agiklanmasinda ortalama
deger + standart sapma kullanildi. Elde edilen sonuglarin dagiliminin yaygin olup
olmadigini belirlemek amaciyla degisim katsayisi kullanildi. Degisim katsayis1 (CV),

dagilimdaki standart sapmanin ortalamaya gore yiizdesidir.

3.10 Calismada Kullanilan Cihazlar
e Benmari su banyosu (Kotterman labortecnic tip 3047 )

e BioRad CFX Connect
e Buzdolabi (Argelik)

e (eker Ocak



Derin Dondurucu (-20) (Argelik)

Derin Dondurucu (-80) (Sanyo)

Distile Su Cihaz1 (Niive)

Etiiv (Memmert)

Hassas Terazi (Shimadzu)

Is1 Dongii Cihazlar1 (Techne)

Karistirict (Jake&Kunkel IKA labor tecnic IKO )
Kemiluminometre (Labsystems Luminoskan TL)
Kiiltiir tiipleri (Falcon)

Luminometri (Labsystems)

Manyetik Karistiric1 (Janke&Kunkel)

Mikro Santrifiij Tiipi (0,5 ml)

Mikro Santrifiij Tiipii (1,5 ml)

Muhtelif Cam Egya

NanoDrop (ND 1000 Spectrophotometer)
Otoklav (Hirayama)

Otomatik Mikropipetler (Eppendorf)

pH metre (Mettler-Toledo)

pH Metre (Microprocessor pH meter pH537WTW tip 50 )

Pipet seti (1-1000 mikro litre)

Santrifiij (Hettich)

Sogutmali Santrifiij (Hettich)
Sonikatér (MSE)

Spektrofotometre (Shimadzu UV-1601)

Su Banyosu (Kottermann Labortechnik)
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e Sukroz (Merck)
e Termal Dongili Cihazi (PCR) (Techne)
e Transliminator (Vilber Lourmat)

e Vortex (Velp Scientifica)

3.11 Calismada Kullanilan Kimyasal Maddeler
e Agar agar (Sigma)

e dNTP (Roche)

e DTT (Ditiotreitol) (Sigma)

e EDTA (Etilen Diamin Tetra Asetik Asit) (Sigma)
e Etidyum Bromid (Sigma)

e HEPES

e Izopropil alkol (Merck)

o KH,PO,.

e Luminol (Sigma)

e NaHPO, (Sigma)

e NaCl (Sodyum kloriir ) (Merck)

e NaH,PO, (Sigma)

e Proteinaz K (Thermo Fisher Scientific)
e SDS (Merck)

e Tris (Merck)

e Tris-HCI (Merck)

e Triton-X 100 (Merck)
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4. BULGULAR

Calisma gruplarinin demografik 6zellikleri asagida 6zetlenmistir (Tablo 4-1).

Tablo 4-1: Hasta ve kontrol gruplarinin demografik ozellikleri

Hasta Kontrol P
Ortalama yas 33,6+5,7 30,6+5,3 >0,05
(yil)
Ortalama sperm 6,9+5.4 54,4+12.3 <0,05

hareketi (%)

4.1 mtDNA 4977 Mutasyonu ve Total mtDNA Miktarlarinin Gerg¢ek
Zamanh PZR Analizi

Uygun kosullar belirlenip deney kosullar1 saglandiktan sonra, hasta ve kontrol
grubunu olusturan bireylerin sperm Orneklerinden elde edilen DNA Ornekleri

kullanilarak gercek zamanli PZR deneyleri yapildi.

Deneylerin sonucunda yapilan analizlerde hasta ve kontrol grubu 6rneklerinin
total mtDNA (Sekil 4-1) ve mtDNA 4977 delesyonu (Sekil 4-2) varligint gosteren
fluoresans egrileri olusturdugu gozlemlendi. Elde edilen bu sonuglara gore, ¢alisilan
tiim bireylerin sperm mtDNA’larinda 4977 bg delesyonu oldugu belirlenmistir (Sekil 4-
2). *

mtDNA 4977 delesyonu hasta grubunda ortalama %50,4+30,4, kontrol grubunda
ise %24,1+27,9 olarak hesaplanmistir (Sekil 4-3). Hasta ve kontrol grubundaki
bireylerin drnekleri mtDNA 4977 delesyonu analizi sonucu incelendiginde, iki grup
arasinda istatiksel olarak anlamlilik bulunmustur (P<0,05). Astenospermi hasta
grubunun kontrol grubuna gore daha yiiksek oranda delesyona sahip oldugu
belirlenmistir. Astenospermi hasta grubunda degisim katsayisi (CV) %60,4 iken kontrol
grubunda ise %115,75 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4-1:Total mtDNA gercek zamanh PZR analiz sonucu

Astenospermik hasta ve kontrol grubu bireylerinin sperm hiicrelerinden elde edilen DNA 6rnekleri
ile yapilan, mtkl primerleri kullanilarak total mtDNA elde edildigini gosteren gercek zamanli PZR
sonucu fluoresans egrilerinin analiz sonucu.

Sekil 4-2: mtDNA 4977 delesyonu ger¢ek zamanh PZR analiz sonucu

Astenospermik hasta ve kontrol grubu bireylerinin sperm hiicrelerinden elde edilen DNA 6rnekleri ile
yapilan, mtk2 primerleri kullanilarak mtDNA 4977delesyonunun elde edildigini gosteren ger¢cek zamanli
PZR sonucu fluoresans egrilerinin analiz sonucu.
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Sekil 4-3: mtDNA 4977 delesyonu analizi sonucu astenospermi hasta grubu ve
kontrol grubunun ortalama ve standart sapma degerleri (P=0,0039 )

4.2 Global DNA Metilasyonu Analizi

Hasta ve kontrol grubundaki bireylerin sperm hiicrelerinden izole edilen DNA
ornekleri ELISA yontemiyle ¢alisildi. Global DNA metilasyon orani hasta grubunda
ortalama %6,65+8,51 5-mC iken kontrol grubunda %3,87+4,93 5-mC olarak
hesaplanmistir (Sekil 4-4). Hasta ve kontrol grubundaki bireylerin 6rnekleri global
DNA metilasyonu analiz edilmis ve gruplar arasinda istatiksel olarak anlamlilik

bulunmamastir (P>0,05).

4.3 SAM ELISA Analizi

Astenospermik hasta ve kontrol grubuna ait bireylerden alinan sperm hiicreleri
sonikasyon yontemi ile patlatilmistir. Elde edilen hiicre igeriginden ELISA yontemi
kullanilarak SAM diizeyleri tespit edilmistir. SAM diizeyleri hasta grubunda ortalama
132,80+79,47 ng/mg protein, kontrol grubunda ise 26,08+33,03 nug/mg protein olarak
hesaplanmistir (Sekil 4-5). Hasta ve kontrol grubu arasinda SAM analizi sonucu
istatiksel olarak anlamlilik bulunmustur (P<0,05). Astenospermi hasta grubunda CV

%59.9 iken kontrol grubunda %126,6 olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4-4:Global DNA metilasyonu analizi sonucu astenospermi hasta grubu ve
kontrol grubunun ortalama ve standart sapma degerleri (P=0,6821)
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Sekil 4-5:SAM analizi sonucu astenospermik hasta grubu ve kontrol grubunun
ortalama ve standart sapma degerleri (P<0,0001)



65

4.4 ATP Bioluminesans Analizi

Hasta ve kontrol grubundaki bireylerin sperm Orneklerinde ATP diizeyleri
luminometrik olarak 6l¢iildii. ATP diizeyleri hasta grubunda mg protein basina ortalama
0,69+0,93 pmol, kontrol grubunda mg protein basina ortalama 0,23+0,12 pmol olarak
hesaplanmistir (Sekil 4-6). Astenospermi hasta grubunda ATP diizeyleri, kontrol
grubuna gore istatiksel olarak ileri derecede anlamli bulunmustur (P<0,005).
Astenospermi hasta grubunda CV degeri %134,11 iken kontrol grubunda ise %52,25

olarak hesaplanmustir.

N
o
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o
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ATP miktari (pmol/mg protein)
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Sekil 4-6: ATP bioluminesans analizi sonucu astenospermi hasta grubu ve kontrol
grubunun ortalama ve standart sapma degerleri (P= 0,0037)

4.6 mtDNA 4977 Delesyonu ile ATP, SAM ve Global DNA Metilasyonu
Arasindaki Korelasyon Analizi

mtDNA 4977 delesyonunun etkisinin hem hasta hem kontrol grubunda hangi
diizeyde oldugu, Pearson korelasyon analizi ile degerlendirildi. Hasta grubunda mtDNA
4977 delesyonuyla ATP, SAM ve global DNA metilasyonu arasinda herhangi bir
korelasyon bulunmamustir. Kontrol grubunda da mtDNA 4977 delesyonunun ATP,
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SAM, global DNA metilasyonu arasinda yapilan korelasyon analizi sonucu korelayon

bulunmamustir (Tablo 4-2).

Tablo 4-2: mtDNA 4977 delesyonu ile ATP, SAM ve global DNA metilasyonu arasindaki
Pearson korelasyon degerleri

ATP
SAM

Global DNA
metilasyonu

Astenospermi hasta grubu

Kontrol grubu

Hasta sayist

Hasta sayis1

P r (n) p r (n)
0,57 -0,18 18 0,82 0,05 22
0,46 -0,22 18 0,84 0,05 22
0,49 0,21 18 0,70 -0,09 22
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5. TARTISMA

Astenospermi, spermiyogramda sperm hareket bozuklugu belirlenmesi ile tanisi
koyulan, beraberinde varikosel, endokrinal anomaliler ve fonksiyonel bozukluklar gibi
cesitli mekanizmalar1 igeren, yaygin infertilite sebeplerinden biridir [57].
Spermiogenesis siirecinde hiicre igeriginin ¢ogunu kaybeden sperm hiicrelerinde,
hareketi saglamak i¢in ihtiya¢ duyulan ATP enerjisini karsilamak tizere gerekli olan tek
organel mitokondridir [80]. Sperm aktivitesi i¢in mitokondri morfolojisi ve fonksiyonu
onemli oldugundan, mitokondride olusabilecek herhangi bir hasar sperm hareketlerinde
soruna neden olabilmektedir. Mitokondriyal DNA’nin koruyucu proteinleri olmamasi,
reaktif oksijen tiirleri ile direk temas halinde olmasi, replikasyon sirasinda meydana
gelen yanlis baz eslesmelerini tamir edecek mekanizmasi olmamasit mutasyon olusma
olasiligin1 niiklear genoma gore 10-100 kat artirmaktadir [28]. Sperm hiicrelerinde
astenespermi olusumuna neden olan hasarlardan biri mtDNA4977 delesyonudur.
Delesyon sonucu mtDNA {izerinde yer alan ve oksidatif fosforilasyon ile ATP
sentezinde gerekli olan genlerden 6nemli bir kismi1 kaybolur. Sperm hiicresi i¢in gerekli
olan ATP’nin sentezlenememesi nedeniyle meydana gelen hareket bozukluklarinin

infertiliteye sebep oldugu gosterilmistir [42, 78].

Biz de ¢alismamizda, mtDNA 4977 delesyonu olan bireylerde ATP sentezinin
bozularak iiretiminin azalabilecegi ve bu durumda DNA metilasyonunda onemli bir
metil grubu vericisi olan SAM diizeylerinin de azalarak sonugta DNA metilasyon
oraninin azalabilecegi varsayimiyla yola ¢iktik. Bu durumdan en ¢ok etkilenmesi olasi
hiicrelerden birisi sperm hiicreleridir. Bu nedenle, ¢alismamizda ¢alisma grubu olarak
diizenli iligskiye ragmen heniiz ¢ocuk sahibi olamamuis, varikosel olmayan astenospermik
infertil bireyler ve en az bir ¢ocuk sahibi olan saglikli bireylerden aldigimiz semen

ornekleri kullanildi.

mtDNA4977 delesyonuna iliskin yapilan ger¢cek zamanli PZR yontemi ile
mtDNA 4977 delesyon bolgesini temsil eden 270 bg’lik bolge ve total mtDNA’y1 temsil
eden 249 be¢’lik primerlerden faydalanilarak bu bolgeleri igeren “stb3” kompetan
hiicreleri {retilmistir. “Stb3” kompetan hiicrelerinden elde edilen vektorlerin seri
diliisyonu yapilmis ve vektorlerin cogalma miktarlarini karsilagtirmak i¢in ACt yontemi
kullanilmistir. Ger¢ek zamanli PZR yontemi ile hasta ve saglikli bireylerin sperm

mtDNA 4977 delesyon degerleri 6l¢iilmiis ve mtDNA 4977 delesyonu hasta grubunda
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%50,4+30,4, kontrol grubunda ise %24,1+27,9 olarak hesaplanmistir. Astenospermik
hasta grubu ve kontrol grubu arasinda mtDNA 4977 delesyon sonuglari ile yapilan
istatiksel analiz sonucu iki grup arasinda istatiksel anlamda anlamlilik bulunmustur
(P<0,05). Astenospermik hasta grubunda, kontrol grubuna goére delesyon oraninin daha
yiiksek ¢ikmasi da daha once yapilan ¢alismalari destekler niteliktedir [8, 30, 58]. Fakat

astenospermi hasta ve kontrol grubu sonuglarinda standart sapma fazla goriilmistiir.

mtDNA 4977 delesyonu ile kayba ugrayan ATPaz 6/8, COXIIl, ND3, ND4,
NDA4L ve ND5 gen bolgeleri dahil yirmi yapisal geni, ATP’nin oksidatif fosforilasyonu
icin gereklidir. Mitokondride meydana gelen mtDNA4977 delesyonunun oksidatif
fosforilasyonu inhibe etmesi nedeniyle sperm hiicrelerinde ATP diizeylerinin 6l¢iilmesi
gerekmektedir. Bioluminesans yontemi ile sperm hiicrelerindeki ATP miktar dl¢timleri
yapildi. Hasta grubunda ATP miktar1 0,69+0,93 pmol/mg protein iken kontrol grubunda
0,22+0,11 pmol/mg protein olarak hesaplanmistir. Astenospermik hasta grubu ve
kontrol grubu arasinda ATP miktarlar1 ile yapilan istaiksel analiz sonucu iki grup
arasinda istatiksel olarak anlamlilik bulunmustur (P<0,05). Kontrol grubunun mtDNA
4977 delesyonu sonuglarma gore ise, delesyon oraninin astenospermi hasta grubuna
gore diisik olmasi sperm hiicresinin ATP sentezini delesyonlu olmayan
mitokondrilerden sagladigint ve sentezlenen ATP’nin hiicre igin yeterli oldugun
varsayilabilir. Fakat astenospermik hasta grubunun kontrol grubuna gore oldukca
yiikksek ATP miktarina sahip oldugu bulunmustur. Ancak Nascimento ve arkadaglarinin
yaptig1 caligmada ise sperm motilitesi i¢in gerekli olan ATP’nin mitokondriden
saglanmayip; sperm aksoneminde glikolizle {iretilen enerjiden saglandigi
belirtilmektedir [59]. Buna ragmen elde edilen ATP’nin sperm tarafindan yeterince

kullanilamadigini ve ATP birikimine yol agtigin1 diigiindiirmektedir.

ATP’nin katalizledigi bir reaksiyon sonucu olusan SAM, hiicre i¢inde metil
grubu vericisi olarak ve bir antioksidan olan GSH olusumunu saglayarak goérev yapar.
SAM’in dekarboksilasyonu ile baglayan aminopropilasyon ile hiicre farklilagsmasi ve
DNA-RNA stabilizasyonunun saglanmasi gelisim i¢in gereklidir [34]. mtDNA’da
meydana gelen mutasyonlarin SAM diizeyi ile ilgili iligkisini tespit edebilmek amaciyla
ELISA yontemi kullanildi. Hasta grubunda SAM diizeyleri 132,8+79,47 pg/mg protein,
kontrol grubunda ise 26,08+33,03 pg/mg protein olarak bulunmustur. Astenospermik

hasta grubu ve kontrol grubu arasinda SAM miktarlar1 ile yapilan istaiksel analiz
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sonucu iki grup arasinda istatiksel olarak anlamlilik bulunmustur (P<0,05).
Astenospermik hasta grubunda kontrol grubuna gére SAM miktarinin daha fazla olmasi
astenospermik hasta grubunda gozlenen yliksek ATP miktarlariyla iligkili olabilir.
Oksidatif stresin yiiksek olmasi, DNA iizerinde kiriklara sebep olabilmektedir.
mtDNA’nin niiklear genoma gore mutasyona daha yatkin olmasi nedeniyle genis ¢apli
delesyonlarin gergeklesme olasiligi artmaktadir [24]. Oksidatif stres oranini diisiirmek
amaciyla SAM diizeyinin artmasi beklenen bir yaklasim olmasmin yani sira, metil
grubu vericisi olarak da gérev yapmasi nedeniyle global metilasyon profilindeki roli de
onemlidir.

Erkek bireylerde global DNA metilasyonu, implantasyon ve spermiogenesis
stirecinde gergeklesir. Global DNA metilasyonu sperm gelisiminde kromatin
diizenlenmesi i¢in gereklidir. Yapilan calismalarda hipometile global DNA’nin
infertilite ve diistikler gibi sorunlara yol agtig1 belirtilmistir. Astenospermik hasta ve
kontrol grubundaki bireylerden elde edilen sperm Ornekleri sonikasyon yontemi ile
patlatildiktan sonra ELISA yontemi ile global DNA metilasyonu oOlc¢timleri yapildi.
Global DNA metilasyonu diizeyleri hasta grubunda %6,65+8,511 5-mC iken kontrol
grubunda %3,87+4,93 5-mC olarak hesaplanmistir. Astenospermi hasta grubunda
standart sapmanin degisken olmasindan dolayr kontrol grubu ile arasinda istatiksel
olarak anlamlilik bulunmamistir (P>0,05).

Calismamizda, astenospermi hasta grubunda hem global DNA metilasyon orani
hem de SAM miktarlar yiiksek bulunmustur. Oksidatif stres nedeniyle sperm niiklear
DNA’sinda hipometilasyon olustugu literatiirde mevcuttur. 8-OHdG’in metil-CpG
baglanma proteinine (MBP) baglanmas1 ile DNA metilasyon siirecinin engellendigi;
ayrica DNA metilasyonu ile seminal ROT (Reaktif oksijen tiirleri) arasinda negatif
korelasyon olmasina ragmen oksidatif hasarin DNA hipometilasyonuna sebep oldugu
belirtilmistir. [84]. Oligoastenospermik bireyler iizerinde yapilan bir ¢alisma da CpG
adaciklarinda metilasyon profilinin diisiik oldugu belirtilmistir [22]. Bir baska ¢alisma
da MEST geni iizerinde hipometilasyonun sperm motilitesi lizerinde olumsuz etkisi
oldugunu belirtilmektedir [47]. Calismamiz sonucunda astenospermi hasta grubunda
yiiksek global DNA metilasyonu belirlenmistir.  mtDNA’nin da metilasyon profiline
sahip olmasi nedeniyle SAM’mn mtDNA i¢in metil grubu verici etkisi bulunmaktadir.
Diger yandan SAM, GSH sentezindeki rolii nedeniyle mtDNA’nin oksidasyondan

korunmasinda yardimci olmaktadir. Elde ettigimiz bulgular vasitasiyla, astenospermi
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hasta grubunda yiiksek SAM diizeylerinin yiiksek global DNA metilasyonu ile iligkili
olabilicegi goriilmektedir.

Astenospermik hasta grubunun deney sonuglar1 kendi i¢inde analiz edildiginde
mMtDNA 4977 delesyonu ile ATP, SAM ve global DNA metilasyonu arasinda pozitif
korelasyon kurulamamistir. Kontrol grubuna gore astenospermik hasta grubunun
mtDNA 4977 delesyonu oraninin fazla olmasina ragmen ATP sentezi de yiiksektir.
ATP’nin sentezini katalizledigi SAM’1n astenospermik bireylerde kontrol grubuna gore
yiiksek oranda bulunmasi da, ATP sentezinin gergeklestigi bulgusunu desteklemektedir.
Korelasyon analizi sonucu mtDNA 4977 delesyonu ile SAM arasinda pozitif korelasyon
olmamasi, bu goriisimiizii destekler niteliktedir. Yiiksek DNA metilasyonu
diizeylerinin  spermatogenez siirecinde gerekli oldugu yapilan ¢aligmalarda
gosterilmistir [50, 56]. Calismamizda astenospermi hasta grubunun kontrol grubuna
gore daha yiiksek oranda metilasyon oranina sahip olmasina ragmen kontrol grubu ile
aralarinda anlamlilik olmadig1 ve mtDNA 4977 delesyonu ile pozitif korelasyona sahip
olmadig: belirlenmistir (Tablo 4-2). Hasta sayisinin az olmasi ve metilasyon profilini
etkileyen durumlarin (sigara kullanimi, beslenme kosullar1 vb.) anemnezde alinmamais
olmasi nedeniyle global mtDNA 4977 delesyonu ile global DNA metilasyonu arasinda
baglant1 kurulamamaistir.

Kontrol grubunun deney sonuglar1 kendi iginde analiz edildiginde; mtDNA 4977
delesyonu ile ATP, SAM, global DNA metilasyonu arasinda korelasyon goériilmemistir.
Hiicre i¢ci ATP diizeylerinin astenospermik gruba gore cok daha diisiik olmasi,
astenospermik  grupta  bilmedigimiz bagska bir nedenden dolayr ATP’nin
kullanilamadigin diistindiirmektedir.

Elde ettigimiz sonu¢ ve bulgular1 astenospermi vakalarindaki mtDNA 4977
delesyonu ile ATP, SAM ve global DNA metilasyonu arasindaki iliskileri agiklamakta
yeterli degildir. Astenospermi hasta ve kontrol grubu deney sonuglarinin standart sapma
degerleri fazla goriilmiistir. Bunun sebepleri arasinda; kisiler arasinda genetik
varyasyon [10, 16, 80], etnik grup farkliliklari, kullanilmis olabilecek ilaglar ile
beslenme kosullarinin anemnezde alinmayarak ¢alisma kriterleri arasina dahil
edilmemesi ve ¢alismaya dahil edilebilen astenospermi hasta ve kontrol sayisinin az
olmasi sayilabilir. Ornek sayisinin az olmasi nedeniyle, astenospermik hasta ve kontrol
grubundan elde edilen drneklerin sahip oldugu mtDNA 4977 delesyon oraninin ATP

sentezinde etkili olup olmadigi 6rneklem sayisi artirilarak arastirilmasi gerekmetedir.
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Ayn1 zamanda sperm hiicrelerinin sahip oldugu glikoliz oraninin ATP sentezindeki rolii
de mtDNA4977 delesyonu ile karsilagtirnlmamigtir. Astenospermik hasta grubunda
SAM diizeylerinin kontrol grubuna gore ¢ok daha yiiksek olmasi bu grupta oksidatif
stresin  yiiksek oldugunu diisiindiirmesine ragmen oksidatif stres diizeylerinin
Ol¢iilemememis olmast mtDNA 4977 delesyonu ile iligkisini agiklamakta yetersizdir.
Ayrica astenospermi hasta grubu ile kontrol grubu arasindaki mitokondri kopya
sayllarinin ve heteroplazmi oraninin analiz edilmesi de ATP sentezinde gorevli
mekanizmay1 belirlemede yardimci olabilir. Spermde hareketi saglayan ve kuyruk
yapisini olusturan aksonemlerin ATP’den enerji saglayamamasi veya saglanan enerjiyi
kullanamamasi nedeniyle astenospermi hasta grubundaki ATP miktarinin kontrol
grubuna gore ¢ok daha fazla olmasi sperm motilite bozukluguna neden olabilir.
Astenospermi hasta grubunda kontrol grubuna goére goreceli daha fazla global DNA
metilasyonuna sahip olmasi (Sekil 4-4) veya bu genlerde mutasyon olugmasi, aksonem
olusumu i¢in gerekli transkripsiyonun gerceklesememesine sebep olabilir.
Astenospermik bireylerdeki aksonem yapisina katilan genlere yonelik yapilacak DNA
metilasyonu veya mutasyon analizleri, diisik sperm motilitesiyle akSonem arasindaki
iliskiyi agiklamaya yardimec1 olabilir.

Elde ettigimiz sonuglar dogrultusunda; Orneklem sayisinin artirilmasi
bulgularimizda gozlenen bireysel farkliliklardan kaynaklanabilecek ug¢ degerlerin
normalizasyonuna ve standart sapmalarda gozlenen asirt yiiksekliklerin azalmasinda
yardimci olabilir. Bunun yanisira hasta grubunda bilgimiz digindaki diger fiziksel,
hormonal ve kisisel etkenlerin de bulgularimiz iizerinde etkilerinin olmas1 muhtemeldir.
Ayrica, sperm hiicrelerindeki ATP {iretimi ve kullanimimi etkileyen mekanizmalarin
anlasilmasi ile astenospermik hastalarda aksonemdeki hareket bozuklugunun genetik
veya metilasyona bagli olup olmadiginin anlasilmasi ve bunlarin SAM mekanizmasiyla
baglantilarinin arastirilmasi; diger yandan hiicre i¢inde olusabilecek serbest radikal
hasar1 ve miktarimin belirlenmesiyle ilgili parametrelerin de ileride yapilacak
caligmalarda g6z oniinde bulundurulmasi yerinde olacaktir. Bu sekilde daha fazla denek
sayilari ile yapilacak genis kapsamli analizler ile elde edilecek sonuglarin astenospermik
infertil bireylerde sperm motilite bozukluguna sebep olabilecek mekanizmayi
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OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Ad1 Ezgi Soyadi Terzi
Dog. Yeri Sisli- Istanbul Dog. Tar. 26.06.1989
Uyrugu TC Tel 534 595 3294
Email ezgiterzi8991@gmail.com
Egitim Diizeyi
Mezun Old. Kurum Mezuniyet Yih
Doktora
Yiik. Lis.
Lisans Karadeniz Teknik 2013
Universitesi
Lise Kasimpasa Cok Programli 2006
Lisesi
Is Deneyimi
Gorevi Kurum Siire (Yil-Y1l)

Biyoloji Ogretmeni Beyoglu Findikli Anadolu 2015-2016
Saglik Meslek Lisesi

Biyoloji Ogretmeni Beyoglu  Giiner  Akin 2015-2016
Anadolu  Imam  Hatip

Lisesi
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Yabancal | Okudugunu | Konusma* Yazma* KPDS/UDS (Diger)
Dilleri Anlama* Puam Puam
Ingilizce Iyi Zayif Orta 75
*Cok 1y, 1yi, orta, zayif, - olarak degerlendirin
Sayisal Esit Agirhk Sozel
ALES Puam 71,28096 72,55562 72,67281
(Diger) Puani

Bilgisayar Bilgisi

Program

Kullanma Bacerisi

Microsoft Office

Orta









