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1. OZET

Infertilite, evli ciftlerin diizenli cinsel yasamlarimi siirdiirmelerine ve dogum
kontrolii uygulamamalarina ragmen, en az bir yillik siire i¢inde ¢ocuk sahibi
olamama durumudur. Evli ¢iftlerin yaklasik %15’inde infertilite sorunu vardir.
Bunlarin yaklasik %50’sinde erkek faktorii rol oynamaktadir. Erkege bagl
infertilite nedenleri iginde en sik goriilen varikoseldir. Varikosel semen
parametrelerinde  Oligozoospermi, Astenozoospermi, Teratozoospermi gibi
bozukluklara neden olmaktadir. Mitokondri, hiicrelerin enerji metabolizmasinda
onemli rol oynamakta, oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) ile saglanan enerji ile
sperm hareket etmektedir. Mitokondial DNA (mtDNA) OXPHOS enzimatik
kompleksinin bir kisim alt {initelerini kodlamaktadir. Ozellikle yiiksek enerji
ihtiyaci olan iskelet kasi, bobrek, beyin, karaciger ve germinal hiicrelerin bazi
hastaliklarinda, mitokondrial veya niikleer DNA kodlarindaki mutasyonlar
saptanmistir. Kao ve arkadaslarinin yaptigi calismada mtDNA delesyonu ile insan
sperm hareket azlig1 ve infertilitenin iliskili oldugu saptanmustir.

Calismamizda Androloji poliklinigine infertilite nedeniyle basvuran,
varikosel ile birlikte oligoastenospermi saptanan (n=20), varikosel saptanmayan
hasta (n=20), mtDNA delesyon a¢isindan normospermik kontrol grubu (n=20) ile
karsilastirilmast amaclandi. Varikosel tespit edilen oligoastenospermik grup ve
kontrol grubu 7345bp ve 7599bp’lik delesyonlar agisindan karsilastirildiginda, her
iki grup arasinda anlamli farklilik bulunmustur (p=0.009 ve p=0.019). Varikosel
tespit edilmiyen oligoastenospermik grup ve kontrol grubu 7345bp ve 7599bp’lik
delesyonlar agisindan karsilagtirildiginda da her iki grup arasinda anlamli bir

farklilik bulunmustur (p=0.011 ve p=0.009). V(+) ve V(-) gruplar 7345bp ve



7599bp’lik delesyonlar agisindan karsilastirildiginda ise sirastyla her iki delesyon
acisindan iki grup arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur (P=0.02 ve P=0.042).

Calismamizda mtDNA delesyonlarinin 6zelikle varikosel tespit edilmeyen
oligoastenospermik infertil hastalarda daha sik oldugu bulunmustur. Varikosel
tespit edilen infertil grubunda da kontrolle karsilastirildiginda bir artis oldugu

tespit edilmisgtir.

Anahtar Kelimeler: Infertilite, mtDNA delesyonu, Varikosel.



2. ABSTRACT

Investigation of Mitochodrial DNA in Oligoasthenospermic Infertile
Patients with and without Varicocele

Infertility is the inability of achieving pregnancy of couples having regular
sexual activity without contraception in one year. Fifteen percent of the couples
seek medical treatment for infertility. Male causes in infertility are found nearly
50% of the couples. The most common cause of male infertility is varicocele.
Varicocele causes a decreased number of spermatozoa (oligozoospermia),
decreased motility (asthenozoospermia) and many abnormal forms on
morphological examination (teratozoospermia) in semen analysis. It is generally
accepted that mitochondria play a key role in the energy metabolism as they
contain the enzymes of the oxidative phosphorylation system (OXPHOS), which
provides the energetic needs of the cells. Mitochondrial DNA (mtDNA) codes
only some few subunits of the OXPHOS enzymatic complexes. Mutations of
mitochondrial or nuclear DNA coding the subunits of mitochondrial machinery
have been implicated in a variety of human diseases especially in the organs with
a high demand for respiratory energy, like skeletal muscle, heart, kidney, brain,
liver, and germinal tissue. Kao et al, demonstrated that mtDNA deletion was
associated with diminished fertility and motility of human sperm and that the
highest frequency of occurrence of the deletion coincided with reduced sperm
motility.

In the present study we aimed to compare the mitochondrial deletion in the
control fertil group (n=20) with the oligoasthenospermic infertil patients with
varicocele (n=20) and without varicocele (n=20). After comparison of 7345bp and

7599bp deletions in the oligoasthenospermia group with varicocele and the
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control group, a significant difference was revealed (p=0,009 and p=0,019). A
significant difference was shown after comparison of 7345bp and 7599bp deletion
between the oligoasthenospermia group without varicocele and the control group
(p=0,011 and p=0,009). The comparison of 7345bp and 7599bp deletions between
the oligoasthenospermia groups with and without varicocele showed a significant
difference (p=0,02 and p=0,042).

In our study it was shown that mtDNA deletions are more common
especially in the oligoasthenospermia group without varicocele. And after
comparing the infertile oligoasthenospermia group with the control, it was shown
that deletions were more commonly detected in the infertile varicocele group than
the control group.

Key Words: Infertility, mtDNA deletions, Varicocele.
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3. GIRiS

3.1 infertil Erkegin Degerlendirilmesi

Ciftlerin yaklasik % 15'1 korunmaksizin gegen diizgiin bir cinsel hayata ragmen
ilk bir yil igerisinde ¢ocuk sahibi olamamaktadirlar. Olgularin % 20'sinde tek
basina erkek faktorii sorumlu bulunurken, % 30-40"in da ise hem kadin hem erkek
faktorii birlikte goriiliir (1). Dolayisiyla infertil ¢iftlerin yarisindan erkek faktori
sorumludur. Eger erkege ait bir problem s6z konusu ise, bu siklikla sperm
parametrelerinde bozulma ile ortaya ¢ikar. Oysa sperm degerleri normal olsa da
cinsel fonksiyon bozukluklar1 ya da penil deformiteler gibi sorunlar da infertilite
nedeni olabilir. Ayrica, spermin kalitatif bozukluklar1 da her zaman standart
testlerle ortaya cikarilamayabilir. Ortadan kaldirilmasi ile saglikli gebeliklerin
elde edilebilecegi bir ¢ok cevresel faktdr, degisik mekanizmalarla spermatozoanin
kapasitasyonunu ve neticede oosit ile etkilesimini olumsuz yoOnde
etkileyebilmektedir. Eger semen analizindeki bozulmanin nedeni ortaya konamaz
ise "idiyopatik infertilite" olarak tanimlanir. Ozellikle kromatin hasarlari,
fertilizasyon ve embriyo gelisim bozuklugu durumlari da son yillarda iizerinde sik
durulan konular arasindadir. Tedaviden yeterli sonug alinabilmesi i¢in, taninin iyi
konmas1 gerekir. Ayrica, bazi azoospermik erkeklerin testislerinde aktif
spermatogenez odaklart mevcut olup, tedavi ile sperm yapimi uyarilabilir. Tam
degerlendirilmesi neticesinde, diizeltilemeyecek bir patolojiye sahip oldugunun
anlasilmasi, erkegin gereksiz ve stres yaratacak uzun tedavi protokolleri icerisine
girmesini onler. Boyle ¢iftler ejakiilat spermi ya da epididim veya testislerden elde
edilecek spermlerin, in vitro ferlilizasyon (IVF) / intrasitoplazmik sperm
injeksiyonu (ICSI)'nda kullanilmasi ile ¢ocuk sahibi olabilirler. Biitiin bunlara ek

olarak, altta yatan nedenin genetik oldugunun bilinmesi, dogacak ¢ocugun maruz
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kalabilecegi anomaliler hakkinda ailenin 6nceden bilgilendirilmesi bakimindan
son derece Onem tagir. Biitlin bu nedenler sonucunda, infertilite olgularinda

erkegin ayrintili bir sekilde degerlendirilmesi ¢ok dnemlidir.

Fizik muayene, infertilite ile beraber bulunabilecek patolojileri ayirt etmeye
yonelik yapilmalidir. Hastanin yapist ve virilizasyon tipi kaydedilmelidir.
Sekonder seks karakterlerindeki anormallikler Klinefelter sendromundaki
Oniikoid goriiniimde oldugu gibi, bir konjenital endokrin bozuklugun varligini
ortaya koyabilir. Temporal sa¢ dokiilmesinin ve ylizde ince kirigikliklarin
bulunmamasi kazanilmis androjen yetmezligine isaret edebilir. Skrotal organlarin
muayenesi, kremasterik kasin gevsemesi igin sicak bir odada ve hasta ayaktayken
yapilmalidir. Kivamim ve intratestikiiler bir kitlenin varligini ortaya koymak icin
testisler dikkatle palpe edilmelidir. Jinekomasti; gerek Ostrojen/androjen den-
gesizligi gerekse prolaktin yiikkselmesi i¢in bir gostergedir. Situs inversus
bulunmasi immotil silianin, dolayisiyla immotil spermin eslik ettigi Kartagener
sendromu olasilig1r i¢in siiphelendirir. Genital muayeneye 0Ozel dikkat
gosterilmelidir. Penis; hipospadias ve ciddi penis egriligi bakimindan muayene
edilmelidir. Testis voliimiiniin biiylik kismini (~%80) seminifer tubiiller ve
germinal elemanlar olusturdugu i¢in, bu hiicrelerin sayisindaki azalma tipik olarak
testis voliimiinde azalma ya da testis atrofisi seklinde belirecektir. Epididim dik-
katle muayene edilerek bas, gdvde ve kuyrugunun varligi saptanmalidir.
Epididimde sertlesme ya da kistik dilatasyonlarin bulunmasi, epididimal
obstriiksiyon olasiligini diisiindiirtir.

Spermatik kordon muayene edilerek varikosel aragtirilmalidir. Grade I
varikoseller sadece valsalva manevrasi sirasinda palpe edilebilirler. Grade II

varikoseller hasta ayaktayken palpasyonla anlasilabilir, grade III varikoseller
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ise hem hasta ayaktayken palpe edilebilirler hem de skrotum cildi {izerinden
goriilebilirler. Spermatik kordonlar arasinda valsalva manevrasi sirasinda daha
belirgin hale gelen asimetri bulunmasi, varikoselin varligina isaret eder. Asiri
kremasterik refleksi olan ya da testislerin yukari pozisyonda bulundugu
hastalarda testisin hafifce asagi c¢ekilmesi, valsalva manevrasi sirasinda
spermatik kordonun daha dogru muayene edilmesini saglar. Fizik muayene ile
palpe edilemeyen subklinik varikosellerin tanisi ig¢in bir ¢ok ydntem
onerilmistir. Venografi bazilar1 tarafindan "altin standart" kabul edilerek, uzun
yillar boyunca kullanilmistir. Oysa venografi invaziv ve komplikasyonlari olan
bir yontemdir (2). Kateter ucunun pozisyonu, enjeksiyon basinct ve
degerlendirmeyi yapanin yargisi venografi sonuglarim etkiler. Doppler
steteskop kullanilarak valsalva manevrasi ile artan yogun bir vendz akim sesi-
nin saptanmasi, varikosel varligina isaret eder (3). Gerek real time gerekse
duplex skrotal ultrasonografi kullanilarak, skrotumda dilate olmus spermatik
venler goriintiilenmektedir. En az bir tanesinin 3 mm'den genis capa sahip
oldugu ¢ok sayida ven varliginin subklinik varikoseli belirttigine inanilir (4).
Oysa ultrasonda 3.5 mm'lik bir c¢ap klinik varikosel i¢in daha tani
koydurucudur (5).

Biitiin bu teknikler c¢ok sensitif olmakla birlikte, universal olarak kabul
edilmis bir "gold standart" tani1 yontemi iizerinde fikir birligine varilmadigi
stirece, spesifisitelerini belirlemek zordur. Boyle tan1 metodlarinin kullanilmasi
ile, idiyopatik infertilitesi bulunan erkekler arasinda %91'e varan oranlarda
subklinik varikosel bulundugu ortaya konmustur. Bilateral varikosel ise
%58'e varan oranlarda gosterilmistir, oysa sadece klinik muayene yapildiginda

hastalarin yalnizca %10'unda bilateral varikosel saptanabilmektedir (6).
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3.2 Varikoselin Patofizyolojisi

Varikosel, pleksus pampiniformisin patolojik dilatasyonu seklinde
tanimlanmaktadir (7). Varikosel sézciigii ise, ilk kez 1843'de Curling tarafindan
"pampiniform pleksus igindeki testikiiler venlerin anormal dilatasyonu" tanimina
karsilik olarak kullanilmaya baglanmistir (8).

Varikosel, erigkin erkek popiilasyonun % 15-22'sini etkileyen bir fiziksel
anomalidir (9,10). Infertilite arastirmas1 nedeniyle basvuranlarin ortalama % 30-
40'ninda varikosel saptanmaktadir (11,12). Anormal semen analizi olan infertil
erkeklerin de % 25'inde varikoselin bulundugu bildirilmektedir (13). Anormal
semen parametrelerine sahip erkeklerin % 25.4, normal semen parametrelerine
sahip erkeklerin % 11.7'sinde varikoselin bulundugu bildirilmistir (14). Sekonder
infertilite nedeniyle bagvuran olgularda, varikosel goriilme siklig1 artarak % 69-81
oranina ulagmaktadir (15,16). Bununla birlikte, varikosele sahip olgularin %
80'inde infertilite bulunmamaktadir (17).

3.2.1 Etiyoloji

Varikoselin etiyolojisi tartismali olmasina karsin; anatomik degiskenlikler,
dogumsal ve/veya edinsel valv disfonksiyonuna ikincil gelisen vendz reflii ve
vendz obstriikksiyon gibi degisik teoriler ileri siiriilmektedir. Varikosel nedenleri
arasinda kabul gormiis 3 teori bulunmaktadir (18).

1- Sag ve sol testikiiler venler arasinda anatomik farkhhklar: Sag testikiiler
venin vena kava inferiora oblik, buna karsilik sol testikiiler venin sol renal vene
direkt dik ac1 ile agilmasi agilmasi. Bu farkli agilimin solda hidrostatik basing
artist ile sonuclanmasi ve dolayisiyla pampiniform pleksusa iletilen basincin

venlerde dilatasyon ve tortuoziteye yol agmasi.
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2- Venoz kanin refliisii ile sonuclanan kompetan venoz valvlerin olmayisi:
Varikoselli erkeklerde yapilan anatomik diseksiyon calismalari, sol renal ven ve
internal spermatik ven birlesim diizeyinde valv bulunmadigini gostermistir (19).
Ek olarak, retrograd venografik c¢aligsmalarla da valvlerin bulunmadigi veya
yetersiz oldugu saptanmistir (20,21). Bir baska ¢alismada, varikoseli olan 659
erkegin venografik paternleri incelendiginde % 73'linde vendz valvlerin yoklugu
gosterilmistir (22). Ancak, yeterli valv sistemine sahip hastalarda da % 26.2
oraninda varikosel goriilebilmektedir. Bazi otdrlere gore valvlerin yoklugu
varikosel gelisimine katkida bulunmaktadir, ancak altta yatan neden degildir
(22,23). Diger anatomik calismalar ise, valvleri saptamada tamamiyla basarisiz
olmuslardir (24,25).
3- Sol renal venin aorta ve superior mezenterik arter arasinda
kompresyonuna bagh olarak testikiller venin parsiyel obstriiksiyonu
(nutcracker fenomeni): Testis vendz drenajinin kompresyonudur. Sonugcta,
kollateral drenaj gelisimi, vendz basing artis1 ve staz olusmaktadir. Venografik
calismalarda varikosel patogenezine katkida bulunan 2 tip "nutcracker fenomeni"
bulunur:
a- Proksimal (Klasik): Aorta anterioru ve superior mezenterik arter posteriorunda
uzanan sol renal ven. Iki arter arasindaki ag1 venin kompresyonu ile sonuglanir
(insidans: % 0.7).
b- Distal: Sol common iliyak arterin kompresyonuna sekonder olarak sol common
iliyak venin kompresyonu (insidans: % 0.5) (22).

Ayrica, varikosel gelisiminde embriyolojik faktorlerin de rol oynadigi
(ontojenik temel) ileri siiriilmektedir. Buna gore, gelisim sirasinda sol taraftaki

vaskiiler yapilar daha plastik 6zellige sahiptir (22). Sag ve solun drenajinda
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farkliliga yol acan bu durum, sol tarafin daha zayif drenajina ve dolayisiyla
embriyogenez sirasinda kollateral damarlarin agik kalmasii saglayarak yiiksek
oranda ven0z anomaliye yol agmaktadir.

3.2.2 Patofizyoloji

Varikoselin hem hayvanlarda (26,27) hem de insanlarda (28) progresif ve
zamanla artan testis hasarina yol actig1 bilinmektedir. Varikoselin fertilite lizerine
etkilerini irdeleyen Diinya Saghk Orgiitii (DSO)niin yaptig1 bir calismada,
varikoselin semen anomalileri (say1 ve motilitede bozulma), testikiiler voliimde
azalma ve Leydig hiicre fonksiyonunda azalmayla ilgili oldugunu agikca
vurgulanmaktadir (14). Ayrica bu ¢alismada, varikosel boyutu ile sperm sayisinda
azalma orani arasinda direkt bir iliski oldugu bildirilmektedir (14).
Mevcut verilere gore, varikosel patofizyolojisinde sayilabilecek olasi hipotezler
arasinda; hipertermi, testikiiler kan akimi degisiklikleri ve vendz basing
degisiklikleri, renal/adrenal {iriinlerin refliisii, nutrisyon degisimi veya interstisyel
stvi formasyonunda degisiklik ile sonuglanan testikiiler kan damar1 degisiklikleri,
hormonal disfonksiyon, otoimmunite, akrozom reaksiyon defekti ve oksidatif stres
bulunmaktadir (29).

1. Testikiiler Kan Akimi

Varikoselin vaskiiler bir olay olmasi, patofizyolojisinin aydinlatilmasinda
damara yonelik pek ¢ok ¢alismanin yapilmasina yol agmistir. Deneysel hayvan
caligsmalarinda, varikosel ve testikiiler kan akimi degisiklikleri konusunda ¢elisik
sonuglar bulunmaktadir. Tek tarafli varikosel varliginda iki tarafli testikiiler kan
akimi artigin1 gosteren Turner ve arkadaglarinin ¢alismalarina kosut olarak (30),
erigkin ratlarda ayni bulgular1 saptayan ve varikoselektomiyi izleyen kisa ve uzun

donemlerde kan akiminin normale dondiigiinii bildiren caligsmalar da vardir
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(31,32). Tek tarafli patolojinin neden iki tarafli etki yaptig1 heniiz tam olarak
bilinmemesine karsin, noral veya hormonal faktorlerin rol oynadigi ileri
stiriilmektedir. Ancak, Hurt ve arkadaslari, sol varikosel varliginda sol testisin
cikarilmasina ragmen sagdaki kan akimimin halen yiliksek olmasinin, hormonal
sinyallerle agiklanamayacagini bildirmektedirler (32). Buna karsin, sol spermatik
vendeki ndral/noral olmayan 'feedback' mekanizmalar1t veya baro/gerilme
reseptorlerinin rolii iizerinde durulmus, ancak konu agikliga kavusturulamamastir.
Yukaridaki bulgularin tam aksine, Varikoselin testikiiler kan akiminda azalmaya
yol actigin1 bildiren caligmalar da literatiirde bulunmaktadir. Nitekim Li ve
arkadaslari, sol renal venin parsiyel ligasyonuyla olusturduklari deneysel
varikosel modelinde kan akiminin azaldigini gostermislerdir (33). Primatlarda
yapilan bir ¢aligmada da benzer bulgulara rastlanmis ve iki yildan sonra kan
akimmin normale dondigi ileri siiriilmiistiir (26). Bu farkli sonuglarin, olustu-
rulan modelin siiresi veya Ol¢lim yontemindeki farkliliklara bagli olabilecegi
bildirilmektedir.
Hayvanlarin aksine insanlarda yapilan ¢alisma sonuglart daha net gibi
gozikmektedir. Renkli Doppler ultrasonografi ¢alismalarinda varikoseli olmayan
kontrollere gore varikoseli olanlarda kan akiminda anlamli farkliliklar oldugu
gosterilmistir (34).

2. Hipertermi

Varikosele ikincil olarak gelisen testikiiler islev degisikligi i¢in en yaygin
kabul goren mekanizmadir. Skrotal 1s1y1 2 termoregiilator sistem diizenlemektedir:
a- Skrotumun kendisi: Bu bolgedeki ince ciltte subkiitan yag doku bulunmaz ve

dartos kasi tarafindan kontrol edilen yiizey alan1 degisken olarak kalir.
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b- 'Countercurrent' 1s1 sistemi: ilk kez 1959'da tamimlanmistir (35). Spermatik
kordon igindeki pampiniform pleksus, arteriyel ve vendz kan arasinda
'countercurrent' 1s1 degisim sistemini saglamaktadir. Arteriyel kan testise girerken
sogutulmakta ve testisin diisiik 1sisin1 saglamaktadir. Bu 1s1 degisim sistemi,
yalnizca vendz kan isisinin testise giren arteriyel kandan daha az oldugunda
calisabilmektedir (36). Yani, testise girecek olan spermatik arter kaninin 1sis1
testisten c¢ikan ve pleksus pampiniformisi olusturan vendz kan tarafindan
sogutulmaktadir. Varikoselin bu normal mekanizmay1 bozduguna inanilmaktadir.
Varikosel ve intratestikiiler 1s1 artis1 arasindaki iliski ilk kez 1971'de gosterilmis
ve tek tarafli lezyonun iki tarafli etki olusturdugu bildirilmistir (37). Tasinabilir
kiigtik dijital veri kaydedici ile skrotal 1sinin 24 saat siirekli kaydedilebildigi bir
calismada, varikoseli olan infertil erkeklerin skrotal 1sisinin normal fertil
erkeklerden hafif yiiksek oldugu ileri siiriilmiigtiir. Ancak, bu bulgularin aksine,
varikoseli olan ve olmayan infertil erkeklerde skrotal 1s1 arasinda fark olmadigini
bildiren caligmalar da bulunmaktadir (10). Artmis intratestikiiler 1sinin hangi
mekanizma ile spermatogenezi bozdugu tam olarak bilinmemektedir. Seminifer
tiibiil ve/veya Leydig hiicre diizeyinde niikleer DNA ve RNA baglayici
proteinlerde direkt termal hasar sonucu spermatogenezin etkilendiginden
kuskulanilmaktadir (38,39). Ancak, kisa donemde Sertoli ve Leydig hiicre
fonksiyonunun bozulmadig1 disiiniilmektedir (40). Olas1 bir diger mekanizma,
DNA polimeraz aktivitesinde azalmadir. Varikosel ve skrotal hipertermi
arasindaki direkt iligki tartismal1 gibi goziikse de, gerek hayvan modelleri gerekse
insanlarda varikosel varliginda, intratestikiiler 1sinin arttig1 calismalarda agikca
gosterilmistir. Bu gozlemi destekleyen en onemli bulgu da, varikosel onarimi

sonrasinda intratestikiiler 1si1nin normale donmesidir.
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3. Testis-Interstisyel Siv1 Iliskisi

Testikiiler interstisyel sivi; testikiiler hiicreler ve dolasim arasinda
endokrin etkilesimi ve hiicreler arasindaki parakrin mekanizmalar1 diizenler. Bu
stvinin olusumu, testikiiler kapillerlerin kan akimi ve gegirgenligi tarafindan
belirlenir. Varikosele bagli internal spermatik vende gelisen hidrostatik basing
artisi, testikiiler kapiller ve vaskiiler gecirgenlikte degisiklik, dolayisiyla testikiiler
interstisyel s1vi olusumunda degisiklige yol agar. Yapilan ¢aligmalarda, deneysel
varikosel olusumundan sonra 30 giin i¢inde interstisyel sivi olusumunda artis
oldugu gosterilmigstir (41). Seminifer tiibiilii ve interstisyel dokudaki hiicreleri
saran bu s1vi, testis ve testis vaskiilaritesi ile baglantilidir. Testikiiler interstisyel
stvi olusumunu kontrol eden faktorler ve bu faktdrlerdeki degisiklikler, testis
islevinde 6nemli rol oynamaktadir. Bu faktorlerden birisi de, testis kapillerlerinin
vaskiiler gecirgenligi olabilir (42). Kan damarlarinda polimorfoniikleer hiicre
birikiminin, vendz hidrostatik basing artis1 ile gelisen vaskiiler gecirgenlige ikincil
O6deme bagli oldugu diisiiniilmektedir.

4.Venoz Basing

Varikosel ve vendz basing degisiklikleri arasindaki iliski de yillardir
tartisilan patofizyolojik mekanizmalardan birisidir. Varikosele ikincil olarak
gelisen vendz basing artisi testis kan akimini etkileyebilmektedir (43,44). Vendz
akimin kollaterallerinin ligasyonu ve pampiniform pleksus distalindeki ana venoz
akimin kismi okliizyonuna bagli olarak, vendz basingta % 90'in iizerindeki artig
postkapiller veniillere iletilmektedir. Kronik prekapiller vazokonstriksiyon testisin
beslenme kaynagina olumsuz bir etkide bulunabilir ve dolayisiyla spermatogenezi
bozabilir. Ayrica artmis vendz basing, intratestikiiler onkotik ve hidrostatik

basinglarda degisiklige neden olabilir; 6nemli hormonlar i¢in parakrin ve taginma
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ortamimi degistirebilir; mikrovaskiiler s1v1 degisimini bozabilir. Ornegin, varikosel
olusturulmus ratlarda kontrol grubuna gore adenin niikleotid konsantrasyonunun
azalmasi ve NAD-sitokrom-c rediiktaz aktivitesinin diismesi gibi bu varsayimlari
giiclendiren bulgular literatiirde bulunmaktadir (45,46). Bu calismalar, varikosel
olusturulmus testiste, enerji metabolizmasi ve mitokondriyal oksidatif
fosforilasyonda defekt oldugunu gostermektedir. Insanlarda, skrotumun
anterolateral yiiziinden pampiniform pleksusa manometre ilistirilmis igne ile
girilerek, spermatik kordon venlerindeki normal istirahat vendz basinglar
Olclilmiistir (47). Buna gore, varikoseli olanlarda olmayanlara gore
pampiniformis pleksus vendz basinci istirahatte ortalama 19.7 mmHg, valsalva ile
ortalama 22 mmHg. daha yiiksek ¢ikmaktadir. Ancak, bu ¢alismada varikoselli 32
olgunun 18'inde semen parametreleri normal bulunmustur (47).

5. Renal-Adrenal Reflii

Erkeklerin yaklasik % 50'sinde sol spermatik vende retrograd akimin
oldugu bildirilmektedir (48). Aynca, venografik ¢alismalarda venoz refliideki artis
belgelenmistir (21). Bu durum, varikoselli hastalarda bobrek ve adrenalden
katekolaminler, prostoglandin E ve F gibi metabolitlerin yuksek konsantrasyonda
reflisine  yol agmaktadir. Baslangigta  goriillen  kronik  testikiiler
vazokonstriksiyon, zamanla testikuler fonksiyonu etkileyebilmektedir. Varikosel
cerrahisi sirasinda, testikiiler geri akimin oldugu venlerden alinan kandaki kate-
kolamin diizeyi periferik venlerden alinanlardan 3 kat fazla iken, kontrol grubunda
1.5 kat fazla bulunmustur (49). Venlerdeki bu artmis, katekolamin,
'countercurrent' degisim sistemi yoluyla pleksus pampiniformis diizeyinde

testikiiler arterlere gegerek, arterlerdeki noradrenalin diizeyini artirmakta ve
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arteriyollerde buna bagli olusan vazokonstriksiyon, testikuler hipoksiye katkida
bulunmaktadir.

6. Hormonal Disfonksiyon

Varikoseli olan infertil olgularda, serum testosteron konsantrasyonunda
azalma oldugu disiincesi, varikoselin Leydig hiicre fonksiyonunu bozdugunu ve
buna bagl olarak testosteron iiretiminde azalmaya sebep oldugu varsayimina yol
acmistir. Rat modelinde spermatogenezin siirdiiriilebilmesi i¢in en az 20 ng/ml.
intratestikiiler testosteron konsantrasyonu gerektigi ancak varikosel modelinde
serum testosteron konsantrasyonunda etkilenme olmaksizin intratestikiiler
testosteronda belirgin azalma oldugu bildirilmistir (50). Kazama ve arkadaglarinin
yaptig1 bir c¢aligmada, kontrol grubuyla karsilastirildiginda, varikoseli olanlarda
dolagan serum serbest testosteron diizeyinin daha diisiik, Ostradiol ve steroid
baglayict globulin diizeylerinin daha yiiksek oldugu saptanmistir . HCG'ye
testosteron yanitinin degerlendirildigi ¢alismanin verilerine gore varikosel,
HCG'ye testosterenonun erken yanitini (1-4 saat) azaltabilmektedir (51).

7. Otoimmunite

Kan-testis bariyerinin bozulmasinin antisperm antikor (ASA) {iretimini
sagladigina inanilir. Olast etiyolojiler arasinda; testis torsiyonu, duktal
obstriiksiyon, epididimit, prostatit ve testis travmasi yani sira varikosel de
bulunmaktadir (52). Varikoselin hangi mekanizmayla kan-testis bariyerini
bozmadan ASA'lar1 uyardig bilinmemektedir (53). Hayvanlarda deneysel olarak
olusturulan varikosel modelinde, sham ve opere edilmeyen ratlara gére varikosel
olusturulan ratlarda daha yiiksek diizeyde ASA birikimi oldugu gosterilmistir

(54).

22



8. Akrozom Reaksiyonu

Varikoselde, sperm sayr ve morfolojisinden daha ¢ok sperm
fonksiyonunda bir defekt oldugu ve bunun da daha ¢ok zona pellusidaya
baglanma sirasindaki akrozom reaksiyonunda oldugunu diisiinen arastirmacilar
bulunmaktadir (55,56). Varikosel ve akrozom reaksiyonu arasindaki iligkiyi
arastiran hayvan calismasi bulunmamaktadir. insanlarda yapilan calismalarda,
varikosel varliginda mannoz ligand reseptorleri fertil donoérlerle esdeger
ekspresyon gostermektedir. Ancak, mannoz tedavisine karsilik spermatozoa
akrozom reaksiyonunu gerceklestirememekte ve zona pellusidayi penetre
edememektedir (57).
Aynca, varikosel olan hastalarda akrozom reaksiyonunu olumsuz etkileyen 6nemli
sperm plazma proteinlerinin ekspresyonunda, nitelik ve nicelik olarak molekiiler
farkliliklar, fertilite lizerine degisken etki gosterebilir.

9. Oksidatif Stres

Normal saglikli bireylerde seminal plazma, asir1 reaktif oksijen tiirleri
(ROT) iiretiminin etkisini ndtralize eden dogal ¢Opgli veya antioksidanlar igerir.
Ancak, patolojik kosullarda ROT firetimi antioksidan kapasiteyi asan artmis
oksidatif strese neden olur (58-60). ROT, sperm bas ve mid-piece kismindaki
poliunsaturated yag asitlerinin lipid peroksidasyonu sonucunda defektif sperm
fonksiyonuna neden olabilir, sperm morfolojisini bozabilir, sperm motilitesinde
azalmaya yol agabilir ve yetersiz sperm-oosit birlesmesine yol agabilir (61,62).
Aynca, sperm DNA hasarina neden olabilir.

Varikoseli olan hastalarda ROT'un azalmug fertiliteyle iliskili oldugu ileri
stiriilmektedir. Varikoseli olan fertil veya infertil erkeklerin semen Orneklerinin

degerlendirilmesinde, varikoseli olanlarda olmayanlara gore daha yiiksek
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konsantrasyonlarda ROT bulundugu bildirilmistir (63). Infertil varikoselli
olgularin % 80'inde artmis ROT konsantrasyonu saptanmasina karsin, bu durum
varikoseli olan fertil hastalarin % 77'sinde, varikoseli olmayan fertil bireylerin
%20'sinde bulunmaktadir.

10. Apoptozis

Spermatogonia, spermatosit ve spermatid olmak iizere her 3 tip germ
hiicresi de apoptozis tarafindan olumsuz sekilde etkilenebilmektedir (64). Ayrica,
normal hiicrelerde bulunmayan endotelial nitrik oksit sentetazin (eNOS),
apoptotik germ hiicrelerinde varligr bildirilmektedir (65). Bu gozlem,
varikoseldeki germ hiicre apoptozisinde nitrik oksit (NO) ve eNOS'm rolii
olabilecegini diisiindiirmektedir.

Son zamanlarda, varikoseli olan hastalarda oligospermi gelisiminde
apoptozisin énemli rol oynadig ileri siiriilmektedir. Toplam germ hiicre basima
her biiyiitme sahasindaki ortalama apoptotik hiicre yiizdesinin degerlendirildigi
calismada, varikosel i¢in % 14.7, kontrol grubu igin % 2 orani verilmektedir.
Varikoseli olan hastalarin ejakiile edilen spermlerinin degerlendirildigi bir baska
calismada, sperm hiicreleri % 10'a kadar apoptotik iken kontrol grubunda bu oran
% 0.1 bulunmustur (66). Varikosel ve apoptozis arasindaki iligski 3 olay nedeniyle
birliktelik gostermektedir: Bunlar "heat stress" (1s1 etkisi), androjen yoksunlugu ve
toksik uyaridir (67).

3.3. Normal Sperm Hiicresi

Insanda sperm ortalama 60 um. uzunlugundadir. Sperm kuyrugu 4 parcadan

olusur

1.Sperm baglant1 parcasi (Connecting piece)
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2.0Orta boliim (Middle piece

3.Esas parca (Principal piece)

4.Son parga (Terminal piece)

Baglayici

Mitokondrial
kilif

;‘,;ﬁ?i }

Sekil 1- Normmal Spermatozoanm Semast
(Sekil Fawsett DW: The mammalian spermatozoon. Dev Biol 44: 394-436.

1975’den degistirilerek alinmistir.)
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Sperm baglanti parcasi (Connecting piece):

Sperm basgi ile kuyrugu arasindaki kisa pargayi olusturur (Sekil 2). Boliinmiis
kolonlar ve yogun fibroz yapidan olusmaktadir. Kapitulum ve sperm basinin
kaudalindeki bazal tabaka sperm basi ile kuyrugu arasinda yer alir. Kapitulum
distalinde ¢izgili yap1 (striated collar) ile devam eder ve daha sonra orta pargada
dis yogun lifler "outer dense fibers" (ODF) ile siirer. Ayn1 yap1 aksonemi de sarar.
Sperm basi ile kuyrugu arasinda devamliligi baglanti parcasi denen yapi saglar.
Kapitulumdan geriye dogru uzanan dokuz adet parcali kolon, flagelluma yogun lif
yapilar ile baglanmaktadir (68). Boylece baglanti pargasi da dis lifler sayesinde

devamlilik gostermektedir.

Sekil-2 Sperm baglant1 parcast.

(Sekil, Kadioglu A, Cayan S, Orhan I. Erkek Reprodiiktif Sistem Hastahklar1 ve

Tedavisi. Tiirk Androloji Dernegi 20; 264-282 2004’den alinmustir.)
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Orta boliim (Midpiece):

Aksonem boyunca yer alan 9 adet ODF'nin her biri, mikrotiibiiler doublet ile
iligkilidir. Bu boliimdeki mitokondriyal yap1 helikal diizenlenmistir ve enerji igin
gerekli yapidir, i¢ mitokondriyal membran enerji iiretiminden sorumludur ve
flagella motiliteden sorumludur. Bu yapinin, proksimalden distale dogru gittikce cap1

azalir. Distalde orta parga ile esas parcayi birlestiren annulus ile sonlanr.

Son par¢a (Terminal piece}:

ODF ve fibroz sheath (kilif) yoktur, sadece 9+2 aksonemal yapi mevcuttur.

Aksonemal yapi distale dogru:

1. Dynein kollarin kaybi
2.Santral mikrotiibiillerin kayb1
3.Mikrotiibiiler doublet’lerin ayrilmasi

4.B mikrotiibiil subunitlerin kaybolmasi ile sekillenir (69).

Bu yapilarda ¢inko kromatin stabilitesinde rol oynayarak, ODF yapisinda yer alir
(ODF yiiksek sistin yapisina bagl disiilfid baglan ile stabilizedir) ve sistinin
silfidril  gruplarima  baglanmasin1  saglar. Yine sperm membraninin
stabilizasyonunda gorev alir.

AKksonem

Flagellada hareketin olusumunu saglayan temel yapi aksonemdir ve 9+2
diizeninde mikro-tiibiiler ikililerden olusur . Digta 9 adet tubulin dimerlerinden
olusan A ve B alt lifler harekette rol oynar . Distaki 9 ikilinin her biri radyal

uzantilarla santral mikrotiibiile baglanir. Santral mikrotiibiil doublet iki adet A alt
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lifinden olugmaktadir ve birbiriyle capraz kopriilerle baglanmaktadir. Santral

miktotiibiil ikilisinden ayn1 zamanda i¢ kilif uzantilar1 ¢gikmaktadir (70).

ODF flagellumun % 60'n1 olusturur. 3-8 no'lu doublet kisa (6 pum), 2-4-7 no'lu
doublet orta (17-21 pum), 1-5-6-9 nolu doublet uzun (31-35 um) kolonlardir. ODF
santralde medulla ve ince korteksten olusur. ODF ve FS yogun disiilfid baglar
nedeniyle iyonik deterjanlarla (Sodyum dodeayl siilfat) ¢6ziilmeye direnglidir. Bu
sekilde izolasyonu ve biokimyasal analizi daha kolaydir. Disiilfid ile baglantilar
epididmal gec¢is boyunca arttig1 goézlenmistir. Yine, Zn ODF proteinleri
yapisindadir ve disiilfid baglantilarinin diizenlenmesinde 6nemlidir (71).

Fibréz kilif (Sheath) (FS):

3 adet protein (AKAP3-4, TAKAP-80), cAMP bagimli protein kinaz (PKA) enzim
araciligiyla hiicre sinyalizasyonunda rol oynar. 2 enzim (Gliseraldehit 3-fosfat
dehidrogenaz ve hekzokinaz) fibroz kilifta yer alir ve glikolitik yolda gorev alirlar.
FS, flagellar hareketin planinda ve seklini etkiler ve kivrilma hareketinde yer alir.
Ancak, in situ degerlendirilmesinde ve kuyruga ait diger komponentlerden
ayrilmasinda yasanan giicliikler nedeniyle fonksiyonlarina ait deneysel kanitlar
yetersizdir. PKA, serin ve tirozin proteinlerinin fosforilasyonunu saglar ve
kuyrukta lokalize proteinleri hedefler. Tirozin kinazda ise fosforilasyon igin
glikolitik yol o6nemlidir. PKA, cAMP i¢in hedef ve ATP'den adenil siklaz

yoluyla sentezlenen sekonder mesajcidir (72).

Mitokondriyal kihf:

Mitokondriyadan zengin kisim orta pargadadir. Helikal ve siki sekilde yerlesen

mitokondriyalarin etrafindaki kilif yapidir. Kresentrik yapilari, duvarin belli bir
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rijiditede olmasin1 saglar. Selenyum eksikliginde bu yapinin bozukluklar

tariflenmistir. Spermatozoadaki mitokondriya:

1. Hipotonik ortama

2. Yetersiz Ca 2+ girisine direncine

3. Laktat1 oksidatif substrat olarak kullanabilme yetenegi ile diger

mitokondriyalardan ayrilir.

Mikrotiibiil duvar1 longitudinal ve lineer olarak yerlesir ve a ile p tiibiiler alt
tinitlerden olusur. Her bir tiibiill komplet A ve inkomplet (C seklinde) 6
mikrotiibiillerden olugsmaktadir (73). B tipler, A tip subiinitlere neksinler sayesinde
baglanarak iletimi saglar. Neksinler elastaz ile etkilenir. Flagellar bend (biikiilme)
acisini arttirir. Flagellar beat frekansini azaltir. Aksonem, komsu mikrotiibiiler
ikililerin B alt lifleri ile capraz kopriiler olusturur ve ATP hidrolizi ile ag1g1 ¢ikan
enerji harekete doniiserek etki eder. Hidrolitik {irlinlerin agiga ¢ikmasi hiz kisitlayi-

c1 basamagi olusturur (70).

Hiicre hareketinden sorumlu enzimatik mekanizma ise i¢ ve dis kollarda
yer almaktadir. Gii¢ motoru: Flagella ve silya hareketini saglayan itici gii¢
kaynag1 mikrotiibiiler ikililerin kollarindaki adenozin trifosfatazdir (Mg bagimli).
Kimyasal enerji kinetik enerjiye cevrilir, insan sperminin gii¢ kollarinda yiiksek
molekiiler agirlikli ATP {initeleri disinda, degisik sayida diisiik molekiiler agirlikli
alt Uniteler (tektin) de bulunmaktadir. Aksonem, komsu mikrotiibiiler ikililerin B
altlifleri ile ¢apraz kopriiler olusturur ve ATP hidrolizi ile acig1 ¢ikan enerji
harekete doniiserek etki eder. Hidrolitik iirlinlerin agiga ¢ikmasi hiz kisitlayici

basamagi olusturur.
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Sitoplazmik droplet

Seminifer tiibiil tarafindan salgilanan spermatozoa icinde kii¢iik sitoplazmik
kitledir. Lizozomal enzimlerden zengindir. Epididim boyunca sperm hareketi
sirasinda esas yerinden hareket ederek baglant1 par¢asindan orta parcanin sonuna
dogru ilerler. Ejakiilatta dropletlerin varligi, ODF ve FS gibi yapilarin
eliminasyonuna bagli epididimal fonksiyon bozuklumu ve fertilizasyonun

azalmasi ile birliktelik gosterir.

3.4 Sperm Motilite Bozuklugu

Sperm motilite bozukluklari; sadece motiliteye ait bozukluklar (izole
astenospermi) veya sperm sayisinin ve morfolojisinin de birlikte bozuldugu
(oligospermi ve teratospermi ile eslik eden) astenospermi olmak iizere iki sekilde
goriiliir, izole astenospermi erkek infertil olgularin yaklasik % 24'linde, diger say1
ve morfoloji ile birlikte motilite bozukluklar1 ise % 55 oraninda goézlenir (74).
Sperm motilitesini degerlendirmek i¢in semenin likefaksiyonundan sonra
incelenmesi uygun olacaktir. Cinsel perhiz siiresi en az 48 saat olmalidir.
Spermatozoanin epididimden gecis siiresi ortalama 11-12 giin civarindadir ve
testislerden sperm iretimi arttikga epididimal gecis siiresi 3-5 giline dek
kisalacaktir. Ancak testisten sperm iiretimi azalmigsa epididimal gegis siiresi de 15
giine dek uzamaktadir ve epididimden gecis siiresi arttikca sperm motilitesi daha
fazla bozulacaktir. Yapilan ¢aligmalarda sperm parametreleri normal olanlarda ilk
ejakiilat 6rneginden 24 saat sonra alinan 6rneklerde total motil sperm sayis1 anlamli
olarak azalirken, tam tersine say1 ve motilite bozuklugu olan infertil erkeklerde 24

saat sonraki Orneklerde total sperm sayisinda belirgin artis saglanmistir (75).
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Ozellikle ICSI uygulamalarindan once immotil sperm saptanan olgularda
epididim ve diger genital bez yapilara ait sperm motilitesi lizerine olumsuz etkiye

sahip bazi maddelerin etkileri de bu sekilde en aza inecektir.

DFS (Dysplasia of Fibrous Sheath) "Stump Tail Syndrome'-Fibroz kilifin

displazisi:

1.Santral mikrotiibiil ¢iftin kayb1
2.Giig kollarinin yoklugu
3.D1s yogun liflerinden 3 ve 8'de anormal uzantilar olmasi

4.0rta pargalarda birlesme bozuklugu

Hipertrofi ve hiperplaziye bagh fibroz yapilar sperm kuyrugunun kisa, kalin ve
irregiiler olmasina yol acar. Kuyrugun 6zel bir sekilde kisa ve kalin kalmasina bagh
giidiik kuyruk sendromu (stump-tail) olarak da eski literatlirde yer almistir. Bu tip
problemler ge¢ spermiogenez doneminde gerceklestigi icin testikiiler orijinlidir ve
fibroz kiliftaki bozukluklar tiim spermatozoay:1 etkiledigi i¢in ciddi motilite
sorunlarina yol acar (76). Aksonem yapisindaki fibroz kilif yapisiyla beraber olan
bozukluklar longitudinal kolonlarla transvers kolonlar arasindaki uyumu bozar.
Bazilarinda sadece santral ikilide (doublet) ve gii¢c kollarinda kayip saptanirken,

bazilarinda 9+2 aksonemal yap1 tamamen kaybolmaktadir.

Immotil Silya Sendromu

Aksonemde yapisal bulgular:
1. I¢ ve dis gii¢ kollarinda kayip

2. I¢ kollarinda kay1p, dis kollarda kisalik
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3. I¢ kollar, neksin baglantilar1 ve radyal uzantilarda kayip, mikrotiibiiler ikililerde
bozulma

4. Dis gii¢ kollarinda kayip

5. Radyal baglant1 ve baglant1 baglarinda kay1p

6. Santral mikrotiibiiler ikililerin eksik veya defektif olmasi

Silia ve flagellalarda dynein kollar eksiktir, i¢ ve dis kollar yok ise, sperm
hareketsiz kalacaktir. Ancak sadece dis kot yok ise sinirli sperm hareketi vardir.
Yine aksonemin aksesuar yapilarindaki bozukluklarda ise hareket kaybindan ¢ok,
hareket bozukluklar1 gozlenir. Ancak bu taniy1 koyabilmek i¢in ¢ok sayida kesitin
elekron mikroskobik incelemesi gereklidir, ilk kez Kartagener tarafindan 4 olguda
situs inversus, brongektazi ve kronik siniizit tablosu ile tariflenmistir. immotil silya
sendromu saptanan olgularin (siklig1 1:20000) yaklasik % 50 oranindaki bir grubu

Kartagener sendromu tanisi alir. Otozomal resesif gecis s6z konusudur.

Non-spesifik flagellar anomali:

Astenospermi en sik bu tabloda gozlenir (motilite bozukluklarinin % 70
oraninda). Bazen aksonemal yap1 normal olmakla beraber, kuyruktaki fonksiyon

bozukluguna bagli astenospermi tanisi alan erkeklerde saptanabilir.

Protein karboksil metilaz eksikligi:

En ¢ok testiste ve sperm kuyrugunda yogun olarak bulunur. Spermatogenez
sirasinda  enzimin  diizeyi  yiikselir.  Protein  karboksil — metilaz ~ S-

adenozilmetiyoninden proteinlerin karboksil gruplarmma metal gruplar1 tasir ve
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calmodulin metilasyonunda rol oynar. Klinik olarak rutin protein karboksil

metilaz 6l¢iimiiniin degeri agik degildir.
Antisperm antikorlar

Ig G ve Ig A tipi sperm antijenlerine yapisan antikorlar, hiicre i¢i enerji i¢in
gerekli kalsiyum, cAMP, ATP diizeylerinde olumsuz degisikliklere yol agarak
sperm motilitesinde bozukluklara yol acabilir. Ozellikle gegirilen infeksiyonlar,
inguinal cerrahiler, testis travmasi ve tiimorleri ile varikosele bagli anti-sperm

antikorlarin gelisimine yol agmaktadir.
Infeksiyon:

Erkekte genital infeksiyon tanisi i¢in {irogenital infeksiyon dykiisii ve/veya olagan
dis1 rektal tuse bulgusu, prostat sekretinde veya idrar orneginde lokosit veya
bakteri saptanmasi, semende 15kosit sayisimn 1x10%1n iistiinde olmasi, 2 kat diliie
seminal plazmada 10*/ml iistiinde patojen veya 10%/ml'in distiinde non-patojen
bakteri saptanmasi, aksesuar bezlerin sekresyonunda bozukluk bulgularindan en
az ikisinin var olmasi yeterlidir. Tanida interlokin-6 diizeyinin arastirilmasi
degerlidir, clinkii serbest oksijen radikalleri ile birlikte etkilenmesi ve korelasyonu
gosterilmigtir.  Burada  sitokinlerin  spermatozoa membraninda lipidlerin
peroksidasyonunu uyaran etkilerine bagli ortamda serbest oksijen radikalleri
bulunmaktadir. Serbest oksijen radikalleri semende polimorf niiveli 16kositler ve
anormal spermatozoadan kaynaklanir. Infeksiyona bagli artan serbest oksijen
radikalleri sperm motilitesini olumsuz etkilemektedir. Bu da hiicre i¢i ATP
konsantrasyonunun diismesiyle aksonemal protein fosforilizasyonun azalmasi ve
sonucunda sperm immobilizasyonuna baglidir. Serbest oksijen radikallerindeki bu

artis ayn1 zamanda sperm niikleusunda DNA biitiinliiglini de bozmaktadir.
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Infeksiyonlar sonrasi uygulanan antibiyoterapilerle sperm parametrelerinde artis

gozlenirken, tedavi her zaman dogum oranlarini ayni sekilde etkilemez (77).
Sigara

Sigara icen infertil erkeklerle, sigara igmeyen infertil ve fertil erkekler arasindaki
calismada sigaraya bagli intrasitoplazmik artik artis1 gozlenmektedir (78). Wong
ve arkadaslar1 yaptiklart diger c¢aligmada sigara icen erkeklerde infertilite
probleminin daha sik rastlandig1 ve sigaranin i¢inde saptanan kotin maddesinin kan
ve seminal plazma miktarlarinin 6l¢iimii sonrast sperm parametrelerinin olumsuz

etkilendigi bildirilmektedir (79).
Varikosel

Asir1 serbest oksijen radikalleri lipid peroksidasyonu sonrasi hiicresel hasara yol
acmaktadir. Bunun sonucunda da sperm motilitesi azalmaktadir. Varikoselli
erkeklerde lokal ve sistematik olarak serbest oksijen radikallerinde artis
gosterilmistir. Varikoselin tedavisi ile de motilite bozukluklarinda diizelme

kanitlanmistir (80,81).

3.5 Erkek Infertilitesinde Genetik Degerlendirme
Tim infertilite olgularinin % 30-50'sinde erkek faktorii bulundugu icin erkek
infertilitesi onemli bir tibbi problem olarak kabul edilmektedir (82). Ancak
erkeklerin % 30-40'mda anormal sperm iiretim nedeni tam olarak ortaya
konamamaktadir. Genetik degiskenliklerin agir infertilite olgularimin biiyiik

kismindan sorumlu oldugu diisiiniilmektedir(83).

Spermatogenez hiicre proliferasyonu, mayoz ve farklilagsmasini kapsayan uzun ve

karmagik bir iglevdir. Erkek germ hiicre iiretimi islevinde yer alan ¢ok siki kontrol
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altindaki sinyal akisinm etkileyen genetik degisiklikler bazen olumsuz sonuglara yol
acabilmektedir, insanlarda erkek infertilitesine neden olan bir ¢ok genetik etiyoloji
tanimlanmistir. Ayrica teknoloji sayesinde fare modelinde spesifik bir genin
delesyonu yaratilarak spermatogenezde rolii olan genlerin ayirt edilmesi
saglanabilmektedir. Ancak bu yeni genetik bulgular siddetli erkek infertilitesinde
kullanilan 6zellikle TESE ve ICSI gibi iiremeye yardimecr tedavi yontemleri
uygulanmasi agisindan dikkat c¢ekicidir. Normalde transferi miimkiin olmayan
genetik yapiy1 tastyan ve dogal bariyerleri asarak fertilizasyon yapamayacak
defektif spermler ICSI'de kullanilabilir. Bu nedenle erkek infertilitesi ile iligkili
genetik bozukluklarin bilinmesi gerekmektedir. Infertil ve subfertil erkeklerde
kromozomal bozukluklar sik olarak bulunabilmektedir. Normal populasyonda %
0.5 civarinda bulunan bu durum 9766 infertil erkegin degerlendirildigi bir analizde
% 5.8 civarinda bu tip bir anomalinin bulunabilecegi bildirilmistir (83). Bu
erkeklerin % 4.2'sinde seks kromozom anomalileri, % 1.5'inde otozomal
kromozomal anomaliler saptanmistir. Ote yandan 94.465 erkek yeni doganda
yapilan benzer bir analizde kromozomal anomali oram % 0.38, seks kromozomal
anomali oran1 % 0.14, otozomal kromozomal anomali oran1 ise % 0.25 bulunmustur
(84). Kromozomal anomaliler seks kromozom anomalileri veya otozomal
kromozomal anomaliler yaninda sayisal ve yapisal kromozomal anomaliler olarak
da alt gruplarda degerlendirilebilir. Sayisal anomaliler hiicre bagina diisen
kromozom sayisinda goriilen deviasyonlardir. Poliploidi, kromozom sayisinin katli
oranda arttigin1 ifade eder veya andploidi bir veya daha fazla kromozomun kayb1
veya fazlaligini ifade eder. Poliploidi genellikle yasamla bagdasmaz veya belli tip
kanserlerde karakteristik olarak goriiliir. Anoploidi ise yasamla bagdasir, ancak

klinik olarak agirligi hangi kromozomun etkilendigine gore degismektedir.
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Yapisal kromozomal anomaliler bir veya daha fazla kromozomun delesyonunu
veya duplikasyonunu igermektedir. Ayni zamanda kromozomal yeniden
diizenlenme ve translokasyonlar1 da igcermektedir. Otozomal ve seks
kromozomlar1 bu tip diizensizliklerden etkilenmektedirler ve her iki durumda da
erkek infertilitesi ile iligkisi bulunabilmektedir. Karyotip degerlendirmesi sayisal
ve yapisal kromozomal anomalileri saptamada faydali bir yontemdir. Ozellikle
ejakiilatinda 5 milyon/ml. altinda sperm hiicresi bulunan idiyopatik infertil erkek
hastalarin yaklasik % 7-13'linde karyotip bozuklugu saptanmaktadir. Somatik
karyotipi normal olan bazi hastalarin da germ hiicrelerinde bulunan kromozomal
anoploidi ¢ocukta potansiyel genetik problemlere neden olabilir. Bu konuda
Ozellesmis laboratuvarlardan ejakiilattaki spermlere floresan in situ hibridizasyon
(FISH) yapilmas: istenebilir. Eger numerik veya yapisal kromozomal anoploidi
bulunursa prenatal genetik tani i¢in genetik danisma, amniosentez veya koryonik
villus biyopsisi onerilmelidir (84,85).

Y Kromozom Mikrodelesyonlar:

1976'da Y kromozomdaki yapisal degisikliklerin erkek infertilitesinde rolii
olabilecegi ileri siirlilmistiir (86). Artik Y kromozomunun uzun kolunun
spermatogenez i¢in gerekli oldugu ortaya konmustur. Yq iizerinde 3 adet birbiri
ile ortlismeyen lokus veya bolge haritalanmistir. Bu bolgeler AZFa (proksimal),
AZFb (santral) ve AFZc (distal) olarak isimlendirilmektedir (Sekil 3) (87).
AZFd isimli 4. bir bolge daha 6nerilmis olmakla birlikte bu bolgeye ait heniiz bir
gen ailesi tanimlanmamaistir (88). Bu bolgeler olasilikla spermatogenezin degisik
safhalar1 i¢in gerekli olan multipl genleri kapsamaktadir. AZFa lokusu i¢in aday
genler USP9Y (ubiquitin spesifik proteaz 9) ve DBY (dead box), AZFb igin

RBMY (RNA binding motif) ve AZFc i¢cin DAZ (deleted in azoospermia) genidir
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(87,89,90). Bu bolgelerin delesyonu agir oligospermi ile birlikte &zellikle
siddetli azoospermi ile ilgilidir ve siklikla DAZ genini de kapsamaktadir.
Hasta se¢im kriterlerine gore degismekle birlikte obstriiktif olmayan
azoospermik erkeklerdeki Y mikrodelesyon insidensi % 8-18 arasinda
bildirilmektedir. Bu bolgede 30'dan fazla gen ve gen ailesi tanimlanmistir (87).
Birka¢ genin spermatogenezde defektle iliskisi ortaya konduysa da ¢ogu genin

fonksiyonu bilinmemektedir.
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Sekil-3. Y kromozomunun yiiksek rezoliisyon bandlama ve haritalanmasi.

(Sekil, Kadioglu A, Cayan S, Orhan I. Erkek Reprodiiktif Sistem Hastaliklar1 ve

Tedavisi. Tiirk Androloji Dernegi 15; 193-216 2004’den degistirilerek alinmistir.)
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En soldaki Y kromozomunun yiiksek rezoliisyon 6TG bandlama ile ortaya ¢ikan
gorlintiisiinii  sematize etmektedir. Ortadaki resimde Vergnaud'un 1986'da
Southern blotting yontemi ile 7 intervale bolerek tanimladigi harita goriilmekte-
dir. Vollrath ise 1992'de tiim Y kromozomunu 43 subintervale bélmiistiir. Su anda
en sik kullanilan harita budur. Ancak daha sonra Human Genome Project
cercevesinde Washington University ve Whitehead Institude liderliginde 300'in
tizerinde sekans bolgesi (STS) jenere edilmis ve haritalanmistir. 1994'den beri Yq
mikrodelesyonlarinin azoospermik ve oligospermiklerdeki oranlarini tespit etmek
ve infertil fenotip ile delesyonun boyut ve pozisyonunu iliskilendirmek icin
cesitli kombinasyonlarda klinik ve molekiiler calismalar yiiriitilmektedir. Bu tip
bir bilginin edinilmesi 6zellikle tip II Sertoli cell-only sendromu (SCOS) veya agir
hipospermatogenez gosteren hastalarin ICSI yontemi araciligi ile ¢ocuk sahibi
olabilmeleri ve bu genetik defekti erkek ¢ocuklara gecirme riski agisindan 6nem

tagimaktadir.

Y kromozom mikrodelesyonlar1 spermatogenetik yetmezligin en sik sebeplerinden
biridir (91). Idiyopatik azoospermide % 15-20, idiyopatik oligospermide % 7-10
oraninda rastlanmaktadir. Literatiir genel olarak degerlendirildiginde % 1
arasinda degisen sikliklara rastlamak olasidir (92,93). Sonug olarak Y kromozom
mikrodelesyon insidensi galisilan gruplarin heterojenitesi, topluluklar arasindaki

varyasyon nedeni ile farkli oranlarda tespit edilmektedir.

Genotip/fenotip iliskisini kurmak tamami ile miimkiin olmasa da bir dizi ¢alisma
genel egilimi desteklemektedir ve genotip/fenotip baglantisi su dogrultuda genel

kabul gormektedir;
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1-Delesyonlar azoospermi veya agir oligospermide belirgin olarak bulunmaktadir,
2-Anormal androlojik bulgusu olan hastalarda daha sik delesyon bulunmaktadir,
3-Azoospermiklerde oligospermiklerden fazla, idiyopatik infertilitede etiyolojisi

bilinenlere gore Yq delesyon frekansi daha siktir,

4-Biiyiik delesyonlar genellikle agir spermatogenetik defekt ile iligkilidir,

5-AZFa delesyonlar1 daha seyrek (% 1-5) ve genellikle tip 1 SCOS ile iligkilidir,

6-AZFc ve AZFb+AZFc en sik rastlanan delesyonlardir (94).

TESE/ICSI yiiksek oranda invaziv ve olasi yan etkileri mevcut bir yontemdir (95).
TESE uygulanacak hastalarda AZFa, AZFb veya AZFc tipi delesyonlar sperm elde
edilmesinde prognostik faktor olarak ileri siiriilmektedir. Brandel ve arkadaslari,
AZFDb delesyonun bulunmasinit TESE i¢in koétii prognostik bir bulgu oldugunu ileri
stirdiiler (96). AZFc delesyonlart ve parsiyel AZFb delesyonu olan hastalarin %
50'sinden sperm elde edilebilitken, komplet AZFb delesyonunda matiir
spermatozoa bulunma sansi neredeyse yok kabul edilmektedir. Bu nedenle Y
mikrodelesyonunun pozisyonu ve biiyiikliigli 6nem tagimaktadir. AZFc bolgesini
iceren veya bu bolgeye uzanan delesyonlarda (AZFb+AZFc ve
AZFa+AZFb+AZFc) testikiiler spermatozoanin total yoklugu ile iliskili

bulunmustur (97).

Normal fertillerde de Y kromozom mikrodelesyonlart aragtirilmistir. Kent-
First ve arkadaslari, 85 STS tarayarak yaptigi ¢alismasinda ilk grupta 200 fertilde
hi¢ delesyon saptamamustir (98). Sonraki 700 fertilde yapilan ¢alismada 2 bireyde
sY272,3 bireyde sY207 saptanmustir (% 0.7). Pryor ve arkadagslari, 200 fertil
erkegin 4'inde (% 2) distal AZFb kisminda delesyon saptamistir (99). Kent-First

ve arkadaglari, 920 fertilde yapilan ¢alismalarinda 8 kiside delesyon tespit etmistir
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(% 0.87) (100). Burada tespit edilen 4 STS'nin polimorfizm gosterdigi diistiniil-
miistlir. Bunlar sY207, sY272 (delesyon interval 6'min proksimali), sY269 (AZFc
bolgesinde), Amelogenin-Y (p-kolunda)'dir. Cogu calisma Yq delesyonu olan
erkeklerde tipik olarak en az 0.5-1 milyon baz cifti uzunlugunda DNA delesyonu
oldugu yoniindedir. Ote yandan 3 veya daha az sirali STS'lere ait ultra-short
delesyonlarin infertil kisilerde (% 3.5) ve fertil kisilerde (% 2.9) benzer bulunmasi,
bu ¢ok kisa Y kromozom delesyonlarmin polimorfizm gosterdigini ve infertilite

sebebinden ¢ok normal bir varyasyon oldugunu ifade etmektedir (99).
Seks Determining Region Y (SRY):

Bu gen testis determinasyonunda yer almaktadir (100,101). Baz1 46XY seks reversed
disilerde yetersiz veya SRY yoklugu bulunmaktadir (102). Bu hastalarin sadece
kiiciik bir oraninda SRY bozuklugu bulunmasi nedeni ile baska etiyolojilerde ileri
strilmistiir (103). XY seks reversed disilerde X'e bagli seks reversed 16kiisiin
(SRVX) duplikasyonundan bahsedilmektedir (104). Gergekte bazi seks reversed

disilerde SRVK'in 2 aktif kopyast bulunmaktadir.
Deleted in Azoospermia (DAZ):

1995'de DAZ (deleted in azoospermia geni) Y kromozom iizerinde tanimlandi (90).
Bu gen normal spermatogenezin tamamlanmasi i¢in gerekli bir gendir. Bu geni
iceren bolge azoospermik ve oligospermiklerde delesyone olarak bulunmaktadir.
DAZ delesyonu bu iki infertil kategorideki hastanin degerlendirilmesinde goz
Online alinmasi gereken bir gendir. Y kromozomunda mikrodelesyon saptanan
hastalarin ejakiilatlarinda veya testislerinde birkag sperm bulunabilir, bu

spermler bu hastalarin TESE-ICSI i¢in aday olmalarina neden olabilir. Bu
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spermlerle elde edilen gebeliklerde Y mikrodelesyon tasiyiciligi bulunmasi ve

sonraki jenerasyona transferi miimkiindiir.

Y Kromozom Mikrodelesyon Tanisinda Testler:

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) Y kromozom iizerindeki spesifik delesyonlarm
tespit edilmesi i¢in sik kullanilan bir yontemdir (105). Laboratuvarlar arasinda
degiskenlik gosteren sekans bolgeleri bulunmaktadir ve bu nedenle inceleme
spermatogenezle ilgili AZF bolgelerini kapsayan incelemeler yapilmalidir.
Multipleks PCR, pozitif ve negatif kontrollerle (normal erkek ve kadin DNA)
degerlendirilmeli ve Y kromozomu i¢in pozitif bir marker (genellikle SRY)
kullanilmalidir. Uremeye yardimer tedavi yontemleri planlanan bu hastalara genetik

danisma verilmelidir

3.6. Mitokondrial DNA

Human mtDNA

16569 bp

Sekil-4 Insan Mitokondrial DNA genomu
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(Sekil Wei YH, Kao SH; Mithochondrial DNA Mutation and Depletion are
Associated with Decline of Fertility and Motility of Human Sperm. Zoological
Studies 39(1);1-12 2000 ‘den degistirilerek alinmustir.)

Mitokondria, eukaryot hiicrelerin enerji metabolizmasinda onemli rol
oynamakta, oksidatif fosforilasyon (OXPHOS) ile saglanan enerji ile sperm
hareket etmektedir. Mitokondial DNA (mtDNA) OXPHOS enzimatik
kompleksinin bir kisim alt {initelerini kodlamaktadir(106). Ozellikle yiiksek enerji
ihtiyaci olan iskelet kasi, bobrek, beyin, karaciger ve germinal hiicrelerin bazi
hastaliklarinda, mitokondrial veya niikleer DNA kodlarindaki mutasyonlar
saptanmistir(107-109). Kao ve arkadaglarinin yaptigi c¢alismada mtDNA
delesyonu ile insan sperm hareket azligt ve infertilite iliskili oldugu
saptanmistir(110). Sperm hiicrelerinde de enerji mitokondrialardan saglanarak sperm
motilitesini saglar. Insan sperm hiicresinde orta kisrmda 70-80 adet mitokondri yer
alir. Insan sperm mtDNA 16569 bp’den olusan ¢ift sarmalli DNA molekiiliinden
olusur ve 2 rRNA, 22 tRNA ve 13 polipeptiti kodlar (Sekil-4)(111). Insan mtDNA
maternal kalitim gostermektedir. Mitokondrial respiratuar zincir reaksiyonu
mitokondrial ve niiklear genlerdeki gen ekpresyonunun koordinasyonuna baglidir.
Her iki genlerdeki mutasyonlardan biri mitokondrilardaki enerji {iretimini bozabilir.
Biiyiik mitokondrial DNA delesyonlar1 mitokondrial myopatili hastalarin ve yash
bireylerin etkilenmis dokularinda bulunmaktadir. mtDNA delesyonlar1 pek ¢ok
post mitotik hiicre tipinde yaygidir. Ozellikle 4977bp’lik delesyona beyin,
karaciger, kalp ve testis gibi pek cok dokuda rastlamistir. Bu yaygin delesyon
7.4kb’lik bir alam1 kaplamaktadir ve uglarinda tekrar dizileri mevcuttur. Bu
uclardaki tekrarlardan dolay1 polimeraz enzimi bu kisimlar1 yanlis okumaktadir.

Bu yanlis okunmadan dolay1 delesyon meydana gelmekte ve elektron transfer
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zincirinde ATP sentezi i¢in gerekli olan birkag genin kaybi1 gerceklesmektedir
(112). 4977bp’lik mtDNA delesyonu sonucunda pek ¢ok yapisal genin delesyonu
veya kismi kayb1 (ATPase 6/8, COIIl, ND3, ND4L, ve ND4) gerceklesmektedir.
7345 ve 7599bp’lik delesyonlar ise benzer sekilde pek cok yapisal genin
delesyonuna veya kismi kaybima (ATPase 6/8, COIIl, ND3, ND4L, ND4, ND5,
ND6, Cyth, ve 8 tRNA geni) neden olmaktadir. Bu mtDNA genlerinin kaybi
solunum zincirinde eksikliklere neden olabilmektedir. Delesyonlu mtDNA
bolgesinden kodlanan proteinleri igeren defektli solunum zincir proteinleri serbest
oksijen radikalleri olusumunu arttirmakta ve sonugta oksidatif hasar ortaya
¢ikmaktadir. Spermatozoalarin plazma membranlart doymamis yag asitlerinden
zengin oldugu i¢in oksidatif hasardan diger hiicrelerle karsilagtirildiginda daha
fazla etkilenmektedirler (113). Mitokondrial disfonksiyonuna endojen ve ekzojen
serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasar ve mtDNA mutasyonlarinin
neden olabilecegi gosterilmistir (114). Reaktif oksijen tiirleri (ROT) siirekli olarak
solunum zinciri tarafindan olusturulmaktadir. Eger ROT yeterli diizeyde elimine

edilemezde mtDNA’da hasara neden olabilmektedir.

Calismada, varikosel pozitif ve varikosel negatif oligoastenospermili infertil
hastalarda 7345bp ve 7599bp’lik mtDNA delesyonlarinin spermiogram testi normal
olan kontrol grubu ile karsilastirilarak delesyonlarin varikosel ve infertiliteyle

iliskisinin tespit edilmesi amaglanmaktadir.
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4. GEREC ve YONTEM
4.1. Hastalarin Se¢imi

Calismaya Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul onay1 alindiktan sonra
Firat Universitesi Tip Fakiiltesi Uroloji poliklinigine infertilite nedeniyle basvuran,
spermiyogram tetkikleri Diinya Saglik Orgiitii (DSO) kriterlerine gore, ayni
laboratuar teknisyeni tarafindan 3-5 giinliik cinsel perhiz sonrasi alinan semen
orneklerinde oligoastenospermi tespit edilen hastalar dahil edildi. Hastalar varikosel

olan ve varikosel olmayan olarak 2 gruba ayrildi.
4.1.1. Varikosel Tespit Edilen Infertil Hastalar

Infertilite nedeniyle takip edilen, spermiyogram tetkiki sonucu DSO
kriterlerine gore oligoastenospermi tespit edilen, fizik muayene ve dopler
ultrasonografi ile varikosel tespit edilen 20 erkek hasta ¢alismaya dahil edildi.
Hastalarin ejakulat 6rnekleri -20 derecede saklandi. Hastalarin hormon profili (FSH,

LH, Total Testosteron, Prolaktin, Estradiol) tarandi, normal olanlar ¢caligmaya alindi.
4.1.2 Varikosel Tespit Edilmeyen Infertil Hastalar

Infertilite nedeniyle takip edilen, spermiyogram tetkiki sonucu DSO
kriterlerine gore oligoastenospermi tespit edilen, fizik muayene ve dopler
ultrasonografi ile varikosel tespit edilmeyen 20 erkek hasta ¢calismaya dahil edildi.
Hastalarin ejakulat 6rnekleri -20 derecede saklandi. Hastalarin hormon profili (FSH,

LH, Total Testosteron, Prolaktin, Estradiol) tarandi, normal olanlar ¢caligmaya alindi.
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4.1.3 Kontrol Grubu

Fertil olan, spermiyogram tetkikleri DSO kriterlerine normal olan 20 erkek

hasta ¢caligsmaya dahil edildi. Hastalarin ejakulatlari -20 derecede saklandi.

4.2. Deneyin Yapihsi

Spermden DNA izolasyonu

Incelemeye alinan tiim olgularin DNA izolasyonlar1 gerceklestirilerek
delesyon caligmalari i¢in kullanildi.

4.2.1 Kullanilan soliisyon ve gerecler

DNA izolasyon kiti (PureGene), 1.5 ml’lik tiipler (Axygen scientific
MCT-150-A), 100 ve 1000 upl’lik pipet (Eppendorf), pipet uclari (Axygen
scientific), mikrosantrifiij, vorteks, izopropil alkol, % 70’lik etil alkol

4.2.2 izolasyon islemi
1. 1.5 mI’lik mikrosantrifiij tiiptine 900 ul ejakulat kondu.
2. 13 000-16 000 rpm’de de 20 saniye santrifiij edildi.
3. Goriinen beyaz pellete dokunmaksizin siipernatant yaklasik 10-20 pl residiiel
s1v1 birakacak sekilde atildi.
4. Hiicreler resiispanse olana dek tiip 10-15 saniye kadar hafif¢e vortekslendi.
5. 300 pl Nuclei lysis soliisyonu resiispanse hiicrelerin bulundugu tiipe eklendi.
geldigi gozlendi. Uzerine 12 ul DTT ve 1,5 ul Proteinaz K (20mg/ml) eklendi.
Ependorf tip elle birkag kez alt iist edilerek soliisyon igerisinde eklenen
maddelerin homojen hale gelmesi saglandi.

6. Ornekler 1 gece 55 °C’lik benmaride bekletildi.
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7. Orneklerin oda 1sisina gelmesi beklendi. 1.5 pl Rnase soliisyonu eklendi ve
tiip 25 defa alt-iist edilerek karistirildi. Karisim 37°C de 15 dakika inkiibe edildi.
Devam etmeden Once karisimin oda sicakligina gelmesi beklendi.
8. Niikleer pellete 100 pul protein presipitasyon soliisyonu eklendi. 10-20 saniye
vortekslendi. Vortekslemeden sonra kiigiik protein ¢okeltileri gortildii.
9. 13 000-16 000 rpm’de 3 dakika santrifiij edildi.
10. Icinde DNA bulunan siipernatant, i¢ine 300 ul isopropanol konulmus temiz bir
1.5 ml lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilarak tiip alt iist edildi. Isleme ag seklinde
DNA Kkiitlesi goriilene kadar devam edildi (50 kez).
11. 13 000-16 000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. DNA kii¢lik beyaz bir pellet
seklinde goriildii.
12. Siipernatant atilarak 300 pl %70 lik etanol eklendi ve tekrar 13 000-16 000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Siipernatan atilarak tiipler 1 saat oda 1sisinda
bekletilerek alkoliin u¢masi saglandi. 100 pl DNA rehisratasyon soliisyonu
eklendi. DNA’nin erimesi i¢in drnekler 60 °C’lik benmaride 1 saat bekletildi.
Ornekler +4°C’de saklandi.

4.3 PCR Protokolii

4.3.1 Kullamilan Soliisyon ve Geregler

ddH,0, dNTP seti, MgCl2, 10X buffer, Taq polimeraz, agaroz, EtBr, DNA
boyut markir, 5X TBE tamponu, yiikleme tamponu, mikrosantrifiij, elektronik
hassas terazi, vorteks, 37°C’ye ve 65°C’ye ayarlanabilen su banyosu, elektroforez
aparati, elektroforez box, Eppendorf Mastercycler Gradient, UV lambasi ile ilgili
okuma, kaydetme, fotograflama tinitesi, steril 1.5 ml, 0.5 ml ve 0.2 ml’lik

Ependorf santrifiij tiipler.
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Tablo 1: Total mtDNA ve delesyonlarin belirlenmesinde kullanilan primer

dizileri.

L1 (3304—3323): 5>~ AACATACCCATGGCCAACCT-3’
L2 (7901-7920): 5’>-TGAACCTACGAGTACACCGA-3’
L3 (8150-8166): 5’-CCGGGGGTATACTACGGTCA-3’
L4 (8251-8270): 5’-GCCCGTATTTACCCTATAGC-3’
L5 (8531-8550): 5’-ACGAAAATCTGTTCGCTTCA-3’
L6 (8811-8830): 5’-CACCCAACTATCTATAAACC-3’
HI1 (3717-3698): 5’-GGCTACTCGTCGCAGTGCGC-3’
H2 (3836-3817): 5’-GGCAGGAGTAATCAGAGGTG-3’
H3 (16255-16236): 5’-CTTTGGAGTTGCAGTTGATG-3’
H4 (16430-16411): 5’>-TGCGGGATATTGATTTCACG-3’
HS5 (16450-16431): 5’-CGAGGAGAGTAGCACTCTTG-3’

H6 (16509-16490): 5°-AGGAACCAGATGTCGGATAC-3’
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Tablo 2: insan spermatozooasinin mtDNA’sinda 4977, 7345 and 7599 bp’lik

delesyonlarin tespitinde kullanilan primerler ve PCR sonrasi elde edilen PCR {iriin

biiytikliikleri.
Primer Cogaltilan Bolge Normal mtDNA Delesyonlu mtDNA
Ll-Hla 3304-3717 414 414
L1-H2a 33043836 533 533
L2-H3d 7901-16255 8355 756
L3-H5d 8150-16450 8301 702
L4-H3d 8251-16255 8005 406
L5-H4c 8531-16430 7900 555
L6-Hé6c 8811-16509 7699 354
L6-H5c¢ 8811-16450 7640 295
L3-Hé6e 8150-16509 8360 3383b,
1015c,
761d

a. Total mtDNA ’nin tanimlanmasinda kullanilan primer ¢iftleri.

b. 4977bp’lik mtDNA delesyonun belirlenmesinde kullanilan primer
dizileri.

c. 7345bp’lik mtDNA delesyonun belirlenmesinde kullanilan primer
dizileri.

d. 7599bp’lik mtDNA delesyonun belirlenmesinde kullanilan primer
dizileri.

e. Long-range PZR iiriinlerinin elde edilmesinde kullanilan primer dizileri
(Kao S,1998)
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4.3.2 PCR Kurulmasi Islemi

Her bir tiipe 3 pl hasta DNA’s1 ve tizerine 6 ul MgCl,, 6 pl 10X buffer, 6
pul ANTP (2.5mM), 1 pl primer 1 (30pmol), 1 pl primer 2 (30pmol), 0.3 U Taq
DNA polimeraz ve 19.7 pl ddH,O konuldu. Hazirlanan tiipler vortekslendi ve
PCR cihazinda ¢ift sarmal DNA molekiillerini denatiire etmek icin yalnizca bir
dongii olmak tizere 94°C’de 5 dakika, denatiirasyon (melting) i¢in 94°C’de 40
saniye, yapisma (annealing) icin 60°C’de 40 dakika, uzatma (extension) i¢in
72°C’de 40 dakika olmak iizere toplam 35 dongii gerceklestirildi. En son
dongiideki uzatma periyodu 72°C’de 10 dakika olacak sekilde gergeklestirildi ve
ornekler 4°C’ye kadar hizla sogutuldu. Daha sonra bu PCR amplikonlar1 agaroz
jel elektroforezi ile analiz edildi.

4.3.3 Agaroz Jel Elektorforezi

Elde edilen PCR iirlinleri %1,5’lik agaroz jelde kosturuldu. %1,5’lik
agaroz jelin hazirlanmasinda 1,5 gr agaroz tartilarak iizerine 100 ml 0.5XTBE
eklendi ve mikrodalga firinda eritildi. Eriyen agaroz-TBE soliisyonu igerisine 7 pl
EtBr konuldu ve agaroz-TBE soliisyonu i¢inde iyice karigmast saglandi.
Hazirlanan soliisyon daha once kenarlar1 bantlanmis olan elektroforez aparatina

dokiildii ve donmaya birakildi.

PCR firiinlerinden 13 pl almarak 3 pl yiikleme boyasiyla karistirilip
kuyucuklara yiiklendi. Her ylikleme isleminde 100 bp’lik DNA boyut markiri
kullanilarak karsilastirma ve kontrol islemleri yapildi. Sonuglar SPSS

programinda Mann Whitney-U Test metodu ile degerlendirildi.
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5. BULGULAR

Calismaya kontrol grubu olarak alinan spermiogram incelemesi WHO
kriterlerine gére normal degerler igerisinde olan 20 hastanin yaslar1 en kiigtik 26,
en biiylik 40 yas, ortalama 33+7 olarak belirlendi. Hasta grubu olarak kullanilan
varikosel negatif 20 bireyin yaslar1 en kiiciik 28, en biiyiikk 39 yas, ortalama
33,545,5 ve varikosel pozitif 20 hastanin yaslar1 en kiigiik 25, en biiyiik 43 yas,
ortalama 3449 olarak tespit edildi. Her 3 grubunda yas ortalamalar1 birbirine
olduke¢a yakin bulundu. Varikosel pozitif ve Varikosel negatif hastalarin beraberce
yas ortalamalar1 hesaplandiginda 33 olarak bulundu.

Sekil 5°de L1-H1 ve L1-H2 primerleri kullanilarak total mtDNA varligi
gosterilmistir.

Sekil 6’de primer shift PCR kullanilarak 7345 ve7599 mtDNA
delesyonlarinin varligi gdsterilmistir.

Calismada V(+) ve V(-) gruplar 7345bp ve 7599bp’lik delesyonlar
acisindan karsilastirildiginda sirastyla her iki delesyon acisindan iki grup arasinda
anlamli bir farklilik bulunmustur (P=0.02 ve P=0.042).

Tablo 3’de olgular ve tespit edilen delesyonlar gosterilmistir.
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Tablo 3: V(+) ve V(-) gruplarda 7345bp ve 7599bp’lik delesyonlar.

No  7345bp’lik delesyon 7599bp’lik delesyon Klinik  Bulgu
1 - - 1
2 + + 1
3 + + 1
4 + + 1
5 1
6 - - 1
7 - - 1
8 + + 1
9 + + 1
10 - - 1
11 + + 1
12 + + 1
13 - - 1
14 - - 1
15 + + 1
16 + + 1
17 + + 1
18 + + 1
19 - - 1
20 + + 1
21 - - 2
22 + + 2
23 - - 2
24 + + 2
25 - - 2
26 + + 2
27 - - 2
28 - - 2
29 - - 2
30 - - 2
31 - - 2
32 - - 2
33 - - 2
34 - - 2
35 - - 2
36 + + 2
37 - - 2
38 - - 2
39 + - 2
40 - - 2

+: Belirtilen delesyonun varligi, -: Belirtilen delesyonun yoklugu,1: V(-)
infertilite, 2: V(+) infertilite.
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V(+) ve saghkli kontrol 7345bp ve 7599bp’lik delesyonlar agisindan
karsilagtirildiginda her iki grup arasinda anlamli bir farklilik bulunmustur
(p=0.009 ve p=0.019).

V(-) ve saglikli kontrol 7345bp ve 7599bp’lik delesyonlar agisindan
karsilagtirildiginda her iki grup arasinda anlamli bir farklihik bulunmustur
(p=0.011 ve p=0.009).

V(-) ve V(+) gruplarda 7345bp ve 7599bp’lik delesyonlar sirasiyla %60 ve
%055, %25 ve %20 oranlarinda tespit edildi.

Yas, total sperm miktari, hareketlilik ve incelenen delesyonlar arasinda
herhangi bir iligkinin olup olmadiginin ortaya konmasi ic¢in yapilan liner

korelasyon testinde total sperm miktar1 yada hareketlilik ve mtDNA delesyonlari

arasinda anlamli bir iligki bulunamamustir.

Sekil 5: Total mtDNA’nin gosterimi. Siitunl: DNA boyut markiri, Siitun 2:
414bp’lik tiriin, Stitun 3: 533bp’lik iiriin.
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Sekil 6: 7345bp ve 7599bp’lik mtDNA delesyonlarinin gosterimi. Siitunl: DNA
boyut markiri, Siitun 2 ve 4: 756bp ve 702bp’lik iriinler (7345bp’lik delesyon

i¢in), Siitun 3: 555bp’lik {irtin (7599bp’lik delesyon igin).
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6. TARTISMA

Erkek infertilitesi astenospermi veya oligoastenospermi ile beraberlik
gostermektedir. Her iki durumdada mtDNA’da nokta mutasyonlar1 ve biiylik
delesyonlar tespit edilmistir (115). Son zamanlarda erkek infertilitesi testikiiler ve
sperm patolojilerinde artis ve sperm sayisindaki azalmadan dolayr o6zellikle
endistrilesmis  sehirlerde  artmustir.  Defektif sperm  fonksiyonu erkek
infertilitesinin en sik karsilasilan nedenlerindendir. Infertilite kliniklerine
basvuran ciftlerin yaklasik %27’si bu sikayetle gelmektedir. Sperm disfonksiyonu
flagellar hareketteki anormallikler, sperm zona taninmasindaki basarisizlik,
sperm-oosit flizyonunun bagarilamamasini da igeren pek c¢ok nedenden
kaynaklanabilmektedir. Spermatozoanin azalmis fertilite ve hareketliliginin
altinda yatan etyolojilerin anlasilmasi ve tedavilerin gelistirilmesi i¢in molekiiler
diizeyde calismalar yapilmalidir (113).

Manfredi ve arkadaglart her bir spermin 1500mtDNA molekiilii icerdigini
bulmuslardir (115). Bir hiicredeki mitokondriler sahip olduklar1 genom agisindan
birkag farklt mtDNA’ya sahip olabilirler. Her bir mitokondri veya hiicre ya
homoplazmik (Tiim mtDNA’larin mutasyonsuz yada tim mtDNA’larin
mutasyonlu olmast durumu) yada heteroplazmik (Mutasyonlu mtDNA ve
mutasyonsuz mtDNA’larin  beraber bulunmasi durumu)’tir (112). Biiyiik
mitokondrial DNA delesyonlar1 mitokondrial myopatili hastalarin ve yash
bireylerin etkilenmis dokularinda bulunmaktadir. mtDNA delesyonlar1 pek ¢ok
post mitotik hiicre tipinde yaygindir. Ozellikle 4977bp’lik delesyona beyin,
karaciger, kalp ve testis gibi pek ¢ok dokuda rastlamistir. Bu yaygin delesyon
7.4kb’lik bir alami kaplamaktadir ve uclarinda tekrar dizileri mevcuttur. Bu

uclardaki tekrarlardan dolayr polimeraz enzimi bu kisimlar1 yanlis okumaktadir.
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Bu yanlis okunmadan dolay1 delesyon meydana gelmekte ve elektron transfer
zincirinde ATP sentezi i¢in gerekli olan birka¢ genin kaybi gerceklesmektedir
(112). 4977bp’lik mtDNA delesyonu sonucunda pek ¢ok yapisal genin delesyonu
veya kismi kayb1 (ATPase 6/8, COIIIl, ND3, ND4L, ve ND4) ger¢ceklesmektedir.
7345 ve 7599bp’lik delesyonlar ise benzer sekilde pek ¢ok yapisal genin
delesyonuna veya kismi kaybina (ATPase 6/8, COIII, ND3, ND4L, ND4, NDS5,
ND6, Cyth, ve 8 tRNA geni) neden olmaktadir. Bu mtDNA genlerinin kaybi
solunum zincirinde eksikliklere neden olabilmektedir. Delesyonlu mtDNA
bolgesinden kodlanan proteinleri igeren defektli solunum zincir proteinleri serbest
oksijen radikalleri olusumunu arttirmakta ve sonugta oksidatif hasar ortaya
cikmaktadir. Spermatozoalarin plazma membranlart doymamis yag asitlerinden
zengin oldugu icin oksidatif hasardan diger hiicrelerle karsilastirildiginda daha
fazla etkilenmektedirler (113). Mitokondrial disfonksiyonuna endojen ve ekzojen
serbest radikallerin neden oldugu oksidatif hasar ve mtDNA mutasyonlarinin
neden olabilecegi gosterilmistir (114). Reaktif oksijen tiirleri (ROT) stirekli olarak
solunum zinciri tarafindan olusturulmaktadir. Eger ROT yeterli diizeyde elimine
edilemezde mtDNA’da hasara neden olabilmektedir. Fraga ve arkadaslar
sigaranin antioksidanlar1 etkileyerek oksidatif stresi uyarabilecegini ve sperm
DNA’sinda 8-hidroksi-2’deoksiguanozinde anlamli bir artisa neden oldugunu
belirtmiglerdir(116). Normal aerobik solunum boyunca serbest radikallerin
olusumu veya ROT’a neden olan mitokondrial DNA mutasyonlar1 veya
delesyonlarindan dolay1r spermatozoa enerji krizine girecek ve sonugta kisir bir
dongii olusacaktir. Bu kisir dongii defektli mitokondriden elektron akigini

hizlandirabilir ve erkek infetilitesi veya subfertilitesinde rol oynayabilir.
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Pek ¢ok ¢alismada 4977bp’lik delesyon ve sperm disfonksiyonu arasindaki
iligkiler incelenmistir. 4977bp’lik delesyonun incelendigi 2 c¢alismada farkli
sonuglar elde edilmistir. Bu ¢alismalardan ilkinde 4977bp’lik delesyonun diizeyi
ve ayrilmig sperm fraksiyonlarindaki hareketliligin derecesi arasinda negatif bir
iligki bulunmustur (110). Diger ¢alismada ise semen Ornekleri analiz edilmis ve
hasta patolojisiyle delesyon arasinda herhangi bir korelasyon tespit edilememistir
(112). Kao ve arkadaglar1 7599bp’lik mtDNA delesyonunu normal fertil kigilerin
%11’inde, primer infertillerin %83.3’linde ve sekonder infertillerin %42.8’inde
tespit etmislerdir (113). Calismamizda 7345 ve 7599bp’lik mtDNA delesyonlari
Varikosel (-) infertiliteli grupta sirastyla %60 ve %55, Varikosel (+) infertilite
grubunda %25 ve%?20 oranlarinda, saglikli kontrolde %20 ve %15 oranlarinda
tespit edilmisgtir.

Kitagawa ve arkadaslari 4977bp’lik mtDNA delesyonunun post
menopozal overlerde arttigini tespit etmislerdir. Bu delesyon ayni zamanda 45 yas
iistli disilerin oositlerindede tespit edilmistir (117). Germ hiicrelerindeki mtDNA
delesyonlarinin yaslanmayla ¢esitli i¢ ve ¢evresel faktorlere(hormonlar, ROT gibi)
maruziyetle meydana geldigi muhtemeldir. Bu sonuglar daha yasli erkeklerde
tireme sisteminde olusan sporadik spermatogenetik yetmezlik, sertoli hiicre
anomalilerinde artig, artmig epididimal gecis zamani ve azalmis sperm verimi ile
tutarhidir. mtDNA mutasyonlar1 spermatozooda ve spermatogenezis boyunca
olusabilir ve artarak spermatozooanin hareketini etkileyebilir. Calismamizda hasta
yast ve incelenen delesyonlar arasinda herhangi bir beraberlik yada korelasyon
gosterilememistir.

Lestienne ve arkadaglart oligoastenospermili hastalarda yaptiklar

calismada mtDNA’da pek ¢ok delesyonunun varligin tespit etmislerdir. Ozellikle
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intrasitoplazmik sperm injeksiyonu (ICSI) programlarma almman bireylerde
mtDNA delesyonlarinin arastirilmasinin gerekli oldugunu belirtmislerdir (118).
Sperm  mtDNA’smin  PCR ile amplifikasyonu etkilenmemis bireylerle
karsilastirildiginda infertil ve subfertil erkelerde mtDNA delesyonlarinin yiiksek
insidansin1 gostermektedir (119). Calismamizda da Varikosel (-) ve Varikosel (+)
infertilite gruplarinin kontrol grubu ile karsilagtirildiginda daha fazla mtDNA
delesyonlarina sahip oldugu gosterilmistir.

mtDNA delesyonlarinin saglikli kontrolle karsilastirildiginda V(+) ve V(-)
oligospermili gruplarda ki artisinin pek ¢ok nedeni olabilir. mtDNA solunum
zincirinde gorevli olan proteinlerin sentezini gerceklestirmektedir. Spermatozoa
gibi hiicreler yiiksek miktarda enerjiye ihtiya¢c duyduklarindan dolayr mtDNA
diger hiicreler ile karsilastirildiginda daha fazla bolinmektedir. Bu bdliinmeler
sirasinda spermatozoa mtDNA’sindaki mutasyonlar1 veya yeniden diizenlenmeleri
elimine edemez veya onaramaz. Ilaveten, sadece testisde sentezlenen mitokondrial
transkripsiyon  faktor aktivator hafif zincirden kodlanan proteinlerin
transkripsiyonunu baslatmaktadir. Kisaca mtDNA replikasyonunu saglamaktadir.
Boylece spermin yiiksek enerji ihtiyacinin karsilanmasi igin normalden daha hizl
bir mtDNA replikasyonu ve artis1 gergeklesmektedir (118). Yine diger bir neden
infertil bireylerde mtDNA igeriginin fazla olmasidir. Hareketli spermlerdeki
mtDNA icerigi kotii kaliteli sperm Orneklerine gore 28 kat daha yiiksek
bulunmustur (115). %40’lik fraksiyondan toplanan spermlerin (¢ogunlugu
anormal spermlerden olusmaktadir) mtDNA igerigi %100’lik fraksiyondan
toplanan spermlerin (¢ogunlugu normal spermlerden olusmaktadir) mtDNA
iceriginden 70 kat daha fazladir. Bu fazlalik 2 nedenden kaynaklanabilir. Ilki,

enerji ihtiyacini karsilamak igin mtDNA sayisim arttirnustir. Ikincisi, mtDNA
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artist  infertil  hastalarin  anormal farklilasmast  ve  olgunlasmasindan
kaynaklanabilir (115).

Primer ve sekonder infertiliteli bireylerde mtDNA’da meydana gelen
delesyonlarinin yani sira nokta mutasyonlarinin da erkek infertilitesiyle iligkili
oldugu bulunmustur. Holyoake ve arkadaslar1 az semen miktarina sahip erkeklerin
mtDNA’larindaki subtitiisyonlart incelemisler ve kontrolle karsilastirildiginda 3
katlik bir artig oldugunu belirtmiglerdir (120).

Smith ve arkadaslar1 varikoselli hastalarda semen Orneklerindeki total
oksidatif stres ve sperm DNA hasar1 arasinda bir ilisgkinin  bulundugunu
belirtmiglerdir (121). Chen ve arkadaslar1 4977bp’lik mtDNA delesyonunu
oligospermili grupta %47.3, oligoastenospermili grupta %17.7 oraninda tespit
etmiglerdir. Seminal oksidatif stresteki artisla mtDNA 4977bp’lik delesyon
arasinda bir iligki oldugunu ileri siirmiislerdir (122). Caligmada varikosel sonucu
olusan infertil hastalarda mtDNA  delesyonlarinin  saglikli  kontrolle
karsilastirildiginda arttig1 tespit edilmistir. Weese ve arkadaslar1 kontrolle
karsilastirildiginda ROT un varikoselli infertil ve fertil erkeklerde attigini tespit
etmigleridir (123). Varikoselli hastalarin spermatozoalarinda oksidatif hasar bu
bireylerdeki belirli antioksidanlarin hiicredeki yetersizliginden dolay1 artabilir.
Sharma ve arkadaglar1 varikoselli hastalarda kontrolle karsilastirildiginda total
ROT’un yiiksek antioksidan kapasitenin diisiik oldugunu belirtmislerdir (124).
Hendin ve arkadaslar1 varikosel dncesi ve sonrast ROT 6lgiimlerini yapmuglar ve
varikoselde ROT’un arttigimi tespit etmislerdir (125). ROT niikleler DNA’da
hasar meydana getirebilecegi mtDNA’da benzer sekilde hasra neden
olabilmektedir. Varikoselde mtDNA delesyonlarinin artmasinin nedenlerinden

biri semendeki artmis ROT olabilir. V(+) grupta mtDNA delesyonlarinda
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kontrolle karsilagtirildiginda artis olmasina ragmen V(-) grupta bu artis daha
belirgindir. Varikoselde artmis oksidatif stres mtDNA delesyonlarindaki artisi
aciklayabilir. Ancak negatif gruptaki artisin temelinde yatan genetik nedenleri
aciklamak oldukg¢a zordur. Varikosel gibi tedavi edilebilen infertilite nedenleri
ekarte edildikten sonra varikosel tespit edilmeyen oligoastenospermik hastalarda
genetik anormallik insidansinin yiiksek olmasi bu hasta grubunda delesyonlari
arttirict yonde isleyen mekanizmalarda gorevli genlerin mutasyonlari; bu ve
benzeri etkenler ortaya ¢ikarabilir. Bu siirecte etkili olan genler ve mtDNA
delesyonlar1 arasindaki iligkilerin arastirilmasi bu siirecin aydinlatilmasina katki
saglayabilir.

Sonug olarak, calismada mtDNA delesyonlarinin 6zelikle varikosel tespit
edilmeyen oligoastenospermik infertil hastalarda sik oldugu bulunmustur.
Varikosel tespit edilen infertil grubunda da kontrolle karsilastirildiginda bir artis
oldugu tespit edilmigtir. mtDNA delesyonlarina 6zellikle ICSI programlarina
yonlendirilecek ve alinacak infertil hastalarda bakilmasi ¢ok diisiik oranda da olsa
zigota delesyonlu yada mutasyonlu mtDNA’larin gecisinin elimine edilmesi

agisindan onemlidir.
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