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OZET

Amag: Sperm motilite bozuklugu erkek infertilitesinin nedenlerinden biridir. Sperm
hareketi i¢in gerekli olan adenozin trifosfatin (ATP) bir kismi spermatozoa
mitokondrisinde iiretilir. Mitokondriyal genlerin ekspresyonunu diizenlemekte 6nemli bir
rolii olan ve mitokondri genomunda yer alan D-loop bdlgesinin CpG bazlarinin metile
olabildigi ve bunun bazi patolojilerle iligkili oldugu bildirilmistir. Bu caligmada
astenospermik infertil erkek bireylerin spermatozoalarinda D-loop bdlgesinin metilasyon

diizeyleri ile bunun ATP diizeyleri iizerindeki iligkileri incelemistir.

Gerec¢ ve Yontem: Mart 2020 — Subat 2021 tarihleri arasinda klinigimize bagvuran 24
kontrol (normospermik), 25 hasta (astenospermik) olmak tizere toplam 49 olgu ¢alismaya
dahil edildi. Olgulardan alinan semen &rneklerinden elde edilen spermatozoalarin
mitokondriyal DNA’larindan (MtDNA) bisiilfit modifikasyon sonrasi metilasyon spesifik
gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) uygulamasi ile D-loop metilasyon
oran1 ve mtDNA kopya sayilari tespit edildi. D-loop metilasyon oran1 ve mtDNA kopya
say1st, gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) yontemi ile tespit edildi. Hiicre

ici ATP seviyeleri ise kemiliiminesans yontemi ile ol¢iildii.

Bulgular: Calismaya alinan semen 6rneklerinden elde edilen veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde, astenospermi grubunun spermatozoalarinda kontrol grubuna kiyasla
D-loop metilasyon orani %86 daha fazla saptanmistir (p<0,05). Yine astenospermi
grubunun spermatozoalarinda mtDNA kopya sayisi, kontrol grubuna kiyasla %44 fazla
bulunmustur (p<0,05). Ancak her iki grubun spermatozoalarindaki hiicre i¢i ATP
diizeyleri arasinda belirgin bir farklilik gozlenmemistir (p>0,05). Ayni zamanda
Spearman korelasyon analizleri, ilgili artiglarin spermatozoa ATP diizeyleri ile iliskili

olmadigini da gostermektedir (p>0,05).

Sonug¢: Calismamizin sonuglarina gére, astenospermik vakalarin spermatozoalarinda D-
loop bolgesinde metilasyon artist ile birlikte mtDNA kopya sayisinda artigin da oldugu
belirlenmis, ancak bunun hiicre i¢ci ATP diizeyleri ile iligkili olmadig1 gdsterilmistir.
Astenospermik vakalarda bu metilasyon artiginin nedenleri ve sonuglarinin daha net bir

sekilde ortaya konabilmesi i¢in daha ileri ¢aligmalara gerek duyulmaktadir.

Anahtar Kelimeler: astenospermi, mitokondriyal DNA, D-loop bélgesi, metilasyon
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ABSTRACT

Aim: Sperm motility disorder is a condition that may cause male infertility. Some of the
adenosine triphosphate (ATP) required for sperm motility is produced in the mitochondria
of the spermatozoa. It has been reported that the CpG bases of the D-loop region in the
mitochondrial genome, which have an important role in regulating the expression of
mitochondrial genes, can be methylated and this is associated with some pathologies. In
this study, the relationship between methylation levels of the D-loop region and ATP

levels in the spermatozoa of asthenospermic infertile male individuals was investigated.

Material and Method: A total of 49 cases, including 24 controls (normospermic) and 25
patients (asthenospermic) cases who admitted to our outpatient clinic between March
2020 and February 2021, were included in the study. D-loop methylation rate and mtDNA
copy numbers were determined from mitochondrial DNA (mtDNA) of spermatozoa
obtained from semen samples taken from the subjects, by methylation-specific real-time
polymerase chain reaction (PCR) application after bisulfite modification. Intracellular

ATP levels were measured by chemiluminescence method.

Results: When the data obtained from the semen samples included in the study were
evaluated statistically, the D-loop methylation rate was 86% higher in the spermatozoa of
the asthenospermia group compared to the control group (p<0,05). In addition, the
mtDNA copy number in the spermatozoa of the asthenospermia group was 44% higher
than the control group. (p<0,05). However, no significant difference was observed
between the intracellular ATP levels in the spermatozoa of both groups (p>0,05). At the
same time, Spearman correlation analyzes show that the respective increases are not

related to spermatozoa ATP levels (p>0.05).

Conclusion: As results of our study, it was determined that there was an increase in
mtDNA copy number along with an increase in methylation in the D-loop region in the
spermatozoa of asthenospermic cases, but it was shown that this was not related to
intracellular ATP levels. Further studies are needed to clearly reveal the causes and

consequences of increased methylation in asthenospermic cases.

Keywords: asthenospermia, mitochondrial DNA, D-loop region, methylation



1. GIRIS VE AMAC

Ureme c¢agindaki ciftlerin yaklasitk %]15°i infertil olup bunlarin yaklasik
%50’sinden erkek infertilitesi sorumludur (1). Erkek infertilitesine sebep olabilecek
etkenler; semen parametrelerindeki bozukluklar, konjenital veya edinsel iirogenital
anomaliler, irogenital enfeksiyonlar, varikosel, endokrin bozukluklar, genetik anomaliler
ve immiinolojik etkenlerdir. Erkek infertilitesinin nedenlerinden biri olan sperm motilite

bozukluguna ise astenospermi denir.

Spermatozoa fertilizasyonun erken evresinde flajellar hareketler i¢in adenozin
trifosfat (ATP) kullanir. Spermin ara bolgesinde, ortalama 70-80 mitokondri bulunur (2).
Bu bolgedeki mitokondrilerin her birinde de kopya mitokondriyal DNA (mtDNA)
bulunur. Mitokondriyal biyoenerji sperm hareketliligi i¢in 6nemli oldugundan dolayz,
mitokondrideki kalitatif ve kantitafif farklanmalar, spermatozoadaki hiicresel
fonksiyonlar1 etkiler (3). Erkek infertilitesinde mitokondrinin biyoenerjisi oldukga
onemlidir. Bu nedenle de mitokondri mutasyonlari sperm motilitesinde 6nemli rol

oynamaktadir.

Mitokondri ayr1 bir genoma sahiptir. Cift zincirli olan mitokondriyal genom, agir
(H) ve hafif (L) olmak tizere iki zincirden olusur, mtDNA ’nin ufak bir béliimii ii¢ zincirli
DNA yapisindadir. Bu iciincii zincir (7S DNA), agir zincirin kisa bir segmentinin
tekrarlayan sentezinden kaynaklanir. Bu ii¢ zincirden olusan alana “D-loop (displacement

loop-kontrol bolgesi) bolgesi” denir (4).

Sperm DNA metilasyonu diizeyi ile sperm konsantrasyonu ve motilitesi arasinda
anlamli baglanti bulunmustur. Son yillardaki caligmalar D-loop bdlgesindeki
metilasyonlarin bagta gen ifadesinin diizenlenmesi olmak {izere, bir¢ok siirecte rol alan
epigenetik bir belirte¢ olarak kullanilabilecegi bildirmektedir (5). Literatiirde mtDNA D-
loop bolgesinin metilasyon degisiklikleri ile ¢esitli patolojiler ve hastaliklar arasinda iligki
oldugunu gosteren calismalar mevcuttur (6-8). Sinirhi sayidaki ¢alismalarda D-loop
bolgesinin - sperm  mitokondrisindeki  metilasyon durumu  arastirilmistir - (9).
Astenospermideki motilite bozuklugunun ATP’ye bagimliligin1 dikkate alirsak, D-loop
veya mtDNA genlerinin sitozin-fostaf-guanin (CpG) bdlgelerinde bir metilasyon artisi
oldugu ve bunun da ATP seviyelerini kritik bir seviyeye ulastirarak ilgili patolojiden

sorumlu olmas1 beklenebilir. Arastirdigimiz kadariyla bu konuyla alakali olarak,



astenospermi ile D-loop bolgesi ve mtDNA genlerinin metilasyon durumunu irdeleyen

bir ¢caligmaya rastlanmamuistir.

Bu c¢alismanin amaci, mtDNA D-loop metilasyonunun sperm motilitesinin
tizerindeki etkisini aragtirmaktir. Dolayisiyla ¢alismamizdan ¢ikabilecek sonuglardan
astenospermide mitokondrinin roliiniin ne olduguna dair daha agiklayici bulgular elde

edilebilecegi diistiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Erkek Infertilitesine Genel Bakis
2.1.1. Epidemiyoloji

Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin tanimia gore infertilite, 12 ay veya daha uzun
stireyle diizenli korunmasiz cinsel iligki sonrasinda klinik bir gebelik elde etmedeki
yetersizlik olarak tanimlanan bir {ireme sistemi hastaligidir (10). Primer infertilite
korunmasiz diizenli cinsel iliskiye ragmen 12 ay sonra bile hamile kalamamak ve daha
once biyolojik olarak g¢ocuk sahibi olamamak olarak tanimlanmaktadir. Sekonder
infertilite ise ayn1 veya farkli seksiiel partnerden bir veya daha fazla biyolojik ¢ocugun

dogumundan bir siire sonra gebelik saglanamamasi olarak tanimlanmaktadir (11).

Diinya genelinde infertiliteyle karsilastig1 diisiiniilen 580 milyon insanin (giftlerin
%5-8’1) yaklasik 372 milyonu Cin hari¢ olmak {izere gelismekte olan tilkelerde
bulunmaktadir (12). Birgok gelismis tilkede 12 aylik prevalans siirlar1 %3.5 ile %16.7
arasinda, az gelismis iilkelerde de %6.9-9.3 arasinda degismekte ve toplam median
prevalansin %9 oldugu tahmin edilmektedir (13). Tiirkiye Niifus ve Saglik Arastirmasi
2008 yil1 verilerine gore Tiirkiye’de indirekt verilerle (15-49 yas iireme ¢aginda ¢ocugu

olmayan evli kadinlarin sayisi) hesaplanan infertilite prevalanst %2 nin altindadir.

2.1.2. Etiyoloji

Ureme cagindaki ¢iftlerin yaklasik %15’ infertilite problemi yasamaktadir.
Olgularin %30’undan tek basina erkek faktorii sorumluyken %20’sinde hem kadin hem
erkek faktorii beraber bulunur. Dolayisiyla infertil ¢iftlerin yarisindan genellikle anormal
semen parametrelerinin eslik ettigi erkege ait bir faktor sorumludur (14). Bu nedenle
infertil ¢iftlere ait tim erkek hastalar, bir iirolog tarafindan tibbi degerlendirmeden

gecirilmelidir.
Erkek infertilitesinde rol oynayan baslica faktorler sunlardir:

e Urogenital anomaliler
e Urogenital enfeksiyonlar

e Gonadotoksik maruziyet (kemoterapi, radyoterapi, kimyasal ajanlar vs.)



e Malignite

e Skrotal 1s1 artis1 (6rn. varikosel)
e Genetik anomaliler

e Hormonal faktorler

e Immiinolojik faktorler

Olgularin %30’unda fizik muayene ve laboratuvar bulgular1 normaldir ve etken
olarak herhangi bir faktor saptanamaz. Buna idiopatik veya agiklanamayan erkek
infertilitesi denir (15). 10,469 hasta ile yapilan bir ¢aligmada idiopatik disinda erkek
infertilitesinde en sik goriilen {i¢ neden; varikosel (%14.8), hipogonadizm (%10.1) ve
inmemis testistir (%8.4) (16).

Erkek infertilitesinde risk faktorleri ise ileri yas, obezite, sigara-alkol tiiketimi,

cinsel yolla bulasan hastaliklar gibi durumlardir.

2.1.3. infertil Erkegin Degerlendirilmesi

Bir infertilite olgusunda erkek ve kadinin hem ayr1 ayr1 ve sonrasinda da birlikte
degerlendirilmesi en 6nemli prensiptir. Infertil erkegin degerlendirilmesine éncelikle
oykii, fizik muayene ve semen analizleri ile baslanir. Infertilite etiyolojisini saptamak igin
ek semen analizleri, endokrin degerlendirme, radyolojik goriintiileme ve genetik

incelemeler yapilabilir.

Hastanin anamnezinde infertilitenin siiresi, cinsel yasam Oykiisii, varsa onceki
gebelikler, kadm faktdrii sorgulamasi yapilmalidir. Inmemis testis oykiisii, testikiiler
torsiyon veya travma Oykiisii, genitoiiriner enfeksiyonlar, gegirilmis skrotal cerrahiler,

eslik eden hastaliklar ve tedavileri, uzun siire kullanilan ilaglar mutlaka sorgulanmalidir.

Fizik muayeneye hastanin genel goriinimii ve sekonder seks karakterlerinin
incelenmesi ile baglanir. Genital muayenede ozellikle inmemis testis varligi ve testis
voliimii dikkatle incelenmelidir. Epididim ve vas deferensler kontrol edilmeli, varikosel

varlig1 hem ayakta hem de yatarak muayene ile arastirilmalidir.

Infertil erkegin degerlendirilmesinde dykii ve fizik muayeneden sonra ilk isteni-

lecek laboratuvar testi semen analizidir. Semen analizinde bir sorun varsa bir ay



araliklarla

miimkiinse en az iki adet semen analizi yapilmalidir. DSO insan semeni

analizlerinin standardize edilmesi i¢in ilk kez 1980 yilinda “WHO Laboratory Manual for

the Examination and Proccessing of Human Semen (DSO insan Semeni incelenmesi ve

Islemlerden Gegirilmesi Laboratuvar El Kitab1)” adli el kitabmi yaymlamistir. 2010

yilinda yaymnlanan 5. basimdaki semen analizi degerleri Tablo 2.1’de verilmistir (17).

Tablo 2.1: Semenin karakteristik 6zelliklerinin alt referans limitleri

Parametre Alt referans limiti
Semen hacmi (ml) 1.5(1.4-17)
Toplam sperm sayis1 (10°/ ejakdilat) 39 (33-46)

Sperm konsantrasyonu (10°/ml) 15 (12-16)

Toplam motilite (Ileri hareket (PR) + Yerinde hareket (NP), (%) 40 (38-42)

Ileriye dogru hareketlilik (PR, %) 32 (31-34)

Vitalite (canli spermler, %) 58 (55-63)

Sperm morfolojisi (normal formlar, %) 4(3,0-4,0)

pH 272

Peroksidaz pozitif 16kositler (106 /ml) <1,0

Bu tabloya gore belirtilen referans degerlerin altinda olan semen analizi

anormallikleri ise sOyle isimlendirilir:

Normospermi: Referans degerlerle tanimlanan normal ejakiilat

Oligospermi: Referans degerlerden diisiik sperm konsantrasyonu
Astenospermi: Referans degerlerden diisiik motilite yiizdesinin olmasi
Teratospermi: Referans degerden diisiik morfoloji yiizdesinin olmasi
Oligoastenoteratospermi: Sperm konsantrasyonu, motilite ve morfoloji
degerlerinin hepsinin referans degerlerden diigiik olmasi

Kriptospermi: Ejakiilatta sperm izlenmezken, santrifiij sonrasi pellette sperm
izlenmesi

Nekrospermi: Ejakiilatta yiiksek oranda immotil ve az sayida canli sperm
¢ikmast

Azospermi: Ejakiilatta hi¢ sperm olmamasi

Aspermi: Ejakiilat elde edilememesi



Hipotalomo-hipofizer-gonadal aksin degerlendirilmesi spermatogenez hakkinda
onemli ve degerli bilgiler verebilir. Bu nedenle anormal semen parametreleri olan
erkeklerde, erektil disfonksiyon ve cinsel istekte azalma gibi yakinmalar1 olan hastalarda
sabah saatlerinde Follikiil Stimiilan Hormon (FSH), Luteinizan Hormon (LH), prolaktin,

total/serbest testosteron dl¢timleri yapilmalidir.

Infertil erkegin degerlendirilmesinde radyolojik goriintiileme en sik parsiyel veya
komplet duktal obstriiksiyonlarin arastirilmasinda kullanilmaktadir. Bu amagla skrotal
renkli Doppler ultrasonografi, transrektal ultrasonografi (TRUS), vazografi gibi tetkikler

uygulanir.

Siddetli oligospermili (<5 milyon/ml) veya non-obstriiktif azoospermili olgulara
mutlaka karyotip ve Y kromozom mikrodelesyon analizi Onerilmelidir (18). Palpe
edilemeyen vaz deferensi olan erkeklerde ve partnerlerinde kistik fibrozis transmembran
regiilatéor (CFTR) gen mutasyonu mutlaka aragtirilmalidir. Partnerde de pozitif ise

mutlaka genetik danismanliga yonlendirilmelidir.

2.2. Erkek Ureme Sistemi

Erkek tireme sistemi testisler, sperm tasiyan kanallar ve salg1 yapan bezler olmak
lizere li¢ ana boliimden meydana gelir. Bunun disinda erkek ilireme sistemi anatomik

olarak dis ve i¢ genital organlar olarak ikiye ayrilabilir.

e Dis genital organlar:
= Penis
= Skrotum
o Ic genital organlar:
= Testis
= Epididim
= Spermatik kord
= Duktus deferens (vas deferens)
= Duktus ejakulatorius
= Prostat
= Seminal vezikiil

= Bulboiiretral bezler (Cowper bezleri)



2.2.1. Testis

Primer iireme organi olan testisler skrotum ig¢indedir ve spermatik korda asili
durumda bulunur. Agirliklar1 10-14 gramdir ve boyut olarak 4 cm uzunlukta, 2,5 cm
genislikte ve 3 cm kalinligindadir. Spermatozoa denilen erkek cinsiyet hiicrelerini ve
erkeklik karakterini saglayan testosteron hormonu yapimint gerceklestirmektedir.
Normal karm igi sicaklikta fonksiyon gostermeyip viicut 1sisindan 2-3 °C kadar daha

diisiik 1s1da sperm tiiretirler.

Testisi distan ice tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica vasculosa adli
katmanlar sarar (Sekil 2.1). Tunika albuginea testisin arka yiizlinde kalinlasir ve bezin
icine giren septumlarla testisi yaklasik 250 piramidal bolmeye ayirir. Her bolmede gevsek
bag dokusu ile saril1 1-4 adet seminifer tiibiil bulunmaktadir. Bu gevsek bag dokusu i¢inde
Leydig hiicreleri, Seminifer tiibiillerin duvarlarinda bazal lamina {izerinde ise Sertoli ve
germ hiicreleri bulunur. Leydig hiicreleri testosteron salgilarken, seminifer tiibiillerdeki
Sertoli hiicrelerinden Anti Miillerian Hormon (AMH), germ hiicrelerinden spermatozoa
tiretilir. Bu tiibiiller rete testise agilarak igeriklerini bosaltirlar. Spermatozoa buradan

sirasiyla duktus efferentese, epididime ve duktus deferense gelir.

Duktus eferentes Rete testis
~ /
Tubuli rekti N /”’,
Seminifer S
tabal /1
Tunika 4\
vajinalis /4 / \

W/ /4

Testis \
lobgugu— @\

Tunika —3
albuginea °

Tubuli rekti

Sekil 2.1: Testisi saran yapilar



2.2.2. Sperm Tasiyan Kanallar

Sperm tasiyan kanallar; epididim, duktus deferens (vas deferens), duktus

ejakulatorius ve tiretradan olusur.

Epididim, testisin tist arka kisminda bulunur. Spermatozoa fonksiyonel olgunluga
burada erismekte, hareket yeteneklerini burada kazanmakta ve bir boliimii burada depo
edilmektedir. Epididim yaklasik 4 cm uzunlugunda tek bir kanal yumagidir. Daha sonra
kanalciklar birleserek tek bir kanal (duktus epididimis) meydana getirirler. Yumak
acildiginda uzunlugu 6 metreyi geger. Epididimin; caput epididimis, corpus epididimis

ve cauda epididimis olarak ti¢ boliimii vardir (Sekil 2.2).

Duktus deferens (vas deferens), cauda epididimisin kalinlasarak devam etmesiyle
olusur. Yukartya dogru yonelip funikulus spermatikus igerisinde inguinal kanaldan
gegerek karm bosluguna girer ve mesanenin alt arka yiiziine gelir. Burada ampulla duktus
deferentis denilen bir genisleme gosterir ve seminal vezikiillerin kanali olan duktus
ekskretorius ile birleserek duktus ejakulatorius olarak prostatik iiretraya agilir. Ejakiilat
(semen), liretradan disar1 atilir. Spermatozoanin biiyiik boliimii duktus deferenste depo
edilir. Epididim ve duktus deferenste yaklasik bir ay siireyle fertil kalabilir. Eger bir ay

icinde ejakiilasyonla atilmazsa, dejenere olur ve viicut tarafindan absorbe edilirler.

I xl Cnpﬂ ¢pididymidis

Duktus deferens— l{
)

% 3
Corpus epididymidis— L 3 v
7 9 e
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4

Cauda epididymidis — S ~__,.4,. &

Sekil 2.2: Epididimin boliimleri



2.2.3. Salg1 Yapan Bezler

Salg1 yapan bezler; prostat, seminal vezikiil ve bulboiiretral bezlerden (Cowper

bezleri) olusur (Sekil 2.3).

Prostat bezi

Seminal kese

Vas deferens

Bulbouretral
bez |

Testis Epididimis

Skrotum

Uretra
(Bosaltim kanali)

Seminifer tapciklerin
enine kesiti

Sekil 2.3: Salgi yapan bezler (kirmizi kutucuk ile isaretli olanlar)

Prostat; mesanenin altinda ve rektumun Oniinde yer alan, kestane sekli ve
biiyiikliigiinde, yaklasik 20 gr agirliginda, diiz kas lifleri, bag dokusu ve bez dokusundan
yapilmis bir organdir. Tepe kismi (apeks) agsagida, tabani (bazis) ise yukarida yerlesmistir.
Bezin bosaltic1 kanallari prostatik tiretraya agilirlar. Salgisi giinliik 0,5 ml kadardir ve
ejakiilatin %15-25 kadarini olusturur. Ovumun déllenmesini saglamak iizere alkalen

(bazik) yapidadir. Rektumdan yapilacak bir muayene ile prostat ele gelebilir.

Seminal vezikiil; mesanenin arka alt tarafinda yerlesmis tubiiler yapida bir ¢ift
bezdir. Duktus ekskretorius adli kanali duktus deferens ile birleserek duktus ejakulatorius
adli kanallar1 olusturur ve bu kanallar prostatik iiretraya agilir. Ejakiilatin en biiyiik
boliimiinii bu bezin salgis1 olusturur (yaklasik %60). Fruktoz, sitrik asit, fibrinojen,
prostaglandinler ve spesifik proteinleri igeren salgisi, spermatozoayr aktive eder. Ek
olarak kadin genital traktusunda immiinsupresif bir etkiye sahip oldugundan

fertilizasyonda 6nemlidir.

Bulboiiretral bezler (Cowper bezleri); membrandz iiretra’nin her iki tarafinda

bezelyeye benzer, bir cm ¢apinda, sar1 renkli bir ¢ift bezdir. Kanallar1 biilboz iiretraya
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acilir ve miikoz bir salgis1 vardir. Bu salgi, seksiiel uyar1 sirasinda iiretraya girer ve iiretra
icinde kalmis idrar1 notralize eder. Seksiiel uyari sirasinda ilk olarak bu bez aktive olur.

Penis ucunda berrak olarak goriilen salgi, bu beze aittir.

2.3. Sperm Hiicresi ve Spermatogenez
2.3.1. Sperm Hiicresinin Yapisi

Sperm hiicresi (Spermatozoa), yaklasik 60 mikron boyunda olup bas kuyruk olmak
tizere iki boliimden olusur. Bas ve kuyruk arasinda bir boyun bolgesi (sperm baglanti
pargasi) vardir. Kuyruk boliimii ise orta parga, ana parga ve son par¢adan olusur (Sekil

2.4). Tim spermatozoa polipeptid ve lipidden olusmus bir plazma membrani ile gevrilidir.

Bay

Boyun <>

Onaparca

Anaparca

Sekil 2.4: Spermatozoanin boliimleri

Basin biiytlik kismini niikleus olusturur ve 2/3 6n kismi akrozom denilen bir kilif
ile Ortlilmiistiir. Akrozom 6zel bir tip lizozom olarak kabul edilir ve icinde hidrolitik
enzimler bulunur. Bu enzimler dollenme sirasinda spermin oosite girisini kolaylastirir
(akrozom reaksiyonu). Boyun bdlgesi (sperm baglanti parcasi), bir ¢ift sentriyoliin

bulundugu dar bir pargadir.
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Kuyrugu olusuturan ilk par¢a olan orta parga; sarmal olarak dizilmis
mitokondrilerin olusturdugu tabaka, 9+2 mikrotiibiiler aksonem ve dis yogun lifler adi
verilen sperm boynundaki baglanti par¢asindan kuyruk boyunca uzanan dokuz adet
kolondan olusur. Esas parca, kuyrugun en uzun parcasidir. Fibréz kilif ve aksonemden

olusur. Son par¢a ise sadece aksonemden olusan kisa bir parcadir.

Aksonem, spermatozoada hareketin olusumunu saglayan temel yapidir. Dista 9
adet tiibiilin dimerleri bulunur ve bunlar radyal uzantilarla merkezdeki santral

mikrotiibiile baglanirlar, bdyle 9+2 diizeninde bir mikrotiibiil yapisi olusur (Sekil 2.5).

y b= chnveyn kolar
racked kolar
" mikrotibul Giftien

plazma dneyn koban

membr sni

meérkaz mikrotubal

4 A

A
s B

Sekil 2.5: Aksonem yapisi

2.3.2. Spermatogenezin Evreleri

Ana sperm hiicresi olan spermatogoniumlardan olgun sperm hiicresinin meydana
gelmesine kadarki siirece spermatogenez denir. Gonositler dogumdan sonra 3. ayda
cogalarak diploid (2n) spermatogoniumlari meydana getirir. Puberteyle beraber
gonodatropik hormonlarin etkisiyle spermatogoniumlar primer spermatositlere
farklilasmaya baslar. ilk mayotik hiicre béliinmesi bu hiicrelerde meydana gelir. Mayoz |
tamamlandiginda, bir primer spermatositten, her biri haploid (n) sayida kromozoma sahip
iki tane sekonder spermatosit olusur. Mayoz Il ile birlikte, sekonder spermatositler iki
adet spermatid olusturmak {izere boliiniir. Boylece diploid (2n) sayida kromozoma sahip
primer spermatositten, her biri haploid (n) sayida kromozoma sahip 4 adet spermatid

olusur. Daha sonra spermatidler olgun spermatozoaya doniisiir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: Spermatogenezin evreleri
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Spermatogoniumdan olgun spermatozoaya kadar olan tiim bu siire¢ yaklagik 64-

74 giin siirer. Spermatogenez ergenlikte baslar, yasam boyunca devam eder ve

hipotalamo-hipofizer-gonadal aksin uygun etkilesimine baglhdir. FSH, Sertoli hiicre

fonksiyonu i¢in gereklidir. LH ise, Leydig hiicrelerinden spermatogenez i¢in gerekli olan

testosteron yapimini uyarir.

Seminifer tiibiillerin etrafindaki bag dokusunun igerdigi diiz kas hiicrelerinin

kasilmasi ile spermatozoa pasif olarak epididime taginir. Spermatozoa burada motilitesini

Ve oositi taniy1p ona tutunabilme yetenegini kazanir, buna da spermin olgunlagmasi denir.

2.4. Semen ve Semen Analizi

2.4.1. Semen (Ejakiilat)

Epididim, duktus deferens, seminal vezikiil, prostat ve bulboiiretral bezlerin

salgilarinin karisimiyla olusan ve iginde spermatozoay1 barindiran sividir. Yaklasik 3-4

ml olup 300-400 milyon adet spermatozoa igerir. Semenin %10 unu spermatozoa, geriye
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kalan %90’lik kismin1 da bezlerin salgilar1 olusturur (%60 seminal vezikiil, %30 prostat,

%10 duktus deferens ve bulboiiretral bezler).

Semenin igeriginde fruktoz, C vitamini, inositol, bakir, ¢inko, magnezyum,

prostaglandinler gibi bircok madde bulunur. Semenin kokusunu testislerde iiretilen

aminler verir.

2.4.2. Semen Analizi (Spermiyogram)

Semen analizi i¢in verilmesi gereken numune; Sicaklik degisimlerini ve zaman

kaybini dnlemek igin laboratuvar yakinindaki 6zel bir odada, ideali 3-7 gilinliik bir cinsel

perhiz sonrasinda verilmelidir. Semen 6nce makroskobik olarak degerlendirilmeli, sonra

mikroskobik degerlendirmeye gecilmelidir.

e Makroskobik degerlendirme:

Likefaksiyon: Semen toplama kabinda Once yari katt koagulum
seklindedir. Prostatik proteazlar tarafindan koagulum parcalanarak semen
stvi hale gelir. Bunun i¢in numune kabi 37 °Clik bir inkiibatorde
bekletilmelidir. Semen genellikle 15 dk i¢inde likefiye olur.

Semen viskozitesi: Likefaksiyon sonrasi semen kabin ig¢inden pipet
yardimiyla alinarak damlamaya birakilir. Eger olusan damla 2 cm’den
uzun iplik¢ik olusturuyorsa viskozite artmistir.

Ejakiilatin goriiniimii: Normal likefiye olmug semen numunesi homojen,
gri-opelesan bir goriiniime sahiptir. Sperm konsantrasyonu ¢ok diisiikse,
daha az opak bir goriiniim alabilir, hemospermi varsa kirmizi-kahverengi
goriinebilir.

Semen hacmi: En iyi hacim 6l¢timii, numune kabinin tartilmasiyla yapilir.
Semen dansitesi 1 gr/ml olarak kabul edilerek semenin hacmi hesaplanir
(19). Alt referans sinir1 1,5 ml’dir (17).

Semen pH’i: Likefaksiyondan sonraki 30 dk iginde oOlgiilmelidir. Alt

referans sinir1 7,2 dir (17).
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e Mikroskobik degerlendirme:

Ik inceleme: Faz kontrast mikroskobu kullanilir. Lam {izerine 10
mikrolitre semen konulur. Once x100 biiyiitme, sonra x200 ve x400
biiyiitme altinda 6rnek degerlendirilir.

Sperm sayisi: Oncelikle gerekli olan diliisyon orani belirlenerek semen
seyreltici fiksatif hazirlanir. Semen diliie edildikten sonra sayim
kamaralarma yerlestirilir. Bunun igin en ¢ok DSO’niin de onerdigi
“Gelistirilmis Neubauer hemositometresi” kullanilir (Sekil 2.7) (17). Ay
semenden en az 2 dillisyon hazirlanir ve en az 200 sperm sayilir. Daha
sonra spermatozoa konsantrasyonu (ml’deki sperm sayisi) hesaplanir ve
semendeki toplam sperm sayist hesaplanir. Alt referans sinir1 spermatozoa
konsantrasyonu i¢in 15 milyon/ml, semendeki toplam sperm sayis1 i¢in 39

milyondur (17).

e

-ll__——nl-

Sekil 2.7: Gelistirilmis Neubauer hemositometresi

Sperm motilitesi: Likefaksiyondan sonraki 30 dk iginde bakilmalidir.
Spermatozoa hareketlerine gore ileri hareket (progresif motilite, PR),
yerinde hareket (non-progresif motilite, NP) ve hareketsiz (immotilite,
IM) olarak siiflandirilir.

Sperm vitalitesi: Hiicre membranlarinin biitiinligiinii  degerlendiren
boyama veya hipoozmotik sisme testi ile Ol¢iilebilir. Alt referans sinir1
%58dir (17).

Spermatozoa disindaki  hiicrelerin  sayimi:  Sayimin  yapildigi
hemositometrede epitel hiicreleri, Iokositler ve immatiir germ hiicreleri de

sayilir. Pozitif peroksidaz 16kositler i¢in alt referans sinir1 1 milyon/ml’dir
7).
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= Sperm morfolojisi: Spermatozoanin bas, boyun, orta parca, ana parga ve
kuyruk boliimleri ayr1 ayri degerlendirilir. Anormal spermatozoa

morfolojisine ait 6rnekler Sekil 2.8’de gosterilmistir.

A. Bas defektleri

(@ (b) © @ © )
Koni Piriform Yuvarlak Amorf (‘“k”"'” Vakuollii  Dar akrozom
A
Akrozom Ki k alani
yok llKrU
v W v w v w
B. Boyun ve orta parga defektleri C. Kuyruk defektleri D. Asin rezidiel
sitoplazma
(@) ) 0 0 3] (U] (m) n)
Biikiik Asimetrik  Kalin ince Kisa Biikik Kivrimii Bagin > 1/3’U
boyun girig

AR R

Sekil 2.8: Anormal sekilli spermatozoa drnekleri

2.5. ATP Uretimi ve Mitokondri
2.5.1. Sperm Hiicresinde ATP Uretimi

Spermatozoa enerjisini glikoliz ve oksidatif fosforilasyon olmak tizere iki yolla
saglar (Tablo 2.2). Oksidatif fosforilasyonla daha fazla ATP iiretilmesine ragmen baskin
olan yol glikolizdir. Spermatozoa bas, orta par¢a ve ana parga ilizere ii¢ ayri
kompartmandan olusur. Bu ii¢ bolgede farkli metabolik siiregler islemektedir (Sekil 2.9).
Mitokondriler sadece orta parcada bulundugu igin burada enerji iiretimi oksidatif

fosforilasyonla olurken, bas ve ana parcada glikoliz ile enerji tiretimi gergeklesir.
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Tablo 2.2: Spermatozoada ATP iiretim yolu ve islevleri

ATP Uretim Yolu Spermatozoa Boliimii | Spermatozodaki Rolii

Glikoliz Bas, ana par¢a Kapasitasyon, hiperaktif motilite ve

akrozom reaksiyonu

Oksidatif fosforilasyon | Orta parga Spermiyogenez, sperm matiirasyonu,
aktif motilite

Enerjinin biiylik kismi glukoz ve fruktozdan saglanir ve bunlarin spermatozoaya
girisleri glukoz tasiyicilart (GLUTSs) tarafindan yapilir (20). Seminal plazmada fruktoz
konsantrasyonu, glukoz konsantrasyonunun 50 katt kadardir ancak glukoz,
spermatozoanin seker tiiketiminin yarisin1 karsilamaktadir. Seminal vezikiilden
salgilanan sivida bulunan fruktoz, spermatozoanin beslenmesini saglar. Fruktoz dl¢timii
seminal vezikiil fonksiyonunu gostermede yararhidir. Ejakiilasyondan sonra fruktolizis
islemi ile spermatozoalar fruktozu tiiketmektedir. Spermatozoa sayisinin yiiksek oldugu
durumlarda fruktoz tiiketimi fazla olur ve seminal fruktoz konsantrasyonu azalir. Buna
bagli olarak, azospermik ve oligospermik erkeklerde seminal fruktoz diizeyleri yiiksek
oranlarda tespit edilir (21). Ayrica seminal fruktoz konsantrasyonu, motil sperm

konsantrasyonu ile ters iliskilidir (22).

Differentiation

(spermiogenesis) Capacitation

Maturation Oxidative - Motility

(epididymal) phosphorylation Glycolysis |—>( hyperactivated)
Principle piece

Motility Acrosome

(activated) reaction

Sekil 2.9: Spermatozoa boliimleri ve enerji tiretim yollariyla iligkisi
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2.5.1.1. Glikoliz

Olgun spermatozoada orta pargada bulunan mitokondrilerde iiretilen enerjiyi ana
pargaya iletecek bir sistem bulunmadigindan dolay:1 buradaki enerji tiretimi glikoliz ile
olur. Yani flajellar hareket i¢in gerekli enerji glikoliz ile saglanir. Deneysel ¢alismalar
spermatozoada mitokondriyal oksidatif fosforilasyon durduruldugu zaman bile hareketin
hala devam ettigini gostermektedir (23). Miki ve ark., spermatozoaya 6zgii bir glikolitik
enzim olan gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz-S (GAPDS) enziminin sperm motilitesi ve
fertilite i¢in gerekli oldugunu gostermistir (24). Bu nedenle glikoliz, sperm motilitesi i¢in
ATP iiretiminde temel metabolik yol olarak goriilmektedir. Bas ve ana pargada
kapasitasyon, hiperaktif motilite ve akrozom reaksiyonlari i¢in glikoliz araciligiyla elde
edilen ATP enerjisine ihtiya¢ duyuldugu bilinmektedir. Ana pargada segici olarak tiretilen
hekzokinaz ve laktat dehidrogenaz gibi glikolitik enzimlerin spermatozoaya o6zgii

izoformlarmin varligi bu kavrami giiclendirmektedir (25).

2.5.1.2. Oksidatif Fosforilasyon

Her ne kadar glikoliz yolu ile iretilen ATP kritik olsa da mitokondri,
spermatozoanin enerji liretimi i¢in olduk¢a 6nemlidir. Oksidatif fosforilasyon ile iiretilen
enerji Ozellikle spermiyogenez, sperm matiirasyonu ve aktif motilite icin kullanilir.
Spermiyogenez, spermatogenez sonucu olusan spermatidlerin olgun, hareketli
spermatozoalara doniistiigii asamadir. Spermiyogenez sirasinda mitokondrilerde de major
yapisal degisiklikler olur (26). Bu degisiklikler sirasinda meydana gelen hatalar sonucu

motilite bozukluklar1 meydana gelebilir.

Olgun spermatozoada oksidatif fosforilasyon orta par¢ada meydana gelir. Elde
edilen ATP’nin biiylik kismi1 aksonemin kollarinda dynein ATPaz tarafindan kullanilir.
Spermatozoanin serbest oksijen radikallerine maruz kalmasi ise mitokondri

mutasyonlarina sebep olabilir ve bunun sonucunda motilite bozulabilir (27).

2.5.2. Mitokondri Yapisi ve islevi

Mitokondri ¢ift membranla gevrili bir organeldir. Mitokondriler iki membran

arasinda bulanan bir intermembran araligina ve matrikse sahiptir. Mitokondriyal ig
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membranda krista ad1 verilen yapilar mevcuttur (Sekil 2.10). Spermatozoada yaklasik 70-
100 tane mitokondri bulunur.

. ATP

dis membran

ribozom  Krista

grantiller

ic membran
inter membran aralik

Sekil 2.10: Mitokondri yapis1

Mitokondri ayr1 bir genoma sahiptir ve niikleer genomdan farkliliklart mevcuttur
(Sekil 2.11). mtDNA dairesel olup intron igermez. Cift zincirli olan mitokondriyal
genom, agir (H) ve hafif (L) iki zincirden olugsur. mtDNA’nin ufak bir boliimii ii¢ zincirli
DNA yapisindadir. Bu iigiincii zincir (7S DNA), agir zincirin kisa bir segmentinin
tekrarlayan sentezinden kaynaklanir. Bu ii¢ zincirden olusan alana “D-loop (displacement
loop-kontrol bolgesi) bolgesi” denir (4). Yaklasik 1000 bg (baz ¢ifti) uzunluga sahip olan
bolge, hem agir zincirin replikasyon orijinini hem de her iki ipligin promotor bdlgelerini

icermektedir.

Son yillardaki c¢alismalar, D-loop bolgesindeki metilasyonlarin basta gen
ifadesinin diizenlenmesi olmak iizere, birgok siiregte rol alan epigenetik bir belirteg olarak
kullanilabilecegi bildirmektedir (5). Epigenetik degisiklikler, DNA metilasyonu ve
translasyon sonrasi1 histon modifikasyonlarindan sorumludur (9). Sperm DNA metilasyon
diizeyi ile sperm miktar1 ve motilitesi arasinda anlamli (pozitif) baglanti bulunmustur
(28). Bununla birlikte mtDNA’nin bazi genlerine ait CpG bélgelerinin de metile
olabildigi ve ilgili genin ekspresyonunu etkileyebilecegi gosterilmistir (29). Dolayisiyla
D-loop bolgesindeki metilasyon degisikliklerinin mitokondride ATP iiretimini ve buna

bagli olarak motiliteyi bozabilecegi diisiiniilmektedir.
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Sekil 2.11: Mitokondriyal DNA (mtDNA) ve D-loop bolgesi

2.6. Sperm Motilite Bozukluklari

DSO’niin 2010 kilavuzuna gore, ileri hareketli+yerinde hareketli spermlerin
<%A40 veya sadece ileri hareketli spermlerin <%32 olmasi azalmig sperm motilitesi

(astenospermi) olarak degerlendirilir.

Sperm hareket bozukluklari izole olarak ortaya ¢ikabilecegi gibi (astenospermi),
daha cok sekil ve say1 azhig1 ile beraber (oligoastenoteratospermi) goriilebilir. Izole
astenospermi daha cok flajellar sorunlara bagli olurken kombine bozukluklarda sorun
genellikle spermatogenezdeki sorunlardir. Motilitede azalma, spermin aksonem ve
kuyrugunun fonksiyonlarin1 saglayan 200-300 ayr1 gendeki bozukluk nedeniyle

olusabilir.

Sperm motilitesinin baslatilmasi ve siirdiiriilmesinde ATP, ATPaz enzimi, CAMP
ve kalsiyum ile birlikte ortamdaki pH, adenilat siklaz ve serin proteaz enzimlerinin
onemli bir yeri vardir. Ayrica seminal plazma igerisinde bulunan fruktoz, ¢inko,
prostaglandin gibi maddeler de sperm motilitesini olumlu yonde etkiler (30).

Spermatozoanin hareket kazanmasi i¢in gerekli olan en 6nemli basamak olan aksonem
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gelisimi testiste gergeklesmesine ragmen spermin aktif hareketli hale gelmesi igin

epididimin varlig1 sarttir.
Sperm motilite bozukluguna sebep olan baslica durumlar ise sunlardir:

e Antisperm antikorlar (ASA): Varikosel, testis torsiyonu, testis travamasi,
kriptorsidizim, obstriiktif patolojiler kan-testis bariyerini bozarak ASA
olusuma neden olurlar ve bu antikorlar sperm yiizeyine baglanarak motiliteyi
etkilerler (31).

e Enfeksiyonlar: Lokospermi durumunda 6zellikle nétrofiller serbest oksijen
radikalleri olusturarak sperm motilitesini bozabilirler.

e Varikosel: Varikosel de ayni sekilde serbest oksijen radikallerini artirarak
motiliteyi etkiler (32).

o Immotil silya sendromu: Otozomal resesif gecisli bir hastalik olup
mikrotiibiilleri birbirine baglayan dynein kollarinda kisalik veya yokluk
sonucu sperm hareket yeteneginde azalma goriiliir (33).

e Fibroz kilifin displazisi: Immotil silya sendromunun bir varyantidir ve fibroz
kilifin bozukluguna bagli olarak spermatozoa kuyrugu kisa, kalin ve diizensiz
olabilir ve bu durum motilitenin bozulmasina neden olur.

e Protein karboksilaz metilaz eksikligi: Spermatozoa kuyrugunda bulunan ve
motiliteyi regiile eden bir enzimdir, eksiklginde hareket bozuklugu goriiliir
(34).

o Epididimin fonksiyonel bozukluklari: Epididim matiirasyonunda bir defekt
olmas1 veya burada bulunan serbest oksijen radikalleri motiliteyi olumsuz
etkiler.

e Fonksiyonel sperm kuyruk defektleri: Spermatozoa kuyrugundaki ATP ve
ATPaz enzimindeki defektlere, kalsiyum ve eksikligine, adenilat siklaz
enzimindeki eksiklige, spermatozoa membranindaki fonksiyonel defektlere

bagli olarak sperm hareketi etkilenebilir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Calisma Grubu

Calisma igin Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’ndan etik kurul onay1 alind1 (09.05.2019 tarihli, 83045809-
604.01.02-71346 sayil1 yaz1).

Mart 2020 — Subat 2021 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi-Cerrahpasa,
Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Uroloji Anabilim Dali, Androloji Poliklinigi’ne basvuran 30
kontrol (normospermik), 30 hasta (astenospermik), olmak {izere toplam 60 olgu
calismaya dahil edildi. Hastalara bilgilendirilmis goniillii olur formu doldurulduktan
sonra sadece Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Uroloji
Anabilim Dali, Androloji Laboratuvar’1 tarafindan degerlendirilen semen &rnekleri DSO
2010 kilavuzuna gore normospermik ve astenospermik olarak siniflandirildi. Toplanan
semen ornekleri Istanbul Universitesi-Cerrahpasa, Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Tibbi
Biyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda c¢alisildi. Calisma prospektif olarak
gerceklestirildi.

e Calismaya Dahil Edilme Kriterleri (Hasta Grubu):
= 20-55 yas arasinda olan hastalar
» Enaz 1 senedir gocuk sahibi olamayan hastalar

» zole astenospermisi olan hastalar

e Calismaya Dahil Edilme Kriterleri (Kontrol Grubu):
= 20-55 yas arasinda olan hastalar
= Enaz | ¢ocuk sahibi olan veya esi gebe olan hastalar

= Normospermik olan hastalar

e Calismadan Dislanma Kriterleri:
= Bilinen malignitesi olan, KT veya RT alan hastalar
= Bulasici hastaligi olan (Hepatit vs.) hastalar
= Herhangi bir kronik hastalig1 olan hastalar

= Testis travmasi, epididimorsit gecirmis olan hastalar
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3.2. Yontem
3.2.1. Spermatozoa Izolasyonu

Semen 6rneginden 1 ml alinip 1000 xg’de 5 dk santrifiij edildi. Pelletin {izerine 1
ml PBS tamponu eklenip 1000 xg’de 5 dk santrifiij edildi. Elde edilen pelletin tizerine 50
mM 50 pl Tris-HCI (pH:6,8, 4-8 °C) eklenip +4 °Cde 30 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda 1000 xg ve +4°Cde 20 dk santrifiij edildi. Pellet tizerine 500 pl hiicre lizis
tamponu ve 1 pl Proteinaz K (20 pg/ml) eklenip 56 °C'de 15 dk ¢alkalamali su banyosuna
koyuldu. Ardindan 1000 xg ve +4 °C'de 5 dK santrifiij edildi. Pellet 750 ul PBS tamponu
eklenerek 1000 xg ve +4 °C'de 7 dk olmak tizere iki kere yikandi.

Bu islem sonrasinda mikroskop degerlendirmesi yapilarak 16kosit kok

hiicrelerinin semen 6rneklerinden uzaklastirildigi kontrol edildi.

e PBS tamponu: 0,137 M NaCl, 0,0027 M KCI, 0,01 M Na;HPO4, 0,0018 M
KH2PO4
e Hiicre lizis tamponu: 1 M Tris, 1 M NaCl, 1 M EDTA, %0,05 Triton X-100

3.2.2. ATP Diizeylerinin Belirlenmesi (Bioliiminesans)

ATP o6l¢limii bioliiminesans deney kiti CLS II (ATP Bioluminescence Assay Kit
CLC II) (Roche) ile yapildi. Calisma gruplarin1 olusturan tiim bireylerin izole edilmis
sperm orneklerinde ATP miktar tayini, liretici firmanin tavsiye ettigi yonteme uygun
olarak yapildi. Her olgu i¢in deney iki kez tekrarlandi. Sperm siispansiyonu tiiplere
aktarildiktan sonra 50 pl luciferase eklenerek 10 sn igerisinde kemiliiminesans 6l¢timii
yapildi. Kor dl¢iimii ise ATP ve hiicre yoklugunda yapildi. Orneklerdeki ATP miktarlari,
ATP konsantrasyonlarindan elde edilen standart egri yardimiyla hesaplandi. Sonuglar n

mol/mg protein olarak hesaplandi.

3.2.3. Protein Miktar Tayini (Lowry-Hartree Modifiye Yontemi)

Protein miktarlar: tayini standart olarak sigir serum albiiminin kullanildigi kismen
degistirilmis Lowry yontemine gore yapildi (35,36). Protein tayini i¢in kullanilacak

standart egriyi elde etmek i¢in artan oranlarda ve bilinen miktarlarda sigir serum
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alblimini, dokuz Ornek icine konulduktan sonra diger Orneklere protein igerigi
belirlenecek hiicre kesimleri konuldu. Orneklerin hacmi distile su ile 90 pl’ye getirildi.
Daha sonra proteinler 50 ul 2 M NaOH i¢inde 37 °Cde 30 dk inkiibe edildi. Ardindan
orneklere 1 ml ¢ozelti-1 eklendi, 10 dk 20 °C’de tekrar inkiibasyon yapildi ve 6rneklerin
tizerine 100 ml ¢ozelti-2’den eklendi, 37 °Cde 30 dk inkiibe edilen 6rneklerin 750
nm’deki absorbsiyon degerleri okundu (A7so). Artan oranda standartlarin bulundugu
orneklerin Azso’de verdikleri degerlerin karsiligi olan ve protein miktarinin bir islevi olan
standart dogru ¢izildi. Cizilen dogrudan protein miktar1 bilinmeyen hiicre kesimlerinin

okunan Azso degerlerine karsilik gelen protein miktar1 hesaplandi.

e (Cozelti-1: 50 ml %2 NA>COs + 1 ml CuSO4 5 H20 + 1 ml %2 Potasyum
Sodyum Tartarat

e (ozelti-2: Folin ve Ciocalteau’nun fenol reagenti + H.O (1:1)

3.2.4. DNA izolasyonu

Semen 6rneklerinden ticari kit kullanilmak suretiyle (ZymoResearch Quick-DNA
Kits) DNA izolasyonu yapildi. izole edilen DNA konsantrasyonu ve saflik 6l¢iimleri, 1’er
pl DNA 6rnegi NanoDrop Scientific TM 1000 (Thermo Fisher, Delaware, USA) cihazina

yiiklenerek belirlendikten sonra -80 °C'de muhafaza edildi.

3.2.5. D-loop Metilasyon Oram Tespiti I¢in Referans DNA'nin Olusturulmasi

Saglikli bireyin sperminden hazirlanan bisiilfit modifiye sonrasi mitokondri
DNA’s1, metillenmemis referans olarak kullanildi. Metillenmis referans igin, semen
orneklerinden izole edilen mitokondri DNA’sin1 mitokondri restriksiyon enzimi BamHI|
(Fast Digest BamHI Thermofisher Scientific) uygulandi. Ardindan DNA 6rneginin
timiini metillemek igin M.Sssl CpG Metilaz (New England BioLabs Inc., Beverly, MA,
ABD) enzimi uygulandi. Daha sonra asagidaki maddeler 50 pl reaksiyon hacminde 37
°Cde 16 saat siireyle inkiibe edildi:

e 10 U M.Sssl CpG Metilaz
e 160 uM S-adenosilmetiyonin
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e NE Tampon 2 pl (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1 mM
ditiotreitol, pH 7.9)

Bu islem sonrasinda biitin DNA miktar1 metillenmis olmaktadir. Sonrasinda
bisiilfit modifikasyonu uygulandi. Her iki standart (metillenmis ve metilenmemis)
ornekleri sanger dizileme metodu ile kontrol edildi. Elde edilmis metillenmis ve

metillenmemis DNA 6rneklerine bisiilfit modifikasyon yontemi uygulandi.

3.2.6. DNA Bisiilfit Modifikasyonu

Metilasyon 6l¢timii igin bistilfit modifikasyonu yontemi altin standart olarak kabul
edilmektedir. Bu yontemde DNA baz diziliminde metillenmemis olan tiim sitozin bazlari
kimyasal reaksiyonla urasile dontstiiriiliir. Metile olan sitozinler etkilenmez, sitozin
olarak kalir. Calismaya katilan bireylerden elde ettigimiz ve standart icin kullanacagimiz
DNA o6rnekleri (Zymo EZ DNA Methylation-Gold™ Kit) iiretici firmanin tavsiye ettigi
yonteme uygun olarak yapildi. DNA konsantrasyonu ve saflik 6l¢iimiinden sonra 6rnekler
-80 °C'de muhafaza edildi.

3.2.7. Standart Olusturulmasi

Calismamizda plazmid kullanmak sureti ile iki standart olusturuldu, mitokondri
miktart ve mitokondri D-loop metilasyon orani tespiti i¢in adi gecen referans
mtDNA’lardan PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) yapildi. PZR yonteminde kullanilan

primerler sunlardir:

o 5 -TAGGGTTATAAAGTTTAAATAGTTTATA-3’
o 5-ACAAAAATCAAAAACAAATACTAC-3’

Primerler CpG adacigi icermemekle birlikte elde edilen 200 bg iiriinde 10 adet
CpG adacig1 bulunmaktadir. PZR islemi ardindan agaroz jelden gene 6zgii PZR iiriiniiniin

izolasyonu yapildi.
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3.2.8. Agaroz Jelden Gene Ozgii PZR Uriiniiniin izolasyonu

PZR sonrasi iirlinlimiizii saf olarak agaroz jelden izole etmek i¢in High Pure PCR

Product Purification Kit (Roche) kullanildi. Bu islem igin su basamaklar uygulandi:

1. PZR iiriinii agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra gene 6zgii bant steril bistiiri ile

kesilerek 0,5 ml'lik mikrosantrifiij tiipiine aktarildi.

2. Her 100 mg agaroz basina 300 ul baglanma tamponu eklendi.

3. 15-30 sn vortekslendi.

4. 56 °Cde 10 dk inkiibasyon yapildi, ardindan vortekslendi.

5. Her 100 mg i¢in 150 pul izopropanol eklendi, ardindan vortekslendi.

6. Kit iceriginde bulunan toplama tiipiine filtreli kolon yerlestirildi ve

mikrosantrifijj tiiptindeki 6rnek filtrenin tizerine aktarildu.
7. 1 dk boyunca santrifiij edildi ve altta biriken siv1 alind1.

8. Filtreli tiiplerin iizerine 500 pl Wash Buffer eklendi ve 8000 xg’de 1 dk santrifiij
edildi, bu islem iki kez tekrarlandi.

9. Filtreli tiipler santrifiijden ¢ikartilarak 1,5 ml’lik ependorf tiiplerine yerlestirildi
ve lizerine 200 ul Elution Buffer eklendi. 8000 xg’de 1 dk santrifiij edildi.

10. PZR trini -80 °Cde saklanda.

PZR iirtinlerini saflastiriimasindan sonra elde edilen iiriinler kontrol amagli agaroz

jelinde yiirttiildii.

3.2.9. PZR Sonrasi Elde Edilen Uriin Dizisinin Vektore Aktarilmasi

PZR sonucu elde ettigimiz 200 bg¢’lik iriinler (metillenmis D-loop ve
metillenmemis D-loop), asagida igerigi verilen kit ile vektore aktarildi. Klonlanma
pPEGM-T Easy Klonlama Kiti (Promega) kullanarak yapildi. Se¢ilen gen bolgesi, PZR ve
klonlama yapmadan 6nce kontrol amacli klonlanmis ve plazmid izolasyonundan sonra

elde edilen bolge dizilenerek kontrol edilmistir. Daha sonra ligasyon islemine gecilmistir.
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5 ul 2x ligasyon tamponu, 1 ul pEGM-T Easy Vector, 1 pl T4 ligaz, 1 ul PZR {iriinii, 2

ul H20 olmak iizere ligasyon reaksiyonu 0,5 ml’lik tiiplerde hazirland1 ve +4 °Cde 24
saat bekletildi.

3.2.10.

Vektoriin Bakteriye Transforme Edilmesi

Ligasyon sonrasi 200 bg¢’lik vektor (metillenmis D-loop ve metillenmemis D-

loop) bakteriye su islemlerle transforme edildi:

3.2.11.

1. Once kisa santrifiij yapildi, ardindan her ligasyon reaksiyonundan 2 pl alinip

15ml’lik steril polipropilen tiiplere aktarildu.

2. Kompetan hiicreler -70 °Cden alinip buz iizerinde ¢oziildii ve her ligasyon

reaksiyonuna 50 pl hiicre eklendi.
3. Pipetaj yapildi ve buz tizerinde 20 dk bekletildi.
4. Is1 soku uygulandi. 42 °Cde 45 sn, ardindan buz iizerinde 1 dk bekletildi.

5. Tiiplere SOC medyumundan 950 pl eklendi ve 37 °Cde 150 rpm’de 1,5 saat

calkalamal1 inkiibatorde inkiibasyon yapildi.

6. Kiiltirden SOS medyumu ile 1:1, 1:10, ve 1:50’lik diliisyonlar yapild1 ve
ardindan 100 pl olarak LB/apmisilin/IPTC/X-gal petrilerine yayildi.

7. Stb3 kompeten hiicrelerine transforme edildi ve iireyen beyaz renkli koloniler

secilerek siv1 besiyerine aktarildi.

Mini-Prep Protokoliiyle Plasmid DNA Eldesi

5 mI’lik ampisilinli LB igeren petrilerden se¢gmis oldugumuz bir koloni tiipe alinir

ve gece boyu calkalamali inkiibatorde (220 rpm) bekletildi. Ardindan su islemler

uygulandz:

1. 1,5 mI’lik tiipler i¢ine konulan karigim 5 dk 3000 rpm’de santrifiij edilir.
2. Coken hiicreler 250 pl’lik P1 (RNase) tamponu ile karistirilir.

3. 250 ul P2 (lizis) tamponu eklenir ve iyice karistirilir.
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4. 350 ul N3 (SDS) tamponu eklenir ve iyice karistirilir (soliisyon beyaz bir renk

alr).

5. 10 dk 13000 rpm’de santrifiij edilir.

6. Stipernatan spin kolonlarina aktarilir ve 1 dk 13000 rpm’de santrifiij edilir.
7. 0,75 ml PE yikama tamponu eklenerek 1 dk 13000 rpm’de santrifiij edilir.
8. Etanolii uzaklastirmak i¢in ilave olarak 1 dk santrifiij yapilir.

9. Kolonlar 1,5 mI’lik tiiplere yerlestirilerek tizerine 50 ul EB (10 mM Tris-Cl,

pH 8.5) tamponu eklenir ve 1 dk bekleme siiresinin ardindan 1 dk santrifiij edilir.

Izolasyonda Qiagen QIAprep Miniprep Kiti kullamilmistir. Plasmidlerin
dogrulugunu kontrol etmek icin saflastirilmis plasmidlerden uygun olanlar1 segilerek

dizilendiler.

3.2.12. Mitokondri DNA Kopya Sayisinin Ger¢ek Zamanh PZR ile Analizi

Gergek zamanli PZR i¢in uygun kosullar belirlendikten sonra, tiim gruplarda
spermatozoadan elde edilen DNA’larda bisiilfit modifikasyon sonrasi gergek zamanli
PZR yapildi. Ger¢ek zamanli PZR teknigi kullanilmak suretiyle bir 6rnekteki bilinmeyen
total mtDNA miktarinin bulunmasi i¢in en uygun yol eksternal standart egrileri
kullanmaktir (37). Bu nedenle ¢alismamizda hem total mtDNA hem de bir genomik
kontrol gen olan (housekeeping) B-actin geni igeren plasmidler hazirlandi ve her primerin
kendi seri diliisyonlarina 10’ar kat azalan 5 diliisyon kullanilarak 5 standart olusturuldu.

Elde ettigimiz verilerden kopya sayis1 belirlemek i¢in https://cels.uri.edu/gsc/cndna.html

adresi kullanildi. Bu gruplarin total mtDNA/B-actin kopya sayis1 oran1 hesapland.

3.2.13. Ger¢ek Zamanh PZR ile D-loop Metilasyon Oraninin Belirlenmesi

D-loop bolgesinin metilasyonu, Methylation Sensitive Melt Curve Analysis
(Metilasyona Duyarli Erime Egrisi Analizi, MD-EEA) teknigi vasitasiyla degerlendirildi.

DNA erime egrileri dogrusal bir sicaklik ge¢isi sirasinda floresan olgiilerek elde edilir.
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Metillenmis DNA bisiilfit modifikasyonundan sonra daha yiiksek CpG igerdigi igin
erimeye kars1 daha dayanikli hale gelir. Sonug olarak, floresan sinyali daha ytiksek erime
sicakliklarinda kaydedilir. Bilinmeyen bir 6rnegin metilasyon durumu daha sonra erime
profili ile karsilastirilarak belirlenir. MD-EEA'da bisiilfit ile muamele edilmis DNA,
metilasyondan bagimsiz primerler ve SYBR green gibi ¢ift sarmalli interkalasyon boyasi
ile PZR ile amplifiye edilir. Calismamizda MD-EEA yonteminde kullanmak tizere CpG

icermeyen asagidaki primerler tasarlandi:

e 5 -TAGGGTTATAAAGTTTAAATAGTTTATA-3’
e 5-ACAAAAATCAAAAACAAATACTAC-3’

200 bg’lik elde edilen iiriinlerde 10 adet CpG adacigi bulunmaktadir. Gergek zamanl
PZR teknigi kullanilmak suretiyle bir 6rnekteki bilinmeyen mtDNA D-loop metilasyon
oraninin bulunmasi i¢in en uygun yol eksternal standart egrileri kullanmaktir (38). Bu
nedenle ¢alismamizda daha once bahsettigimiz hem metillenmis hem de metillenmemis
plasmidlerden %100, %75, %50, %25, %10, %0 metile oraninda standartlar olusturuldu.
Elde ettigimiz verilerden metilasyon ytizdesi belirlemek icin olusturdugumuz % standart

kullanmak sureti ile hesaplandi.

e PZR protokolii (igerigi ve uygulanan islemler) asagida verilmistir:
= Mix: S5ul
= Hy0:2,8ul
= Primer (f): 0,6ul
= Primer (r): 0,6ul

= DNA: 2ul
Sicaklik Zaman
On Denatiirasyon +95 °C 10 dk
Denatiirasyon +95 °C 15sn
Primer Baglanmasi +48 °C 30sn 40 dongti

Zincir Uzamast +60 °C 30 sn
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Erime Egrisi (Melt Curve) analizleri i¢in termal profil 95 °C-15 sn, 60 °C-1 dk ve
0,2 artig ile 90 °C-15sn olacak sekilde programlanmustir.

3.3. istatiksel Analiz

Deney sonuglarinin istatistiksel analizleri i¢in GraphPad Prism 5 programi
kullanildi. Mann-Whitney U testi ile gruplarin ikili karsilagtirilmalar yapildi. Veriler
arasindaki iligki i¢in Spearman korelasyon analizi yontemi uygulandi. p<0,05 istatiksel

olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Daha 6nce 30 kontrol (normospermik), 30 olgu (astenospermik) olmak tizere 60
olgu olarak planlanan ¢alisma grubu, dislama kriterleri ve yoOntemlerde yasanan
uygunsuzluklar nedeniyle 24 kontrol, 25 olgu olmak tizere toplam 49 kisi olarak

diizenlendi. Calismaya alinan hastalarin demografik verileri Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1: Calismaya alinan hastalarin demografik verileri

Kontrol (Normospermik) Olgu (Astenospermik)
Ortalama = SD (Aralik) Ortalama = SD (Aralik)
(n=24) (n=25)
Yas (Yil) 34,04 + 5,47 (23-48) 32,92 + 5,95 (25-46)
Toplam motilite (%0) 60 + 5,01 (53-72) 26 + 10,3 (2-35)
Progresif motilite (%0) 57,3 +£5,42 (50-70) 21,36 + 9,51 (1-30)

4.1. Spermatozoadaki ATP Diizeyleri

Calisma gruplarini olusturan tiim bireylerin spermatozoasindaki ATP diizeyleri,
kit kullanilmak suretiyle liminometrik olarak 6l¢iildii. Mann-Whitney U testi ile kontrol
ve astenospermi grubu ikili karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark
goriilmemistir (p:0,3649) (Sekil 4.1). Gruplarin degisim katsayis1 degerleri ise; kontrol
grubu igin %131,12, astenospermi grubu i¢in %110,36 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4.1: Kontrol ve astenospermi gruplarinin spermatozoasindaki ATP diizeyleri (Grafiklerin

tizerindeki rakamlar ilgili grubun ortalama +SD degerleridir.)

4.2. Mitokondri D-loop Metilasyon Oranlarimin Gergek Zamanh PZR ile Analizi

Gergek zamanli PZR igin uygun kosullar belirlendikten sonra, tiim bireylerin
spermatozoasindan elde edilen DNA’lardan gergek zamanli PZR yapildi. Mann-Whitney
U testi ile kontrol ve astenospermi grubu ikili karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli
fark goriilmistiir (p:0,0015). Kontrol grubundaki bireylerin spermatozoasindan elde
edilen verilere gore, mitokondri D-loop metilasyon orani astenospermi grubuna gore daha
az miktarda saptanmustir (Sekil 4.2). Gruplarin degisim katsayisi degerleri ise; kontrol
grubu igin %86,64, astenospermi grubu ic¢in %63 olarak hesaplanmistir. Calisma
gurubuna dahil olan biitiin bireylerin spermatozoasindan elde edilen mitokondri D-loop

metilasyon orani kisisel veriler olarak Sekil 4.3’te verilmistir.
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Sekil 4.2: Kontrol ve astenospermi gruplarinin spermatozoasindaki mitokondri D-loop

metilasyon orani (Grafiklerin iizerindeki rakamlar ilgili grubun ortalama +SD degerleridir.)
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Sekil 4.3: Calismaya katilan bireylerin kisisel verilere gére spermatozoasindaki mitokondri D-
loop metilasyon orani

4.3. Mitokondri DNA Kopya Sayisinin Gercek Zamanh PZR ile Analizi

Gruplarin spermatozoasindan elde edilen DNA o6rneklerinden total mtDNA/j-
actin kopya orani1 hesaplandi. Mann-Whitney U testi ile kontrol ve astenospermi grubu
ikili karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark goriilmistiir (p:0,016). Kontrol

grubundaki bireylerin spermatozoasindan elde edilen verilere gére, mtDNA kopya sayisi
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astenospermi grubuna gore daha az miktarda saptanmistir (Sekil 4.4). Gruplarin degisim
katsayist degerleri ise; kontrol grubu igin %53,78, astenospermi grubu i¢in %53,33 olarak
hesaplanmistir. Calisma grubuna dahil olan biitiin bireylerin spermatozoasindan elde

edilen mtDNA/B-actin kopya orani kisisel veriler olarak Sekil 4.5’te verilmistir.
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Sekil 4.4: Kontrol ve astenospermi gruplarinin spermatozoasindaki mitokondriyal DNA kopya

say1s1 (Grafiklerin iizerindeki rakamlar ilgili grubun ortalama +SD degerleridir.)
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Sekil 4.5: Calismaya katilan bireylerin kisisel verilere gore spermatozoasindaki mitokondriyal

DNA kopya sayis1
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4.4. Spermatozoadaki Mitokondri D-loop Metilasyon Oram ile ATP Miktar

Arasindaki Korelasyonlarin Analizi

Calisilan gruplarin spermatozoasindaki mitokondri D-loop metilasyon orani ile
ATP miktarlar arasindaki iliski Spearman korelasyon analiziyle degerlendirildi. Her bir
calisma grubunun degerleri ayr1 ayri analiz edildiginde, veriler arasinda anlamli bir
korelasyon goriilmemistir (p>0,05). Kontrol grubuna ait mitokondri D-loop metilasyon
orani ile ATP miktarmin Kkorelasyon degerlendirilmesi (r= 0,179) ve astenospermi
grubuna ait mitokondri D-loop metilasyon orani ile ATP miktarinin korelasyon
degerlendirilmesi (r=0,089) Sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6: Spermatozoadaki mitokondri D-loop metilasyon orani ile ATP miktarlar1 arasindaki

korelasyonlarin analizi (A: Kontrol grubu, B: Astenospermi grubu)
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5. TARTISMA

Erkek infertilitesinin 6nemli sebeplerinden biri de sperm motilite bozukluklaridir.
Astenospermiden sorumlu olan bir¢ok mekanizma olmasina ragmen 6zellikle hareket
yetenegi icin gerekli olan ATP iiretimindeki sorunlar da motilite bozukluklarina sebep

olabilmektedir (39).

Cogu hiicrede oldugu gibi spermatozoanin ATP ihtiyact hem glikoliz hem de
oksidatif fosforilasyondan gelmektedir. Oksidatif fosforilasyon sonucu liretilen ATP’nin
spermin ¢esitli fonksiyonlarinin yerine getirilmesinde kullanildig1 ve bunlardan birinin de
sperm hareketi ile ilgili oldugu iizerine kanitlar bulunmaktadir (40,41). Mitokondri,
icerdigi genomla baz1 oksidatif fosforilasyonun ihtiyaci olan proteinleri sentezlemektedir.
Bazi deneysel c¢aligmalar, mitokondri genlerindeki ekspresyon seviyelerindeki
degisikliklerin hiicre i¢i ATP seviyelerini etkileyebilecegini gostermektedir (42).
Mitokondri genomu ile iliskili bazi1 mutasyonlarin astenospermi ile iliskisi oldugunu
gosteren caligmalar bulunmaktadir. Her ne kadar bu ¢alismalarda astenospermi ile ilgili
mutasyonlarla pozitif iliskiler kurulsa da bunlarin hi¢biri bugiine kadar astenospermi ile
ilgili patogenezi tam olarak agiklar goriinmemektedir. Bunlara 6rnek verecek olursak
4,977 bg delesyonlar1 veya oksidatif fosforilasyon komplekslerinde gorev alan proteinleri
etkileyen mutasyonlar ya ¢esitli genlerin ekspresyon seviyelerini, ya da bu genlerle iliskili

proteinlerin niteligini bozan mutasyonlar seklindedir (43-45).

Mitokondri genomunun 37 geni sentezledigi ve bunlardan 13’{inlin oksidatif
fosforilasyonla iliskili komponentleri kodladigi bilinmektedir (46). Bu proteinlerle iliskili
ekspresyon seviyelerinin kontrolii, D-loop boélgesi olarak adlandirilan dizi tarafindan
saglanmaktadir. Son yillardaki ¢aligmalar sonucunda, ¢esitli hiicre tiplerinde
mitokondrinin D-loop bdlgesinde yer alan CpG adaciklarinin  metilasyonunun,
mitokondri genlerinin ekspresyonu ve mtDNA’nin replikasyonu {izerinde etkisi oldugu
bilinmektedir (5). Klasik bilgi olarak CpG adaciklarinin metilasyon oraninin artisinin
genin ekspresyon seviyelerini etkiledigi bilinmektedir (47). D-loop bdlgesi bir promotor
bolge olarak gorev yapar ve gen ifadesini kontrol eder. Bununla birlikte c¢esitli
hastaliklarla (6rn. Alzheimer hastaligi, kolorektal kanser, Amyotrofik Lateral Skleroz
(ALS) gibi norodejeneratif hastaliklar) D-loop bolgesindeki metilasyon degisiklikleri

arasinda iligkiler de kurulmustur (6-8).
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Astenospermideki flajellar harekette ATP’ye olan ihtiya¢ gbz oniine alinarak, D-
loop bolgesindeki metilasyon yilizdelerindeki degisikliklerin hastaligin patogenezinde bir
rolii olabilecegi diisiiniilmektedir. Olas1 metilasyon artiglarinin mitokondri ile iliskili
genlerin ifadelerini etkilemek suretiyle hiicre igi ATP tiretimini etkileyebilecegi mevcut

literatiir bilgileriyle sdylenebilir (42).

Bu bilgiler 1s181inda, sperm hiicresinde mtDNA D-loop bdlgesinin metilasyonu,
Ozellikle ATP iiretimi ve hareketle ilgili genleri baskilayarak astenospermiye yani erkek
infertilitesine sebep olabilir. Literatiirde mtDNA metilasyonu ile cesitli patolojiler
arasindaki iligskiyi gosteren ¢alismalar mevcuttur (48). Bunlar arasinda ¢esitli genlerin
promotor bolgelerindeki anormal hipermetilasyonla astenospermi ile arasindaki iliskiyi
gosteren az da olsa ¢alismalar bulunmaktadir (49). Projemizin kurgulandigi dénemdeki
Pubmed ve Web of Science veritabanlari ile yaptigimiz literatiir calismamiz, mitokondri
genomunun promotor Ozelligi tasiyan D-loop bdlgesinin metilasyon durumu ile
astenospermi arasindaki iliskiyi irdeleyen bir calisma olmadigimi gostermektedir. Bu
dogrultuda bizim ¢alismamizin amaci, D-loop boélgesinin metilasyonunun sperm
motilitesinin {izerinde etkisini ortaya koymakti. Dolayisiyla ¢alismamizdan ¢ikabilecek
sonuglardan astenospermi patogenezinde mitokondrinin roliiniin ne olduguna dair daha

genis bilgiler elde edilebilecegini diistindiik.

Calismamizin bulgularina bakildiginda, astenospermik vakalarin
spermatozoasinda normospermik vakalardan alinan spermatozoaya gore yaklasik %86
metilasyon artis1 oldugu gozlenmistir. Ancak bulgularimiz bu metilasyon artiginin
spermatozoanin ATP konsantrasyonu iizerinde bir etkisi olmadigin1 da diisiindiirebilir.
Bilindigi {izere spermatozoa glikolitik yoldan da ATP iretimi yapabilmektedir.
Dolayistyla hiicre i¢i ATP diizeyi glikolitik yoldan gelen bir kompansasyon mekanizmasi
ile belirli sinirlarda tutulmus olabilir. Literatiirde ¢esitli patolojilerle iligkili ¢alismalari
irdeledigimizde, hiicre i¢ci ATP seviyelerinin diger bir kompansasyon mekanizmasi olarak
mtDNA miktarin1 artirmak suretiyle ATP {iretimini artirmak seklinde ¢esitli yorumlarin
yapildig1 goriilmektedir (50). Dolayisiyla bizim ¢alismamizda goriilen astenospermik
vakalarin spermatozoasinda gozlenen %44’°liik mitokondri sayisi artig1 bir kompansasyon
mekanizmas1 olarak degerlendirilebilir. Bir baska olasilik da D-loop bdlgesinin
astenospermik vakalardaki tespit edilen seviyelerinin, hiicre i¢i ATP tiretiminde bir risk

olusturacak diizeye gelmemesidir. Astenospermik vakalarin spermatozoasinda
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gbzlemlenen D-loop bolgesindeki hipermetilasyonun, mitokondri tarafindan sentezlenen
proteinlerin iizerindeki etkisinin ne oldugunu bilebilmek igin iligkili proteinlerin
ekspresyon seviyelerini arastirmak gerekmektedir. Ancak arastirma projemizin biitgesi
bunun incelenmesi i¢in yeterli olamamistir. Bu nedenle hipermetilasyonun hiicre igi
etkilerinin sonuglar1 hakkinda yorum yapabilmek miimkiin goziikkmemektedir. Baska bir
olasilik olarak da hiicre i¢ci ATP konsantrasyonun sabit kalmasinda astenospermideki
baska faktorlerin (antisperm antikorlar, varikosel, enfeksiyonlar gibi) patogenezde etkili
olmasi olabilir, yani asil primer patoloji hipermetilasyon olmayabilir. Calismamizin
bulgulari, yukarida vurgulandigi gibi bu konu ile dogrudan iliskili benzer bir ¢aligma

olmadigindan karsilastirma yapilamamustir.

Calismada ¢ikan sonuglarla ilgili dikkat ¢ekici bir nokta, 6l¢iilen parametrelerdeki
degisim katsayisinin yiiksek olmasidir. Bu durum, iligkili parametrelerin kigiler arasinda
genis bir araliga dagildigin1 ve kisisel varyasyonu oldugunu ortaya koyabilir. Kisiler
arasindaki farkli yasam tarzlari, sigara kullanimi, hava Kirliligi, agir metaller, diyet
yaglari, terapdtik ilaglar gibi faktorler bu varyasyonlarin goériinmesine sebep olmus
olabilir (51). Literatiirde sigara kullanim1 gibi gesitli faktorlerle artabilen reaktif oksijen
tirlerinin (ROS) serbest radikal iiretimini artirmak suretiyle mitokondri epigenetigini
etkiledigiyle iliskili c¢alismalar bulunmaktadir (52). Dolayisiyla yasam tarzi
degisikliklerinin de etkisiyle vakalardaki varyasyonlar olusabilir. Kisinin antioksidan
savunma sistemleri ve buna benzer sistemlerin degisik varyantlariyla iliskili olarak da bu
yasam tarz1 degisikliklerinin etkileri farkli farkli ortaya ¢ikabilir. Dahasi astenospermi ile
oksidatif stres artis1 iligkisini gosteren caligmalar da bulunmaktadir (53). Yine bu
kisilerdeki ongoremedigimiz genetik altyapr nedeniyle mtDNA D-loop bdlgesindeki
metilasyon degisiklikleri ortaya ¢ikmis olabilir. Ancak c¢alismamizin bu kurgusuyla

bahsedilen varyasyonlarin kaynagini ve mekanizmasini ortaya koymak miimkiin degildir.

Yukarida bildirilen baz1 kisitlayict etkenler disinda ¢alismamizi sinirlandiran en
onemli faktorlerden biri, mtDNA D-loop boélgesinin hipermetilasyonunun gen iriinleri
tizerinde ne gibi bir etkisi oldugunu saptayamamaktir. Calismamizda D-loop bolgesinin
kontrol ettigi genlerle iliskili proteinlerin ayr1 ayr1 ekspresyon seviyeleri
degerlendirilememistir. Daha genis biitgeli calismalarda bu durum ayr1 olarak
arastirilabilir. Bir diger smirlayict faktor ise, hiicre i¢i ATP konsantrasyonunun

degismeden kalabilmesine sebep olabilecek glikoliz yolu ile ATP iiretiminin ayr1 olarak
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Ol¢iilememesidir. Ayrica sperm motilite bozukluguna sebep olabilecek diger durumlarin
(antisperm antikorlar, varikosel gibi) ¢alismamiz kapsaminda olmamasi arastirmamizi
siirlandiran bir faktér olarak goze carpmaktadir. Daha genis hasta serileriyle ve
olusturulan subgruplarla izole olarak hipermetilasyonun astenospermi iizerinde ne gibi

etkileri oldugu daha iyi anlasilacaktir.

Sonug olarak c¢alismamizin bulgulari, astenospermi vakalarmmda spermatozoa
mitokondri genomunda yer alan D-loop bolgesinde metilasyon artisi oldugunu ancak
bunun hiicre i¢ci ATP diizeyleri iizerinde etkisi olmadigin1 gostermektedir. Daha ileri
calismalarla astenospermik vakalarda bu metilasyon artisinin nedenleri ve sonuglar1 daha

net bir sekilde ortaya konulabilir.
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FORMLAR

“Mitokondriyel DNA’nin D-loop Bolgesinin Metilasyonunun Sperm Hareketi
Uzerine Etkisinin Arastirilmasi”
Arastirmasi Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu

Hastanin Adi- Soyadi: Protokol No:
Sayin Hastamiz,

Tibbi durumunuz ve hastaliginiz tan1 ve-veya tedavisi i¢in size dnerilen tiim tibbi
ve/veya cerrahi uygulamalar konusunda bilgi sahibi olmak en dogal hakkinizdir. Bir
yandan bu tedavi siirecine normal standartlarda devam ederken diger yandan tedavi ve
takip doneminizde sizin klinik durumunuz, rutin bakilan kan degeri ve sperm
sonuclariniz, takibiniz ile ilgili verileri aragtirma amaciyla kullanmak istiyoruz. Bu
arastirmada yer almayi kabul veya ret edebilirsiniz. Her iki durumda da tibbi tedavinizin
normal seyrinde devam edecegini belirtiyorum.

Saymn Hastamiz,

Erkek infertilitesi (kisirlik), ¢ocuk sahibi olmak isteyen ciftlerin 6nemli bir
sorunudur. Bu sorunu ortaya koyabilmek i¢in spermiyogram (sperm sayimi)
yapilmaktadir. Yapilan sayim sonucunda sperme ait bazi sorunlar anlasilabilmekte ve
kisirliga neyin sebep oldugu ortaya konabilmektedir. Astenospermi (sperm hareket azlig1)
bu sorunlardan biridir.

Bu caligmada sperm sayimi yapilan ve sperm hareket azligi tanist konulmus
hastalarin spermlerindeki bazi1 molekiiler ve hiicresel degisimleri laboratuvar ortaminda
incelemeyi amagliyoruz. Onay vermeniz veya vermemeniz durumunda tedavi ve takibiniz
ile ilgili higbir degisikli olmayacaktir. Klinik durumunuzda iyi veya kotii yonde higbir
degisiklik Ongoriilmemektedir. Calismaya dahil oldugunuzda ise bu veriler ayr1 bir
bilgisayar ortaminda kaydedilerek analizi yapilacaktir.

Alinan verilerin gizliligi agisindan gilivenlik sorunu yasanmayacagini taahhiit
ederiz.

Calismaya devam etmeniz i¢in dngoriilen siire 12 aydir. Bu siirecte tedaviniz ile
ilgili olusabilecek tiim durumlar i¢in asagidaki numarali telefonlardan 24 saat bize
ulasabilirsiniz.

Uzm. Ogr. Dr. Birgi Ercili +90 555 513 93 73
Prof. Dr. K. Emre AKKUS +90 532 344 95 40
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Hasta / Korumasi / Vekili tarafindan tebligi:

Doktor/sorumlu saglik personeli tarafindan tibbi durumunuz hakkinda
bilgilendirme yapildi.

Olusabilecek komplikasyonlar ve olasi riskler ayrintilari ile anlatildi.
Bu calismadan istedigim zaman ayrilabilecegim anlatildi.
Calisma siiresince karsilasabilecegi olas1 durumlar, yan etkiler anlatildi.

Islem sirasinda fotograf ya da video goriintiiler aliabilecek ve bunlar kimligimizi
ortaya ¢ikarmayacak sekilde egitim amacl kullanilabilecegi anlatildi.

Hastaliginizla ilgili klinik bulgu, tetkik, tedavi ve sonug bilgilerinin tiim kimlik
bilgilerinizin gizli kalmak kosuluyla, geriye veya ileriye doniik bilimsel ¢aligmalar
icin kullanilabilecegi ve yayinlanabilecegi anlatildi

Bu ¢alisma siiresince tarafima herhangi bir ticret 6denmeyecektir. Tarafimdan de
herhangi bir iicret alinmayacaktir. Bagli bulundugum Sosyal Giivenlik Kurumundan
da herhangi bir iicret alinmayacaktir.

Tim gerekli bilgiler doktorum tarafindan agiklandi. Herhangi bir beklenmedik
durumda, olumsuz durum karsisinda yukarida ismi yazilan doktoruma 24 saat
ulasabilecegim anlatildi. Doktor bilgilerim paylasildi.

Alimacak numunelerimin saklanip bagka calismalarda kullanilabilmesini
onayliyorum.

Bu bilgiler 1s1ginda, yukarida agiklanan “Mitokondriyel DNA’nin D-loop
Bolgesinin  Metilasyonunun Sperm Hareketi Uzerine Etkisinin Arastirilmast”
calismasina hicbir baski, zorlama olmaksizin kendi rizamla sahsimin katilimina /
vekili oldugum hastanin katilimina onay veriyorum.

Tarih: ------- — yA— SAAL: omememememeeeee
Ad1 - Soyadi imza
Hasta / Hasta yakini (*)
(yakinlik derecesi----------
_______________ )
Tanmik

Sorumlu saghk personeli

*Hastanin yakini: Vesayeti altindakiler icin vasi, resit olmayanlar icin anne- baba,
bunlarin bulunmadigr durumlarda birinci derece kanuni mirascilar.



