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ÖZET 

Sperm Drp1 ve Mfn2 Protein Miktarlarının İn Vitro Fertilizasyon Başarısındaki 

Rolü 

Amaç: Drp1 ve Mfn2 proteinleri mitokondriyal fizyon ve füzyon olaylarında görevli 

olan temel bileşenlerdir. Hücre içindeki mitokondriyal morfolojinin ve hücre sağlığının 

korunması fizyon ve füzyon arasındaki hassas dengeden kaynaklanmaktadır. Bu çalışmanın 

amacı, sperm Drp1 ve Mfn2 protein miktarlarını araştırmak, yapı ve fonksiyonları hakkında 

bilgi sahibi olmak, fertilizasyon, gebelik, embriyo kalitesi üzerine olan etkisini araştırmaktır. 

Materyal ve Metot: Bu çalışma infertilite için IVF merkezine başvuran 20 gebe 20 

gebe olmayan 40 çift ile yürütüldü. Erkek hastaların spermiogram analizleri alındı ve Drp1 ve 

Mfn2 protein miktarlarının ölçümü için Western Blot analizi yapıldı.  

Bulgular: IVF tedavisi alan erkek hastaların sperm Drp1 proteininin seviyeleri 

(göreceli yoğunluk değeri) ile fertilizasyon oranı, transplante edilebilir embriyo oranı, iyi 

embriyo kalitesi oranı ve klinik gebelik oranı parametreleri arasında korelasyon saptanmadı 

(p>0.05). Mfn2 proteinin miktarı ile iyi embriyo kalitesi parametrileri arasında pozitif 

korelasyon saptanırken (rp=0,345*, p=0.029) Mfn2 verileriyle fertilizasyon oranı, transplante 

edilebilir embriyo oranı ve klinik gebelik oranı parametreleri arasında korelasyon gözlenmedi  

(p>0.05).   

Sonuç: Sperm Drp1 proteinin fertilizasyon, iyi embriyo kalitesi, gebelik üzerinde ve 

böylece in vitro fertilizasyon başarısında etkisinin olmadığı, Mfn2 proteininin ise sadece 

embriyonun kalitesinin iyileşmesine katkıda bulunduğu tespit edilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Drp1, İn Vitro Fertilizasyon, Mfn2, Mitokondri  
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ABSTRACT 

The Role of Sperm Drp1 and Mfn2 Protein Content in In Vitro Fertilization 

Success 

 

Aim: Drp1 and Mfn2 proteins are the main components involved in mitochondrial 

fission and fusion events. The preservation of mitochondrial morphology and cell health 

in the cell is due to the delicate balance between fission and fusion. The aim of this study 

was to investigate the effects of sperm, Drp1 and Mfn2 protein, to have knowledge about 

structure and function, fertilization, pregnancy and embryo quality. 

Material and Method: This study was carried out with 40 pairs of 20 non-

pregnant, 20 pregnant who applied to IVF center for infertility. Spermiogram analyzes of 

male patients were performed and Western Blot analysis was performed to measure the 

amount of Drp1 and Mfn2 protein. 

Results: There was no correlation between the levels of sperm Drp1 protein 

(relative density value) and fertilization rate, transplantable embryo ratio, good embryo 

quality ratio and clinical pregnancy rate parameters of male patients receiving IVF 

treatment (p> 0.05).While there was a positive correlation between the amount of Mfn2 

protein and good embryo quality parameters (rp=0,345*, p=0.029) there was no 

correlation between Mfn2 data and fertilization rate, transplantable embryo ratio and 

clinical pregnancy rate parameters (p> 0.05).  

Conclusion: Sperm Drp1 protein fertilization, good embryo quality, pregnancy 

and thus on in vitro fertilization success has no effect, Mfn2 protein has been found to 

contribute only to improve the quality of the embryo. 

KeyWords: Drp1, In Vitro Fertilization, Mfn2, Mitochondrion 
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1. GİRİŞ 

İnfertilite, dünya çapında önemli bir sağlık sorunudur. Çiftlerin düzenli cinsel 

ilişkiye rağmen bir yılın sonunda gebelik sağlayamaması veya çocuk sahibi olamaması 

olarak tanımlanmaktadır.  Ebeveynlik içgüdüsü tüm canlılarda var olan en güçlü arzudur, 

bu sebeple infertilite eşlerin her ikisi içinde psikolojik olarak stresli, ekonomik olarak 

pahalı, tanı ve tedavi için yapılan işlemler sebebiyle zorlu bir süreçtir. Evli çiftlerin 

yaklaşık %10-15'inde infertilite görülmekte olup %50'sinde kadın faktörü, %30'unda 

erkek faktörü ve %20'sinde ise hem erkek hem kadın faktörü yer almaktadır.1, 2 Yıllar 

içerisinde erkeklerde infertilitenin görülme sıklığı artmaktadır. 

Erkek infertilitesi pretestiküler, testiküler ve posttestiküler bozukluklardan 

kaynaklanabilir. Vakaların çoğunluğunun sebebi testiküler, %30'unun ise genetik 

etiyolojiye sahiptir.3 1677'de Antoni Van Leeuwenhoek tarafından spermatozoanın ilk 

keşfedilmesinden bu güne modern tıp gamet etkileşimini, üreme fizyolojisini anlamaya 

çalışmakta,  infertilite sorununu çözmek ve tedavi etmek için çözümler 

aramaktadır.4  Erkek infertilite tedavisi ve teşhisi konusunda bu kadar çok çalışmaya 

rağmen ele alınması gereken çok sayıda soru vardır. Erkek infertilitesi genomik, 

transkriptomik, proteomik ve metabolomik alanlarda karmaşık bir hastalık olarak kabul 

edilmektedir. İnfertil erkeklerin %30-40'ında bariz bir infertilite sebebi bulunamamıştır. 

İdiyopatik infertil erkekler normal semen parametrelerine sahiptir. Erkek infertilitesini 

teşhis etmek için kullanılan testler mikroskobik testlerden ziyade makroskobik testlerdir. 

Genomik, proteomik gibi diğer yüksek verimli tekniklerin kullanımındaki gelişmeler 

infertil erkeklere umut vermektedir.5, 6 

Sperm fizyolojisindeki son araştırmalar spermin sağlıklı olmasının ve fertilitesinin 

önemli bir göstergesi olan hücrenin güç kaynağı olarak bilinen mitokondri üzerine 

yoğunlaşmıştır. Sperm mitokondrisinin biyoenerji mekanizmasının anlaşılması, spermin 
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saklanması ve yardımcı üreme tekniklerinin iyileşmesi için önemli bir gerekçe olacaktır.7 

Mitokondri kısmen bileşenleri kendi genomundan kodlayan oksidatif fosforilasyon ile 

adenozin trifosfat (ATP) üreten çift membranlı bir yapıdır.8 İnsan spermindeki 

mitokondri, çok farklı morfolojik heterojeniteye sahiptir ve döllenme öncesi ve 

sırasındaki tam işlevi tartışmalıdır. Mitokondri sadece spermin hareketliliğini sağlamakla 

kalmayıp aynı zamanda kalsiyum homeostazisinde, reaktif oksijen türlerinin oluşumu, 

apoptoz gibi sperm fonksiyonlarına katılır. Spermatogenezin farklı aşamalarında 

morfolojisi, sayısı ve konumu değişmektedir.9 Mitokondriyal işlevsellik ve bütünlükteki 

değişiklikler, mitokondriyal yapı, mitokondriyal genomik, proteomik, transkripsiyonel 

bozulmalar, membran potansiyeli ve oksijen tüketimindeki değişiklikler spermde 

fonksiyon kaybı ile ilişkilendirilmiştir.10 

Mitokondri tarafından gerçekleştirilen mitokondriyal füzyon ve fizyon 

mitokondrinin dinamik bir yapıda olmasıyla mümkün olur. Mitokondriyal yapı hücrenin 

bulunduğu durumlara göre farklılıklar göstermektedir. Mitokondriyal füzyon, 

mitokondriyal bağlantı için mtDNA ekspresyon ürünlerine erişim sağlamayı mümkün 

kılarken aynı zamanda diğer parçalarla bileşenleri değiştirerek zarar görmüş kısımların 

onarımını yapar. Fizyon ise hücre iskeleti boyunca artan enerji ihtiyacını karşılamak için 

kolayca taşınabilen daha küçük mitokondriler oluşturulmasını sağlar.11, 12 Füzyon ve 

fizyon dinamiklerindeki bozulmalar sonucunda Alzheimer, Parkinson, Huntington veya 

glokom gibi birçok nörodejeneratif hastalıklar meydana gelir ve aralarındaki dengenin 

bozulması ise diyabet, obezite gibi rahatsızlıklarla ilişkilendirilmiştir.13 

Fizyonun önemli ana temel bileşeni olan dinamin bağımlı protein 1 (Drp1)  

sitozolik, mitokondri ve peroksizom fizyonunda görev alan, dinamin ailesine ait bir 

guanozin trifosfataz (GTPaz)'dır. Mitofüsin2 (Mfn2) ise mitokondriyal morfoloji ve 

fonksiyonel bütünlüğünü sağlayan GTPaz ailesine ait mitokondriyal füzyon proteinidir. 
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Drp1'in düşük regülasyonu mitokondriyal DNA'nın kaybına, mitokondriyal solunumun 

azalmasına, hücre çoğalması ve hücresel ATP'yi azaltmıştır. HeLa hücrelerinde ROS 

üretiminde artışa sebep olmuştur. Oositte Drp1'in knockout edilmesi infertilite ile 

sonuçlanmıştır. 14Oositlerde Mfn2'nin düşük olması mitokondrinin dağılımını ve 

morfolojisini değiştirerek oosit olgunlaşmasını ve döllenmesini azaltır.15 

 Bu çalışmadaki amacımız, İn Vitro Fertilizasyon (IVF) merkezine başvuran 

infertilite tedavisi gören erkek hastalarda sperm Drp1 ve Mfn2 protein miktarlarını 

araştırmak, yapı ve fonksiyonları hakkında bilgi sahibi olmak, fertlizasyon, gebelik, 

embriyo kalitesine olan etkisini araştırmaktır. Bu proteinlerin araştırılması mitokondriyal 

dinamiklerin anlaşılması ve aralarındaki benzersiz dengenin anlaşılmasına katkı 

sağlayacaktır. Literatürde insan sperminde Drp1'in çalışılmamış, Mfn2'nin ise çok az 

çalışılmış olması bu çalışmanın değerini arttırmaktadır. Ayrıca spermin hassas yapısının 

ve özelliğinin moleküler düzeyde incelenmesi ve daha ayrıntılı kesin tanı konulabilecek 

moleküler düzeyde ayıraçların bulunup geliştirilmesine ihtiyaç vardır. Bu çalışmalar 

erkeklerdeki sebebi bilinmeyen infertilitenin aydınlatılmasına katkı sağlayacaktır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Testisin Embriyolojik Gelişimi 

Gonadlar, boşaltma yolları ve dış genital organlar her iki cinstede farklılaşmamış 

bir dönemden geçtikten sonra gelişirler. Yanlız kromozomlar aracılığıyla bu dönemde 

cinsiyet belirlenir. Genetik cinsiyet Y kromozomunun fertilizasyon sırasında bulunup 

bulunmamasına göre değişirken, gonadal cinsiyet ise embriyonik dönemde cinsiyetin 

belirlenmesinden sorumlu olan Y kromozomunun kısa kolunda bulunan SRY geninin 

varlığıyla tespit edilir.16 

Erkek gonadlarının gelişimi için sadece Y kromozomundan kodlanan genetik bilgi 

yeterli değildir. SRY geni tarafından kodlanan ve bir transkripsiyon faktörü olan TDF 

(testis belirleyici faktör), DNA'nın yapısını değiştirerek diğer transkripsiyon faktörlerinin 

bağlanmasını sağlayarak testislerin ve diğer cinsiyet organlarının oluşumunu başlatan gen 

ekspresyonuna neden olur.17 

Gonadal kordonlar üç kaynaktan köken alırlar; mezodermal epitel, embriyonik bağ 

dokusu ve primordial germ hücreleri. 5. haftada gonadal gelişim ortaya çıkar ve 

başlangıçta çölomik epitelin proliferasyonu ve altındaki mezenşimin yoğunlaşmasıyla 

oluşmuş gonadal sırtlar içerisinde 6. haftaya kadar germ hücreleri yoktur. Epitelyal 

kordonlar embriyonik bağ dokusu içerisine doğru kısa zamanda büyürler ve işte o zaman 

farklanmamış gonad dışta korteks ve içte medulladan oluşmaktadır.18, 19 

Embriyo XY kromozomu içeriyorsa medulla testise farklılaşır, korteks ise bir 

takım kalıntıları dışında geriler dejenere olur. Y kromozomu üzerindeki SRY geninin 

etkisiyle testis belirleyici faktör kodlanır ve primitif cinsiyet kordonları çoğalmaya devam 

ederek testis ve medullar kordonları oluşturmak üzere medulla derinliklerine kadar 

ilerler.20 Daha sonra rete testis tübüllerini oluşturmak için ince hücre kümeleri 

birbirleriyle anastomoz yaparlar. Kısa zamanda bu kordonlar gonadın yüzey epiteli ile 
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ilişkilerini kaybederek gonadın içini tamamen doldurur. Yoğun fibröz bir bağ dokusu olan 

tunika albuginea gelişimin daha ileri evrelerinde testis kordonlarıyla yüzey epiteli arasına 

girer. Genişleyen testis aşamalı olarak ayrılan mezonefrozdan ayrılır ve kendi mezenteri 

olan mezorçiyum ile asılı hale gelir. Seminiferöz kordonlar, seminiferöz tübüllere, tubuli 

rekti ve rete testise farklanırlar. Erken evrede mezenkim, leyding (interstisyel) hücrelerini 

oluşturur ki bu leyding hücreleri farklılaşmamış primordiyumun testise gelişimini 

uyarır.19 

Gestasyonun 8. haftasında Leyding hücreleri androjenik hormonları (testosteron 

ve androsteinedon) salgılamaya başlayarak mezonefrik kanalların ve dış genitallerin 

maskulin olarak farklanmasını uyarır. Mezonefrik kanalın proksimal kısımları kıvrıntılı 

hal alır ve epididimis oluşur, kanallardan kalıcı olanları ise efferent duktulileri oluşturur. 

Duktus epidididimise açılırlar ve mezonefrik kanal kalın bir düz kas tabakası 

kazandığında ise duktus deferens oluşur. İnsan koryonik gonadotropin (hCG) testesteron 

üretimini stimüle eder. Ayrıca fetal testisler içerisindeki sertoli hücreleri tarafından bir 

glikoprotein olan antimülleriyan hormon salgılanır ve paramezonefrik (mülleriyan) 

kanallarının gelişimini baskılar.17, 18 

Testisler gonad halindeyken lumbal bölgede bulunurlarsada 3. fötal aydan itibaren 

skrotuma doğru inmeye başlarlar ve buna descensus testis denir. 3. aydan itibaren testisler 

periton altına iniş yaparlar, 5. ayda inguinal halkaya yaklaşır ve 7. ayda kanalı geçerler. 

Testislerin bu göçüne testesterona duyarlı olarak kısalan testis ve skrotum arasında 

bağlantıyı sağlayan gubernakulumun sebep olduğu bilinmektedir. Doğumda testisler 

skrotuma tamamen inmiş bulunurlar. Bazen tek ya da çift testis iniş yapamaz ve pelviste 

kalır buna kriptorşidizm denir. Testiste önemli değişiklikler yapabilir ve testiküler kanser 

riskini arttırır.21 
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2.2. Testisin Histolojisi 

Erkek gametler gebeliğin 4. haftasında yolk kesesi duvarı endoderminden gelişir, 

primordial germ hücrelerinden köken alırlar ve gonadlarda mitozla sayılarını arttırırlar.21 

Her bir testis düz kas hücreleri içeren yoğun fibroblastik bir bağ dokusu olan 

tunika albuginea ile çevrelenmektedir. Tunika albuginea testisin posterior yüzeyinde 

kalınlaşır ve organ içerisine sokulur. Buna mediastinum testis denir ve fibröz ince 

uzantılar yaparak içerisini sayıları 250 kadar olan piramidial lobüllere böler. Her bir lobül 

ise sayıları 1 ila 4 arasında değişen kıvrıntılı seminifer tübüller içerir. Seminifer tübül 

içerisinde spermatojenik hücrelerin sperm haline dönüşümü gerçekleşir. Seminifer epitel 

germinal epitel ile döşelidir. Germinal epitelde bulunan sertoli hücreleri, sperm oluşumu 

sırasında hücreleri saran, uzun piramidiyal hücrelerdir.22 

Leyding hücreleri tarafından salgılanan erkek cinsiyet hormonu olan testesteron; 

erkek fetusta gonadların normal gelişimi için gerekliyken, pubertede sperm üretiminin 

başlatılmasından, cinsiyet bezlerinin salgılarından ve sekonder seks karekterlerinin 

gelişiminden sorumludur. Puberteden hemen önce seks kordonlarının içleri boşalarak 

seminifer tübül haline gelir ve pitüıter gonadotropinlerin seviyelerinin artmasıylada eşsiz 

bir süreç olan spermatogenez başlar.23 

2.2.1. Spermatogenez 

Puberteyle primordial germ hücreleri diploid germ hücreleri olan 

spermatogonyumlara farklanırlar. Spermitositogenez adı verilen mitoz bölünme 

aşamasında spermatogonyumlar bölünerek Tip A koyu spermatogonyumları 

oluştururlar.24 Bol heterokromatin içeren, oval çekirdeğe sahip ve yoğun bazofilik 

boyanan hücrelerin bir kısmı kök hücre olarak kalırken, soluk boyanan,oval ve ince 

granüler kromatine sahip olanlar ise Tip A açık spermatogonyumlara farklanırlar. Tip A 

açık spermatogonyum mitokondri, çok az miktarda golgi ve endoplazmik retikulum 
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içerir. Ayrıca farklılaşma sürecinde ve spermin oluşumunda görevlidir. Tip A açık 

spermatogonyumun bir kısmı mitoz bölünme geçirerek en çok bulunan tip olan Tip B 

spermatogonyumunu oluşturur. Bazal laminayla bağlantıları daha azdır ve 

sitoplazmalarında diğer A tiplerine göre daha fazla ribozom bulundururlar. B tipi 

spermatogonyumlar mayoz bölünme geçirecek olan primer spermatositlere dönüşürler.25 

Seminiferöz epitelin en büyük hücresi olan primer spermatositler (diploit 4N 

DNA) yaklaşık 22 gün süren profaz evresinde leptoten, pakiten, diploten ve diakinez 

safhalarına ulaşıp metafaza geçerler. Ardından anafazda krossıng over ve ayrılmaya 

uğrayan kromozomların karşı kutuplara ilerlemesiyle 1.mayoz bölünmeyi tamamlar ve 

iki adet sekonder spermatosit (haploit2N DNA) oluştururlar. Sekonder spermatositler 

2.mayoz bölünmeyle spermatidleri meydana getirirler. Spermatogonyumlar ve 

spermatidler birbirlerine protoplazmik köprülerle bağlıdırlar ve sertoli hücrelerinin 

stoplazmalarındaki girinti ve çıkıntılarda gömülü halde bulunurlar.26 

2.2.2. Spermiyogenez 

Haploid kromozoma sahip olan spermatidin olgun sperme farklılaşması sırasında 

meydana gelen yeniden şekillenme olarak tanımlayabileceğimiz spermiyogenez dört 

evreden oluşmaktadır .24 

2.2.2.1. Golgi Evresi 

Basit bir hücre özelliğinde olan spermatid; stoplazmasında nukleusun yakınında 

belirgin bir golgi kompleksi, mitokondriyonlar, bir çift sentriyol, serbest ribozomlar ve 

düz endoplazmik retikulum içerir. Glikoprotein bakımından zengin ve PAS (Periyodik 

Acid Schiff) pozitif proakrozomal granüller golgi aygıtında birikir ve akrozomal vezikülü 

oluşturmak üzere bir araya gelirler. İçeriği artan ve genişleyen vezikül aynı zamanda 

spermin ön kutbunuda belirler. Sentriyoller ise jukstanuklear bölgeden spermatidin arka 
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kutbuna doğru hareket ederler. Bu aşamada mitokondriler sitoplazmanın kenarına doğru 

göç ederek plazma zarına yakın yerleşir.27 

2.2.2.2. Şapka Evresi 

Akrozom vezikülü genişler ve çekirdekle temas ettiği noktadan başlayarak 

çekirdeğin ön yarısında yayılır. Çekirdek içeriği yoğunlaşır, akrozom bölgesinde çekirdek 

zarı porlarını kaybeder ve kalınlaşır.28 

2.2.2.3. Akrozom Evresi 

Spermatidin yoğunlaşan çekirdeği yassılaşır ve uzar. Spermatidin başı sertoli 

hücresine gömülür ve seminifer tübülün bazaline doğru yönelir, kuyruk ise lümene 

doğrudur. Nukleusun sığ oluğuna tutunan sentriyollerin bir tanesi dokuz periferik 2 

merkezli mikrotübül parçalarının bir araya gelmesini başlatarak aksonem yapısını 

meydana getirirken bu sentriyole dik açıyla konumlanan diğer sentriyol ise kuyruğu 

çekirdeğe bağlayan bağlantı parçasını oluşturur. Mitokondriyonlar flagellum posterior 

parçasını heliks tarzda sararak flagellumun orta parçasını oluştururlar.28 

2.2.2.4. Olgunlaşma Evresi 

Spermatid flagellasının etrafındaki artık cisimcik denilen fazla stoplazma sertoli 

hücreleri tarafından fagosite edilir. Çekirdek uzar ve yoğunlaşır, manşet dağılmaya 

başlayıp, dış yoğun lifler tamamen organize olduğunda olgunlaşma tamamlanır. Olgun 

spermatozoonlar seminifer tübül lümenine doğru salınırlar. 

Bu aşamada hareketsiz olan spermler pasif olarak sertoli tarafından salgılanan sıvı 

içerisinde olgun hale gelecekleri epididime geçerler. Daha sonra emisyon ve ejakulasyon 

ile vas deferens yardımıyla üretraya ulaşırlar. Spermatogenez ve spermiyogenez 

insanlarda yaklaşık olarak 65-75 günlük bir sürede tamamlanır.17, 25 
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2.2.2.5. Spermiyogenez Sırasında Nukleustaki Değişimler 

Herbiri yaklaşık 50 kb kilobayt) DNA içeren sperm kromatininin en yaygın ve 

bilinen fonksiyonu paternal genetik bilgiyi oosite iletmektir. Erkek üreme hücrelerinde 

büyük kromatin değişikleri meydana gelir. Spermiyogenez sırasında histonların 

protaminlerle değiştirilmesi yer alır. Spermatide spesifik H2B varyantları var olan 

histonların yerine sentezlenir. Bu varyantlar kromatin açma kapasitesine sahiptir ve 

histon asetilasyonunu kolaylaştıran kararsız nukleozomları oluştururlar. Testis- spesifik 

bromodomain içeren protein (BRDT),  hiperasetilasyon histonu ile birlikte histonların 

giderilmesine aracılık eder ve histonların geçiş proteinlerine geçişine yol açar. Son olarak 

geçiş proteinleri daha küçük, arjinin ve sisteinden zengin protaminlerle yer değiştirir.29 

Kromatindeki değişikliğin doğru olması için gereken protaminasyon DNA'nın 

korunması ve yoğunlaşması için gereklidir.30 Sperm protamin içeriğindeki değişikliklerin 

DNA hasarı ve erkek kısırlığı ile ilişkili olduğu belirtilmiştir. Protamin transkripsiyon 

aktivitesini önleyen gen susturma işlemine katılmaktadır. Drosophila'da yapılan 

çalışmada mayoz sonrası fazda az sayıda gende transkripsiyon tespit edilmiştir. Çok 

sayıda çalışma ise spermin binlerce farklı tipte RNA (mRNA, miRNA, İRNA ve antisense 

RNA) taşıdığını gösterdi. Sperm hücresi oosit için RNA sağlar, bunların bir kısmı normal 

embriyogenez için gereklidir. Ayrıca bazı sperm proteinleride fertilizasyondan sonra 

önemli rol oynar.31 Fare hariç çoğu memelide sentrozom ve sentrozom proteinleri 

paternal olarak kalıtılır. 

Ejekulat spermatozonlarındaki nükleozomlarda histonlar tamamen ortadan 

kaldırılmamıştır. Sperm kromatininde yaklaşık olarak farelerde %1,insanda %15 ve bazı 

keseli türlerde %50 bulunur. DNA dizisinde kodlanan kalıtsal bilginin yanısıra epigenetik 

bilgide önemlidir. Epigenetik bilgi DNA metilasyonu, histonların modifikasyonları, 
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kromatinle ilişkili proteinler, RNA'nın varlğı ve kromatin yapısı ile oluşur. Normal 

embriyo gelişimi için DNA metilasyonu gerekli olduğu bilinmektedir.32 

2.3. Spermin Yapısı 

Seminifer tübül lümenine geçen spermatozonlar morfolojik olarak olgun 

olmalarına rağmen fonksiyonel olarak olgun değildirler. Hareket kabiliyetini epididimis, 

duktus defferens, prostat, veziküla seminalis ve glandula bulboüretralisten salgılanan ve 

alkali olan semen salgısıyla kolaylaştırırken, dölleme yeteneğini dişi genital kanallarında 

kapasitasyonla sağlarlar. 

2.3.1. Baş Bölgesi 

Sperm başı; DNA'yı içermesi, koruması, oositi tanıması, oosit membranıyla 

füzyon yaparak içeriğini oosite aktarması gibi fonksiyonları nedeniyle önemlidir. Normal 

sperm başı yassı, sivri,4,5 µm uzunluğunda ve 3µm genişliğindedir. 

Baş bölgesi akrozom, ekvator bölgesi ve akrozom sonrası bölgeden oluşur. 

Çekirdeğin 3/2'lik ön kısmını kapsar. Akrozom zarı plazma zarının altında bulunur ve 

arka tarafta bir katlantı yaparak ön kısma gelir. İki zar arasındaki dar boşluk olan 

akrozomal matrikste birçok hidrolitik enzim bulunur. Bu enzimler hyaluronidaz, 

nöraminidaz, asit fosfataz ve tripsin benzeri proteaz olan akrozindir. Zonayı parçalayarak 

spermin geçmesini sağlayan akrozin bir inaktif zimojen olan proakrozin ile tutulur.17 

Akrozom reaksiyonu sırasında salgılanan diğer bir zimojen ise sperminojendir. Bu 

enzimler akrozom reaksiyonu denilen egzositotik yolla salınırlar. Baş bölgesi membran 

akışkanlığı ve lipid içeriği, plazma membranındaki partiküllerin dağılımı, membran 

yüzeyi elektriksel yükleri arasında farklılıklar gösterir. Aktin, spektrin ve vimentin 

dağılımı membran bölgelerinde farklılıklar gösterir. Aktin ve spektrin ön akrozom ve esas 

parçada bulunur.33 
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Akrozom başlığının arka tarafında ekvator bölgesi bulunur. Akrozom reaksiyonu 

ve akrozomal başın kaybından sonra dış akrozomal başın oolemmaya bağlanması ön 

akrozom ile ekvator bölgesi arasındaki bölgeden olur. Ekvator bölgesi vimentinden 

zengindir ve bu elektron mikroskobunda pentalaminer bir görünüme neden olur. 

Akrozom ile nukleus arasında disülfit köprüsüyle sağlamlaştırılmış sert bir yapı 

kesintisiz olarak çekirdeği kaplar ve postakrozomal kılıfı oluşturur. Çekirdek haploid 

sayıda kromozom içerir ve döllenmeden sonra sıkıca paketlenmiş kromatin yeniden 

şekillenir. Baş bölgesini kuyruktan ayıran son halka bazal plakadır ve çekirdek zarı 

burada porlara sahiptir.34 

Plazma zarı akrozomun ön bölgesini çevreler ve önemli iki görevi vardır. 

Bunlardan ilki zona pellusidayı tanıma ve bağlanma ikincisi ise dış akrozomal membranla 

birleşmektir. Ön akrozomal bölgede membran glikokaliksinde bulunan kompleks 

glikokonjugatlar aracılığı ile zonaya bağlanma gerçekleşir. Hücre yüzey proteinlerin 

belirlenmesinde ise lektinler yaygın olarak kullanılırlar.35 

Kapasitasyon sırasında zona pellusidaya bağlanmadan önce glikokaliks 

kompozisyonu kaybolur. Akrozom reaksiyonunun başlamasıyla bu bölgede 

destabilizasyon ve dış akrozomal membran birleşmesi gerçekleşir. Sonraki değişiklik ise 

matriksin dekondenzasyonudur ve sonuç olarak dış akrozomal membran dalgalı bir 

görünümde olur. Böylece dış akrozomal membran ile plazma membran arasında noktasal 

birleşme bölgeleri olur. Daha sonra bu iki membranda delikler meydana gelir ve delinme 

(fenestrasyon) tamamlanır. Noktasal birleşme bölgeleri bir araya gelerek plazma ve dış 

akrozomal membran parçalarından oluşan çeşitli boyutta ve çoğunlukla küresel 

veziküllerle kaplanır. Matriks tamamen kaybolur. İç akrozomal membran ise kararlı 

yapısını koruyarak spermin zona pellusidaya geçerken maruz kalabileceği streslere karşı 

sınırlayıcı görev üstlenir.36 
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2.3.2. Kuyruk Bölgesi 

Hareketten ve enerji üretiminden sorumlu olan bu bölge en uzun bölgedir. Yapısal 

olarak dört ana bölüme ayrılmıştır; bağlantı parçası, orta parça, ana parça ve son parça. 

Bu kısımda aksonem ve dış yoğun lif yapısı dikkat çeker. Aksonem; dış yoğun fiberler 

(ODF), FS (Fibröz kılıf) ve mitokondriyal kılıfla çevrilidir (Şekil 2.1).37 

 

  Şekil 2.1.Sperm kuyruk yapısı38 

2.3.2.1. Aksonem 

Sperm kuyruğuyla ilgili ilk çalışmalar 1988'de Alman sitolog Ballowitz tarafından 

başlatıldı. Yaklaşık 60 yıl sonra Grigg ve 1949'da Hodge tarafından bir yıl sonra ise 

Manton ve Clarke 'ın yaptığı elektron mikroskobu çalışmaları ile kuyrukta 11 fiber 

gözlendi. 1952 yılına gelindiğinde ise gelişen fiksasyon ve ultramikrotomlarla kesilen 

ince kesitlerle Fawcest ve Porter tarafından iki merkezli 9 çift mikrotübül yapısı ortaya 

konuldu. İlk önce Manton ve Clarke tarafından 9+2 aksonemin türler arasında her yerde 

bulunabileceği ve bir milyar yıl önce erken ökoryatlarda gelişen evrimsel yapılar olduğu 

anlaşılmıştır. Spermin ayrıntılı yapısında türler arasında geniş farklılıklar vardır. 



 

13 

 

Dışardaki her çift A ve B alt birimlerinden oluşur. A mikrotübülünde ve ortadaki merkezi 

tübüllerde 13 adet protoflaman varken B mikrotübülü 10 adet protoflamandan oluşur. 

Mikrotübül protoflamanlarından herbiri yaklaşık 50 kda kütleye sahiptir ve GTP 

bağlayıcı a- ve β- tübülin heterodimerlerinin uç uca polimerleridir. Mikrotüpler 

fonksiyonel olarak polar yapılardır. A tübülünden yan taraftaki B tübülüne kollar çıkar. 

Bunlar arasındaki mesafe 24 nm'dir ve iç ve dış olarak adlandırılırlar. Ca++, Mg++  bağımlı 

ATPaz izomeri olan dynein, kolların ana bileşenidir, kaydırma hareketi yaparak kuyruğun 

hareketini sağlar ve dynein kolları taşınmadan önce sitoplazmada birleştirilir.39, 40 

Dynein aksonemal ilişkili faktör 2 (DNAAF2), lösinden zengin tekrar içeren 6 

(LRRC6) ve PIH domain içeren 3 (PIH1D3) dış ve iç dynein kollarının yapımı için 

gereklidir ve yokluğunda kusurlu aksonemal oluşumlara yol açar. Tektin genlerinden 

birindeki mutasyona sahip farelerde erkeklerin kısır olduğu, spermin kusurlu bir 

hareketliliğe sahip olduğu ve dynein kollarının bir kısmının veya tamamının eksik olduğu 

gösterildi.41 96 nm uzunluktaki neksin proteini ise her A tübülünü bir sonraki çift tübüle 

bağlayan ve kayma miktarını sınırlayan elastik yapılar olarak hareket eder. Sonic 

hedgehog sinyal yolunda bir G proteini olan Arl136'daki mutasyonlar embriyonik primer 

silyalarda AB birliğinin kapanmasını doğrudan veya dolaylı olarak engeller. Bu 

modifikasyonlardaki ve yolaklardaki mutasyonların sperm aksonem yapısını ve 

hareketliliğini etkileyip etkilemediği ve fenotipleri genellikle öldürücü olduğu için 

kısırlığa yol açıp açmadığı halen bilinmemektedir.42 

2.3.2.2. Dış Yoğun Fiberler 

Dış yoğun fiberler flagellanın %60'ını oluştururlar. Sperm kuyruğu oluşumu 

sırasında her mikrotübül çiftinin distalinden başlayıp esas parça içinde sona eren dış 

yoğun fibriller bulunur. Dış yoğun fibriller gözyaşı damlası şeklinde ve dışta kesikli 

korteks içte medulladan oluşur. Medullanın sisteinden zengin, keratin benzeri bir protein 
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olması, disülfit çapraz bağları içermesi sperm kuyruğuna elastikiyet ve yapısına 

sağlamlılık katar. Her dış yoğun fibril farklı uzunluktadır. Bu fibriller kasılabilir 

proteinler içermezler fakat ATPaz aktiviteleri ve Ca++ bağlama özellikleri vardır. Sperm 

hareketinin dişi yolculuğundaki kapasitasyon ve hiperaktivasyonu dış yoğun fibrillerin 

doğru işlevine bağlıdır. Bu yoldaki genlerdeki mutasyonlar sperm oosite ulaşamayacağı 

için kısırlık ile sonuçlanacaktır.43 

2.3.2.3. Fibröz Kılıf 

Sperm kuyruğunun bir başka destekleyici yapısı fibröz kılıftır. Fibröz kılıf geninin 

mutasyonu fibröz kılıf displazisine sebep olur ve yapısal olarak önemini gösterir. Fibröz 

kılıf sperm kuyruğunun hareketi için enerji sağlamada önemli bir yapıdır. Ana parçanın 

anterior kısmındaki dış yoğun fibril 3 (ODF3) ve ODF8'e bağlanmış iki uzunlamasına 

sütundan oluşur. Bugüne kadar yirmiden fazla fibröz kılıf ile ilişkili protein bildirilmiştir. 

İki yapısal ana bileşeni A-kinaz bağlayıcı proteinler AKAP3 ve AKAP4'tür. AKAP3 

fibröz kılıfın oluşumunu başlatırken, AKAP4 ise geliştirir. AKAP4'ün delesyonu dış 

yoğun fibril ve aksonemde bozulmaya neden olmazken fibröz kılıf tamamlanamadığı için 

kısırlığa sebep olur. AKAP4 mutant farelerde AKAP3 ve gliseraldehit 3- fosfat 

dehidrogenez (GAPD) düzeyleri düşüktür.44 GAPD ve hekzokinaz adlı iki enzim fibröz 

kılıfta yer alarak glikolitik yolda görev alır. Fibröz kılıf kalsiyum sinyalinde, sperm 

katyon kanal (CatSper) iyonları, kalsiyum bağlayıcı tirozin fosforilasyon düzenleyici 

protein (CABYR), kalsiyum bağlayıcı protein fibröz kılıf CABYR bağlayıcı protein 

(FSCB) etkileşiminde önemli rolü vardır. Kalsiyum seviyelerini kontrol eden iyon kanalı 

CatSper kompleksidir ve bu kompleksteki bozukluk spermin hiperaktivasyon 

yapamamasına ve erkek infertilitesine yol açar.45 
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2.3.2.4. Mitokondriyal Kılıf 

Mitokondrial kılıf helikal ve sıkı şekildeki bir yapıdır. Mitokondrial kılıfın 

oluşumu sırasında mitokondriler bir uçtan bir uca sarmal oluşturan aksonem ve dış yoğun 

fiberlerin çevresini sararlar. Sperm mitokondrisinin fonksiyonu somatik mitokondrilerle 

benzerdir. Oksidatif fosforilasyonla sperme enerji sağlar ve aynı zamanda proteinlerin ve 

protein izoformlarının bulunduğu yerdir. Annulus orta parça ve esas parçayı birbirinden 

ayıran yoğun halka yapısıdır. Annulusun orta parça ve mitokondriyal kılıfla ilgili olduğu 

hipotezi SEPT4 ve TAT1 annulus proteinleri knockout fare modelleriyle 

desteklenmiştir.46, 47 

Mitokondriyal kılıfın oluşumunda annulusun doğru yerleşimi ve varliğı tek başına 

yeterli değildir. Kinesin light chain 3 (KLC3)'ün mitokondriye bağlanması ODF'in 

bağlanmasında yetersizliğe bu da mitokondrial kılıfta hataya yol açarak ileri hareketlilikte 

ve fertilitede değişikliklerle sonuçlanır. Selenyumun taşınması için gerekli olan bir 

protein olan selenoprotein P (SEPP1) mitokondrial proteinin oluşumu için gereklidir. 

Yapılan çalışmalarda Sepp1 ve selenyum olmayan farelerde mitokodrial kılıfta 

bozukluklar ve kısırlık olduğu saptanmıştır. Selenyum eksikliğinin etkisi sperm için 

mikro besinlerin önemine dikkat çekmiştir. Sperm mitokondrisiyle ilişkili sisteinden 

zengin protein (SMCP) mitokondrial kapsülün dağılmasını önler.48 

2.3.2.5. Bağlantı Parçası 

Başı kuyruğa bağlayan kısa bölgedir. Bir çift sentriyol ve kaba fiberlerin 

başlangıcını içerir. Distal sentriyolde çıkan mikrotübüller 9+2 şeklinde düzenlenerek 

aksonemi yaparlar. Proksimal sentriyol ise 9 adet üçlü dış mikrotübül içerir. Bu yapılar 

bağlantı parçasına esneklik kazandırarak bazal plak bağlantısında gerilim yaratmadan 

bükülmeyi sağlar 
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2.3.2.6. Orta Parça 

3,5 µm uzunluğundadır ve annulus hizasına kadar uzanır. En önemli özelliği 

mitokondrileri sarmalayan mitokondri kılıfının varlığıdır. Ayrıca 9+2 mikrotübüler 

aksonem ve dokuz adet dış yoğun fiberlerden meydana gelir. Türe özgü sayıda 

mitokondri içerir ve insan sperminin mitokondrisi düzensiz aralıklarla dizilidir. Sarmalın 

11-15 döngüsü vardır ve yaklaşık her sarmala 2 mitokondri denk gelir.49 

2.3.2.7. Esas Parça 

Kuyruğun en uzun bölümüdür ve yaklaşık 40 µm uzunluğundadır. Yapısında 

aksonem, 7 dış yoğun fiber ve onları çevreleyen fibröz kılıftan oluşur. Esas parçanın 

karakteristik özelliği olan fibröz kılıf, yapısal proteinleri arasındaki disülfid bağlarındaki 

yapıyı stabil bir hale getirerek kuyruk hareketini kontrol eder. 

2.3.2.8. Son Parça 

Yaklaşık 5 µm uzunluğunda olan son parça fibröz kılıfın distalinden başlar. 

Sadece aksonem yapısından oluşur. Bu bölgede fibröz kılıf ve kalın fiberler kaybolur. 

Önce dynein kolları ve daha sonra sırasıyla iç ve dıştaki mikrotübüler çiftler kaybolur. En 

uca gelindiğinde ise mikrotübül yapısı tümden kaybolur.50 

2.4. Mitokondri Yapısı ve Fonksiyonu 

Yunanca mitos (iplik) ve chondros (tane,buğday) sözcüklerinden oluşan 

mitokondri bazı ilkel protozoa ve memeli eritrositleri hariç oksijenli solunum yapan tüm 

hücrelerde farklı sayı ve şekillerde bulunur.51 Mitokondrilerin kökenini açıklayan 

endosimbiyotik teoriye göre mitokondriler, bir endosimbiyotik alfaproteobakterinin 

Asgard Archaea ile ilgili bir konakçı hücreyle bir araya gelerek bütünleşmesinden 

kaynaklanan ortak bir ata organelinden gelmiştir.52 Mitokondriler yuvarlak, ovoid, 

flamentöz şekilde bulunabirler yada spermde olduğu gibi aksonem etrafında sıralanmış 

şekilde de bulunabilirler. İki zarla çevrilmiş olan mitokondriler dört bölümden meydana 
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gelmiştir. Dış mitokondriyal membran; sınırları düzgün ve kesintisizdir. İçeriğinde 

bulunan porin proteini sayesinde 10 kda dan daha küçük moleküllere karşı serbest 

geçirgenliğe sahiptir. İç mitokondrial membran; por sayısı dış membrana göre daha azdır 

ve bu sebeple yarıgeçirgendir. Mitokondri içerisine çok sayıda kıvrım yaparak yüzey 

alanını arttıran krista adı verilen yapıları oluştururlar. İç membranın diğer bileşenleri ise 

iç yüzeye tutunmuş olan ribozomlar ile elektron transport sisteminde fonksiyon gören 

enzimler ve kofaktörlerdir. İç mitokondrial membran ile prokaryotik organizmalar 

arasındaki hücresel membran arasındaki benzerlikler endosimbiyotik teoriyi doğrular 

niteliktedir.10 

İntermembran alanı; 40-80 A° arasındadır. İç ve dış membran arası 

intermembranöz aralıktır. Matriks aralığı ise mitokondrial matrikside içeren iç 

membranla çevrili olan kısımdır. Mitokondrial matriks; bakterilerdekine benzeyen 

sirküler DNA ve mitokondrial ribozomlar bulundurur. Ayrıca çok sayıda Kreps siklusu, 

lipidlerin β-oksidasyonu ve mitokondrial DNA sentezi gibi fonksiyonu için gerekli olan 

birçok eriyik enzimleride içerir.7 İnsanlarda olgun oosit yüz binlerce mitokondri 

içerebilirken olgun sperm ise yüzden az mitokondri bulundurur.53 

Sperm hücrelerinin mitokondrisi kendine has somatik hücrelerden farklı özellikler 

taşır. Bunların ilki spermin orta kısmında aksonemin etrafına sıkıca sarılmış şekilde 

bulunmasıdır. Ana parçası ise mitokondriden yoksundur ve glikolitik enzimlerle 

zenginleştirilmiştir. İkincisi sitokrom gibi proteinlerin ve izoenzimlerin spesifik 

izoformlarına sahiptir. Bunlar sitokrom c oksidaz VIb altbirimi, laktat dehidrogenaz 

(LDH-X ya da LDH-C4), E1-pirüvat dekarboksilaz (pirüvat dehidrogenaz kompleksinin 

bir bileşeni) ve kreatin kinazdır.54 Üçüncüsü ise mitokondrial kapsülün sistein ve prolin 

bakımından zengin olan selenoproteinler arasındaki çoklu disülfür köprüleriyle 

şekillendirilmesidir. Bu proteinler ise spermatidlerde enzimatik olarak aktif, olgun 
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spermatozoalarda ise yapısal proteinlerdir ve bu proteinlerden başlıcası selenoprotein 

fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidazdır. Mitokondriyi çevreleyen çözünmeyen 

proteinlerin yaklaşık %50'sini selenoproteinler kapsar. Bu karmaşık bağlanma 

mitokondrinin izole edilmesini zorlaştırmaktadır. Mitokondrial kılıf sertlik ve hipo 

ozmotik strese karşı dayanıklılığı arttırarak flagella içinde yapısal destek sağlar.7 

Hücrenin enerji santrali olarak bilinen mitokokondri oksidatif fosforilasyon 

(OXPHOS) ile ATP üretiminde, sitrik asit döngüsü (kreps döngüsü), a-ketoasitlerin 

oksidatif dekarboksilasyonu, yağ asitleri, aminoasit metabolizmasının ve pirimidin 

sentezinin birçok reaksiyonunda temel görev üstlenir. Ayrıca hücre farklılaşması, ROS 

üretimi, apoptoz, kalsiyum sinyali, demir metabolizması gibi işlerdede aktif rol alır.54 

Diğer hücrelerle benzer şekilde sperm hücrelerindede iki enerji üretim sistemi 

vardır; mitokondrial oksidatif fosforilasyon ve glikoliz. Mitokondrinin sperm 

motilitesindeki ana enerji kaynağı olup olmadığı substratlar (piruvat, malat, fumarat, 

sitrat veya 2-oksanotarat), spermatozoanın membran durumu, numunenin kaynağı (insan, 

fare veya diğer hayvanlar) gibi çeşitli faktörlerden dolayı halen tartışma konusudur.54 

Çalışmaların çoğunda ortaya çıkan genel kabule göre sperm hücrelerinin kadın üreme 

organında bulunan substratlara bağlı olarak enerji üretimi için farklı mekanizmalar 

kullanarak çok yönlü bir metabolik aktivite gösterdiğidir.55 Öte yandan yüksek glikolitik 

aktivite düşük mitokondrial OXPHOS da araştırmacılar tarafından doğrulanmıştır.56 

Enerji üretimi için gerekli olan oksidatif fosforilasyon veya elektron taşıma sistemi 

mitokondri iç zarında düzenlenir ve beş protein kompleksi mevcuttur. İlk ve en büyük 

bileşeni NADH-dehidrojenaz (Kompleks I), süksinat dehidrojenaz (Kompleks II), 

sitokrom-c oksidoredüktaz (Kompleks III), sitokrom-c oksidaz (Kompleks IV) ve ATP 

sentazdır (Kompleks V). Sadece ETZ'ye elektron taşıyan Kompleks II hariç diğer 

solunum kompleksleri iç zar boyunca protonları taşıyarak proton gradientinin olmasını 
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sağlarlar. Kompleks IV 'te oksijen suya indirgenir. Siyanid, azid, karbonmonoksit 

Kompleks IV'ü inhibe eder. Son olarak Kompleks V veya ATP sentaz ise proton itici 

kuvveti kullanarak ATP sentezinden sorumludur. Kompleks II nükleer DNA tarafından 

kodlanırken diğer kompleksler mitokondri tarafından kodlanır.54 

2.5. Mitokondriyal DNA ve Kalıtımı 

Mitokondriyi diğer organellerden ayıran özellikler sirküler bir genoma ve spesifik 

ribozomlara sahip olmasıdır. Böylece protein sentezide yapabilmektedir. Mitokondrial 

genom 13-17 kb dairesel çift sarmallı DNA içerir ve oksidatif fosforilasyon enzimlerinin 

alt üniteleri olan 13 peptidi, 22 tRNA, 2 rRNA (16S,12S) şifreleyen 37 gene sahiptir.57 

Oksidatif fosforilasyon için gerekli olan diğer 74 polipeptid ise nükleer genom tarafından 

kodlanmaktadır.58 ATP üretimi için hem mitokondrial hemde nükleer genomda bulunan 

genlerin koordineli etkileşimi önemlidir.59 mtDNA'daki iç halka sitozin nükleotidi 

bakımından zengin olduğundan hafif zincir, dış halka ise guanin nükleotidi bakımından 

zengin olduğundan ağır zincir olarak isimlendirilmektedir. mtDNA'da replikasyonun 

başladığı D-loop (Displacement loop) olarak adlandırılan bölge aynı zamanda 

transkripsiyon promotörününde yer aldığı kodlama yapmayan bir bölge içerir (Şekil 2.2). 

Nükleer DNA'dan farklı olarak mitokondride başlangıç kodonları AUA, AUU iken bitiş 

kodonları ise AGA ve AGG'dir.60 mtDNA'daki mutasyon oranı nDNA'dakine göre 10-

100 kat daha fazladır. Bunun sebepleri ise mtDNA da intron ve histonların olmaması, 

yeterli tamir mekanizmasının olmaması, replikasyonun hızlı olması ve profreading 

olmamasındandır.47, 61, 62 

Memeli somatik hücrelerinin çoğu değişken sayıda mitokondriyal DNA kopyaları 

içerir. İnsan oositleri ortalama 200.000 mtDNA kopyası içerirken memeli spermatozoası 

10-15.000 arasında içerir.63 Hücre bölünmesinde mitokondriler yavru hücrelere replikatif 

segregasyon yolu ile dağılmakta olup bir hücredeki mtDNA'ların aynı olması 
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homoplazmi olarak adlandırılırken, bir hücrede mutasyonlar veya polimorfizmler 

varlığında farklılık gösteren iki tip mitokondriyal genomun olması durumu ise 

heteroplazmi olarak adlandırılır.64 Bazı çalışmalar mtDNA kopya sayısı ile sperm kalitesi 

ve mtDNA çoğaltılmasının düzenlenmesi arasında bir ilişki olabileceğini göstermektedir. 

mtDNA'nın replikasyonu çekirdek tarafından kodlanmış mitokondriye taşınmış olan 

DNA polimeraz gama (POLG) ve mitokondrial transkipsiyon faktörü A (TFAM) 

tarafından kontrol edilir. POLG de yapılan mutasyonlar erken menopoz, Parkinson, Alper 

hastalığı (mtDNA tükenmesi sendromu) gibi hastalıklarda mtDNA delesyonlarının 

birikmesiyle ilişkilidir.65 TFAM mtDNA transkripsiyonunu aktive eden HMG (yüksek 

hareketlilik grubu) proteinidir ve replikasyonun başlatılması için gerekli olan RNA 

primerinin üretilmesini sağlar. TFAM ekspresyonu düşüklüğü ise mitokondrial miyopati, 

ensefalomiyopati gibi bozukluklarla ilişkilidir. 

Uniparental mtDNA kalıtımı kabul edilen bir süreçtir. Oosit içerisindeki paternal 

mitokondri spesifik olarak ortadan kaldırılır ve mtDNA reeplikasyonu olmaz. Oosit 

içerisindeki paternal mitokondriyi tanıma ve tahrip etme spermatogenez sırasında 

başlatılan ubikutinasyon işleminin bir sonucudur ve en geç üçüncü embriyonik bölünme 

sırasında meydana gelecektir. Oosit içerisine fertilizasyon ile geçen mtDNA nın kalıtımı 

nadir olduğundan muhtemel bir dezavantaj taşır ve mtDNA'sı ortadan kalkan bir sperm 

daha iyi bir zigot üretecektir.66 Ubikuitin hedeflenen protein substratları üzerinde 

polyubikuitin zincirleri oluşturan proteolitik bir şaperondur. Polyubikuitin protein 

substratlarını bir proteolitik organel olan 26-S proteozoma yönlendirir. Lizozomal 

bozunma ve membran-lipoperoksidasyon enzimi 15-lipoksijenaz (15-LOX) ooplazmada 

mitokondrial bozulmaya katkı sağlar. Döllenmeden önce sperm mtDNA'sının elimine 

edilmesi ve erken embriyolarda sperm mitokondrisinin düzensiz dağılımı gibi iki 

mekanizma insanlarda maternal kalıtımda rol oynar. Yardımcı üreme teknikleri 
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gerçekleştirildiğinde iki noktaya dikkat edilmelidir. İlki mtDNA'nın dengesiz 

dağılımından kaynaklanan konsantre etkileri nedeniyle paternal mtDNA'nın etkisi göz 

ardı edilemez. Bir miyopati hastasının kas mtDNA'sının %90'nının paternal mtDNA 

olduğu bildirilmiştir. İkincisi ise embriyoya gönderilen paternal mtDNA oranı 

arttırılabilir.67 Bununla beraber ICSI sonrası parental kalıtımın olduğuna dair bir kanıt 

belgelenmemiştir.68 

 

Şekil 2.2. İnsan mitokondriyal DNA şematik gösterimi69 
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2.6. Mitokondri İç Dinamikleri 

Dinamik organeller gibi mitokondride sürekli olarak hücresel değişikliklere uyum 

sağlamak için fizyon ve füzyon geçirir. Mitokondriyal fizyon hasarlı mitokondrinin 

ayrışmasına izin verirken aynı zamanda yeni bir mitokondride oluşturur, buna karşılık 

mitokondriyal füzyon ise fonksiyonel kusurları telafi etmek ve mitokondriler arasında 

materyal değişimine izin vererek tübüler ya da uzamış bir mitokondri oluşturur.70 

Mitokondrideki füzyon ve fizyon mitokondri bütünlüğünün korunması, mtDNA ve 

protein kalitesini korumak için gereklidir.71 Mitokondriyal dinamiklerle ilgili ilk çalışma 

1915 yılında yapıldı. 1990'lı yıllara kadar mitokondri yapısıyla ilgili birçok çalışma 

transmisyon elektron mikroskobuyla gözlenmiştir.72 Işık mikroskobunun ve in vivo 

floresan işaretleyicilerin 1990'lı yıllarda gelişmesi ile mitokondri dinamikleri canlı 

hücrelerde gözlenmeye başlanmıştır. Mitokondriyal dinamiklerle ilişkili genlerin 

ifadeleri ilk olarak Hales ve arkadaşları tarafından 1997 yılında Drosophila'da 

tanımlanmış ve karakterize edilmiştir.73 

2.6.1. Mitokondriyal Fizyon 

Mitokondriyal fizyon diğer hücre yapılarının, sayısız proteinlerin katıldığı ve 

düzenlemeye tabi tutulduğu karmaşık bir işlemdir. Bunların arasında en önemlisi ise 

DNM1L geninin bir ürünü olan Drp1 tarafından gerçekleştirilir. Dinamin ailesine ait 

ancak GTPaz aktivitesine sahip bir protein olan Drp1, zar yapılarının yeniden 

yapılandırılmasını sağlayan işlemlerde görevlidir. Sadece mitokondrinin değil aynı 

zamanda peroksizomlarında fizyonuna aracılık eder.74 

Drp1 proteini diğer dinamin ailesi üyelerine benzer şekilde dört bölüme sahiptir; 

GTPaz (N terminalinde), orta (etki alanı), değişken (VD), ek B, GTPaz efektör bölgesi 

(GED) (Şekil 2.3). GTPaz, orta ve GED bölgeleri diğer dinamin ailesi üyeleriyle ortak 

olmasına karşın değişken bölge sadece Drp1'e özgüdür. Merkezi alan dimer, tetramer ve 
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yüksek yapılı Drp1 oluşumunda görev alır. Drp1 fizyolojik koşullar altında en küçük 

fonksiyonel birimi olan dimerleri oluşturur, daha yüksek dereceli oligomerleri oluşturmak 

için ise diğer aminoasit rezidüleri ile etkileşime girer. GTPaz'ın görevi GTP hidrolizi iken, 

GED bölgesi GTPaz alanına bağlanır ve aktivitesini uyarır. Değişken alan sarmal 

oligomerlerin çapını etkiler. İn vitro çalışmalarda değişken alanın tümden silinmesi ile 

Drp1'in çapının 250 nm'den daha fazla olduğu, değişken alanın olduğu fakat B eki 

olmadığında spirallerin çapının 200 nm'nin altında olduğu B eki olduğunda ise 100 

nm'nin altına düştüğü görülmüştür. B ekinin varlığının GTP1 GTPaz aktivitesini inhibe 

ettiği gözlenmiştir. Değişken alan Drp1'in oligomerizasyonunun düzenlenmesini, aynı 

zamanda mitokondri yüzeyindeki doğru geometriyi almasını ve sonraki süreçte 

parçalanmaya yol açan zarların sıkılaştırılmasını sağlar.75, 76 

DNM1L gen ürünü olan Drp1 21 ekzondan 3 ekzonda (ekzon 3,16,17) altrernatif 

eklemeye tabi tutulur. Ekzon 3 GTPaz bölgesinin bir kısmını kodlar, ekzon 16,17 ise B 

ekindeki bölgeyi kodlar. Bu eklemeler çeşitli izoformların oluşmasını sağlar. Örneğin 

izoform 2 hem mitokondriyle hemde mikrotübüllerle etkileşime girebilir. Bazı 

çalışmalara göre Drp1'in farklı izoformları arasında heterooligomerler oluşabildiği ve 

bununda spiral yapının boyutunun şekillenmesini sağlayabildiği gösterilmiştir. Drp1'deki 

bu alternatiflerin varlığı hücre tipine göre değişir ve proteinin hücredeki yerindede 

farklılıklar olur. Farelerde yapılan bir çalışmada beyindeki ve böbrekteki gen ekspresyon 

örneklerinin farklı olduğu ve farklı fonksiyonlarının olduğu görülmüştür.77 Drp 

izoformlarının boyutu yaklaşık 80 kda ve 699 ila 749 aminoasit aralığındadır.78 

 Drp1 proteini aktivitesini, yerini ve dinamikleri etkileyen post-translasyonel 

modifikasyonlar geçirir. Bu modifikasyonlar fosforilasyon, sumolasyon, ubikutinasyon 

ve S-nitrosilasyondur. Serin 616'nın sikline bağımlı B1 kinaz 1 (cdk1) ile fosforilasyonu 

organelin hücrelere eşit dağıldığı mitoz sırasında mitokondriyal fizyona neden olan 
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Drp1'in aktivasyonuna neden olur. Oksidatif stres altında Cδ protein kinazı (PKCδ) aktive 

olur, fosforilasyona yol açar, mitokondrinin parçalanmasına ve anormal çalışmasına 

neden olarak beyin hasarına yol açar. Serin 637'nin fosforilasyonu protein ROCK1 ve 

AMPK ile olur. ROCK1 hiperglisemi sırasında aktive olur, Drp1'in aktivasyonuna neden 

olarak mitokondrayal fizyona yol açar ve sonuçta diyabetik nefropatiye neden olur. 

AMPK AMP-aktive edilmiş protein kinaz) aracılığıyla Drp1 fosforilasyonu ise metabolik 

stres altında pankreatik β hücrelerinin işleyişini geliştirmek için mitokondriyal fizyonu 

inhibe eder. Bu davranıştaki farklılıklar hücre tipi, yaş, Drp1'in konumu gibi durumlara 

bağlı olabilir.79 

Sumolasyon proteine SUMO ekleme işlemidir. SUMO (small ubiquitin-like 

modifier) ubikuitin ailesine aittir ve kovalent enzimleri E1, E2 ve E3 ligazdır. SUMO için 

E3 ligaz proteini MAPL (mitokondriye bağlı protein ligaz)dır. Apoptoz sırasında 

proapoptotik Bax/Bak proteinlerindeki seviyenin artmasıyla Drp1 MAPL'ye gelir ve 

Drp1 'in mitokondriye bağlanmasına ve fizyon aktivasyonuna yol açar. Drp1'in 

bağlanmamasını ise SenP3 ve SenP5 sistein proteazları sağlar. Drp1'in SenP5 ile 

parçalanması mitoz sırasında mitokondriyal fizyonu kolaylaştırır. SenP3 proteazı 

hücresel stres altında Drp1 aktivitesini düzenler.80 

Ubikutinasyon substrat proteinine ubikuitin ekleme işlemidir. MARCH5/MITOL 

mitokondri üzerinde mutasyona uğramış, yanlış katlanmış yada hasar görmüş proteinlerin 

ubikutinasyonunda görevlidir ve fizyon sürecini düzenler. Parkin proteinin ise Drp1'i 

proteozomal bozulmaya götürerek Drp1 seviyesini kontrol ettiği ileri sürülmektedir.81 

S-nitrosilasyon nitrik oksidin (NO) -SH sistein grubuyla reaksiyonundan ortaya 

çıkar. Drp1'in GED alanında gerçekleşir. NO sinyal molekülünün fazlalığı mitokondrial 

fizyona sebep olarak özellikle sinir hücrelerinde olumsuz etkiye neden olur.82 
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Dıştaki mitokondrial zarda Drp1 ile doğrudan etkileşime giren, Drp1'in fizyon 

bölgelerine alınmasında ve fizyon işleminde görev alan çeşitli proteinler vardır. Bunlar; 

mitokondrial fizyon faktörü (Mff),fizyon faktörü 1 (Fis1), 49/51 kda mitokondrial 

bölünme proteinleridir (MİD49 ve MİD51).83 Mitokondrial fizyonda Drp1 aktivitesi için 

en önemli reseptör Mff'dir. Bu proteinler dış mitokondrial membran proteinleridirler. 

MİD49 ve MİD51 karboksi terminal alanları ile halkalar oluşturarak aktif olmayan Drp1'e 

bağlanmasından ve GTPaz aktivasyonunun inhibe edilmesinden sorumludurlar.84 

Mitokonriyal bileşenlere ek olarak endoplazmik retikulum ve aktin hücre 

iskeletide mitokondriyal fizyonda rol oynar. Endoplazmik retikulum (ER) tübülleri 

çevreler ve Drp1'in mitokondriye alınmasından önce mitokondriyal tübülleri sıkılaştırır. 

Organeller arası arayüzde ER ile ilşkili formin, INF2 aktin polimerizasyonunu 

kolaylaştırır ve aktin hücre iskeletinin küçük parçalarını oluşturur. Cortactin, Cofilin 

veARP2/3 gibi diğer aktin düzenleyici proteinler mitokondri ve fizyonla ilişkilidir.13 

 

Şekil 2.3.Drp1 proteinin temel bileşenleri ve modifikasyonlarının gösterimi85 

2.6.2. Mitokondriyal Füzyon 

İki veya daha fazla mitokondrinin bir araya gelerek büyük bir mitokondri 

oluşturması anlamına gelen mitokondriyal füzyon iki bağımsız iç ve dış membranın uyum 
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içerisinde kaynaşmasıyla gerçekleşen karmaşık bir süreçtir.86 Mitokondriyal füzyon 

mtDNA kaybını önleyerek maksimum ATP üretimini kolaştırmayı sağlamakla birlikte 

sağlıklı ve hatalı mitokondrilerin organel içeriğinin karışmasını sağlayarak mitokondriyal 

yeni bir içerik oluşturur.87 

İlk olarak Drosophila melanogaster'de keşfedilen mitokondriyal füzyon proteini 

Fzo proteinidir. Fzo proteinin memelilerdeki homologu ise Mitofüsin 1 ve Mitofüsin 2 

(Mfn1 ve Mfn2) proteinleridir.74 Mfn1ve Mfn2 ubikuitin transmembran GTPaz ailesine 

ait dış mitokondriyal membran füzyonu gerçekleştiren proteinlerdir. İnsan Mfn1 (741 

aminoasit) kromozom 3 ve 18 ekzonlu (3q26.33) ve Mfn2 (757 aminoasit) kromozom 1 

(1q36.22) 20 ekzonludur. Mfn1 ve Mfn2 %80 benzerdir ve aynı fonksiyonel domainleri 

paylaşırlar. Bu iki protein ortak olarak herbiri GTP'nin bağlanması ve hidrolize 

edilmesinde önemli fonksiyon oynayan amino-terminal GTPaz alanı, iki sarmal heptat 

tekrarı domain olan HR1 ve HR2 ve dış mitokondriyal membrana tutunmasını sağlayan 

iki parçalı karboksi terminal transmembran alanı içerir (Şekil 2.4 ). Hem HR2 hem de 

GTPaz alanı hücre stoplazmasına doğru uzantı yaparlar. HR2, iki bitişik mitokondriyi 

trans, anti-paralel, dimerik oluşturarak bağlayan homotipik ve heterotipik 

oligomerizasyona aracılık ederek dış zarların birbirleriyle bağlantı kurmasını sağlar. 

Sadece Mfn2'i protein protein etkileşimine katılan prolinde zengin bölge bulunur.88 

Mfn aracılı füzyonu açıklamak için yapılan son çalışmalarda siyanobakterilerde 

Mfn'nin homologu olan dinamin benzeri protein (BDLP)'nin kriyomikroskopi 

rekonstrüksiyonu yapılmıştır. GTP'nin varlığında lipit çift tabakanın aşırı eğriliğini 

tetikler ve yapısını geçici olarak değiştirir. BDLP'nin cis oligomerizasyonu ile iki 

lipozomu birbirine bağlamak için ince bir tüp oluşturulur ve lipit çift katman zorlanılır. 

Mfn1 ve Mfn2'deki %20'lik farklılığa rağmen BDLP gibi cis oligomerler oluşturarak 

füzyon işlemini gerçekleştirdikleri varsayılmaktadır.89 Son çalışmalar oksidatif stresin 
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cis-Mfn oligomer oluşumunu indükleyerek mitokondriyal füzyon oluşumunu 

gerçekleştirdiğini göstermiştir.90 

Mfn1 ve Mfn2 'nin yapısı transkripsiyon ve transkripsiyon sonrası mekanizmalar 

ile düzenlenir. Ubikutilasyon ve fosforilasyonla düzenlenen proteozom aracılı 

bozulmayla elimine edilirler.91 Mfn2 ER stresini ve insülin direncini düzenler. Mfn2'nin 

bir diğer özelliği, apoptotik Bcl-2 proteinleri, proapoptotik Bax ve muhtemelen Bak ile 

etkileşime girmesidir.92 Mfn2 genindeki mutasyonlar otosomal dominat kalıtım gösteren 

Charcot-Marie-Tooth 2A gibi nörödejeneratif hasatalıklara neden olabilmektedir. 

Oksidatif metabolizma, hücre ölümü, hücre döngüsü, aksonem taşınmasında da roller 

üstlenmekte ve ayrıca obezite, diabet, düz kasların gelişimindeki anormalliklerde genin 

ekspresyonu azalmaktadır.93 Mfn2'nin kaybı doğum sonrası fare ölümüne yol açar ve 

serebellar atrofiyi tetikleyerek hareket ve dengede ciddi kusurlara neden olur.94 

 

Şekil 2.4. Mfn2 proteinin temel bileşenleri95 

2.7. Erkek İnfertilitesi ve Nedenleri 

İnfertilite tipik olarak bir yıllık düzenli ve korunmasız cinsel ilişkiden sonra gebe 

kalamama olarak tanımlanmaktadır. Çiftlerin %15-20'sini etkiler. Vakaların %30'unda 

tek faktör erkek iken %20'sinde ise kadın faktörü ile birliktedir. Erkek kısırlık vakalarının 

%30-40'ında hiçbir neden belirtilmemiştir.96, 97
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İnfertilite nedeniyle başvuran hastaların öyküsü, fiziksel muayenesi, endokrin 

değerlendirilmesi ve semen analizi yapılmalıdır. Hasta öyküsünde; hasta ve eşinin yaşı, 

erkeğin ve eşinin üreme öyküsü, cinsel uygulamalar, cinsel işlev, pediatrik öykü 

(kriptorşidizm, hipospadians, testis torsiyonu, kabakulak orşiti), gelişme (ergenlik yaşı), 

önceki cerrahi uygulamalar (skrotum, kasık bölgesi, karın, prostat, mesane), genital 

(cinsel yolla bulaşan enfeksiyon), üriner (alt idrar yolu semptomları, prostatit), alkol, 

sigara, çevre ve yaşam tarzı (ısıya maruz kalma), ilaç kullanımı, kanser öyküsü, tıp 

öyküsü, aile öyküsü (kısırlık, genetik hastalık) gibi önemli hususlar değerlendirilir. 

Fiziksel muayenenin amacı ise penis anatomisi, virilizasyon derecesi, testis epididim 

özellikleri, vas deferens varlığı, varikosel varlığı ve önceki yapılan ameliyatların 

görülmesidir. Endokrin muayenede folikül stimile edici hormon (FSH), testesteron, 

luteinize edici hormon (LH) ve prolaktin seviyelerinin ölçülmesi yapılır. Doğuştan gelen 

sendromlar, beyin tümörleri, infiltratif hastalıklar ve ilaçlar, travma, enfeksiyon gibi 

nedenleri olan hipogonadotropik hipogonadizm, hipotalamik-hipofiz ekseninin normal 

gonadal fonksiyonunu stimüle edememesinden kaynaklanır. FSH, LH, testesteron 

seviyeleri düşük, prolaktin seviyesi ise bu hastalıkta normal veya yüksektir. Bir erkek 

hastada en önemli değerlendirme semen analizidir. Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ)'nün 

belirlediği normal değerlere göre analizi yapılır. Ejekulatta 1 x 106/mL'den yüksek lökosit 

sayısı bulunan hastalar için idrar kültüründe Chlamydia ve Gonore'nin varlığı test edilir.98 

Erkek infertilitesindeki etyolojik gruplar testislere göre pretestiküler, testiküler ve 

posttestiküler nedenler olarak sınıflandırılmıştır ve Tablo 2.1'de gösterilmiştir. 
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Tablo 2.1. İnfertilite nedenleri99 

 

2.8. Yardımcı Üreme Teknikleri 

İnfertilite problemini çözmeye yönelik geliştirilen birçok tekniği içermektedir. 

Tarihsel gelişimini inceleyecek olursak suni dölleme ile başlamıştır. 1779'da 

spermatozoanın çekirdek ve sitoplazma içerdiğini kanıtlayan rahip Lazzoro Spallanzani 

adlı bir fizyolog tarafından spermatozoanın dölleme için önemi bir deney sonucunda 

Erkek İnfertilitesindeki Etyolojik Grupların Testislere Göre 

Sınıflandırılması 

Pretestiküler Nedenler 

 Hipogonadotrofik hipogonadizm - Kallmann sendromu 

 Hiperprolaktinemi 

 Farmakoloji 

 

Testiküler Nedenler 

 Varikosel 

 Kriptorşidizm 

 Testis kanseri 

 Radyasyon 

 Kemoterapi veya farmakolojik 

 Genetik azospermi veya 

oligospermi 

 Y kromozomu mikrodelesyonları 

 Klinefelter sendromu 

 Çevre 

 Enfeksiyon 

 Yaralanma veya travm 

 İmmotil silia sendromu 

(Kartagener Sendromu) 

  Anti-sperm antikorları 

  

Posttestiküler Nedenler 

 Cinsel birleşme ile ilgili 

 Farmakolojik 

 Retrograd boşalma 

 Vas deferensin konjenital 

bilateral yokluğu 

 Boşalma kanalı tıkanması veya 

seminal vezikül disfonksiyonu 

 Vaz deferenslerde vazektomi 

veya latrojenik hasar 

 

 Young sendromu 

 Sinir hasarı 

 Omurilik yaralanması 

 Retroperitoneal lenf nodu 

diseksiyonu 

 Sistemik hastalık 
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gösterilmiştir. İlk kez embriyonun sperm ve yumurtanın fiziksel temas sonucu geliştiği 

saptanmıştır. Bu keşif ile Spallanzani köpekleri suni olarak döllemiştir. Suni döllemeden 

in vitro fertilizasyona geçişte sperm hazırlama teknikleri geliştirilmiş ve daha güvenli ve 

sağlıklı intrauterin inseminasyonlar populer hale gelmiştir. 1920-1930'larda hormonların 

üreme ve gebelikteki önemi araştırılmıştır ve 1940'larda sentetik hormon kullanılmaya 

başlanılmıştır.100 İn vitro fertilizasyon ile ilgili yapılan çalışmaların ilki Prof. Walter 

Heape'nin Cambridge Üniversitesin'de 1890'larda yaptığı tavşan deneyindeki embriyo 

transferidir. 1969'ların sonlarında Edwars ve arkadaşları insan oositleriyle ilk başarılı in 

vitro fetilizasyonu gerçekleştirmişlerdir. 1978 yılında ise  Louise Joy Brown adında 

sağlıklı bir tüp bebek in vitro fertilizasyon sonucu dünyaya gelmiştir. 

Zamanla IVF tedavisinde farklı teknikler kullanılmaya başlanılmıştır. Yardımcı 

üreme teknikleri; IUI (İntrauterin inseminasyon), IVF (İn vitro fertilizasyon), ICSI 

(İntrastoplazmik sperm enjeksiyonu), GIFT(İntrafollop gamet transferi), ZIFT 

(İntrafollop zigot transferi), PZD (Parsiyel zona disksiyonu), SUZI (Subzonal 

inseminasyon), TET (Tubal embriyo transferi) ve POST (Periyoneal oosit ve sperm 

transferi) içerir.101 Hastanın yaşı, infertilite etyolojisi gibi faktörler göz önünde 

bulundurularak hasta için en uygun yöntem belirlenir. Bu yöntemlerden ilk ve en yaygın 

olarak kullanılanı ise in viro fertilizasyondur.102 

2.8.1. İn Vitro Fertilizasyon 

Oosit ve spermin in vitro ortamda bir araya getirilerek fertilizasyonlarının 

sağlanması ve gelişen embriyoların uterusa yerleştirilmesini içeren yardımcı üreme 

tekniğidir. Tubal faktör, endometriozis, erkek faktörü, açıklanamayan infertilite ve 

immunolojik infertilite gibi endikasyonlara sahiptir. Ovulasyon indüksiyonu, oosit 

toplanması, oositin döllenmesi ve embriyo transferi aşamalarından oluşmaktadır.103 

Ovulasyon indüksiyonu için ilaç ve hormon tedavisi uygulanır. Oosit toplanması vajinal 
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ultrasyonla yapılan yaklaşık 15-20 dk süren folikül sıvısının aspire edilmesiyle yapılan 

işlemdir. Daha sonrasında yumurtalar besiyerine alınır. Oosit dölleme işlemi standart 

dölleme veya ICSI olarak gerçekleştirilmektedir. Standart döllemede sperm numunesi 

alınır, konsantrasyonu ve hareketliliği değerlendirilir. Bir kültür kabının içerisine 

yumurtalar ve 50.000 hareketli sperm konularak inkübatöre yerleştirilir. 1992'de 

Palermo'nun ICSI'yi keşfetmesiyle yeni bir dönem başlamıştır. ICSI erkek faktörünün 

olduğu ve standart IVF'de yumurtaların  % 30'dan daha azının döllenmesi durumlarında 

kullanılır. ICSI’de kullanılan spermler ejakulattan elde edilebileceği gibi azospermik 

bireylerde epididimisten (mikroskopik epididimal sperm aspirasyonu, perkutan 

epididimal spermaspirasyonu şeklinde) ya da testisten ( Testiküler sperm aspirasyonu 

(TESE)) elde edilebilir. ICSI tek bir spermin yumurta içerisine enjeksiyonunu içerir. 

Döllenmeden sonraki sabah yumurtalar kontrol edilir ve iki pronukleuslu yumurtalar not 

edilir. Bir kaç saat içerisinde çekirdekler birleşir ve embriyo bölünmeye başlar. Embriyo 

transferi yumurta alımından 3 veya 5 gün sonra embriyo transfer kateteri ile uterusa 

yerleştirilir. 3. günde kaliteli embriyolar 6 ila 8 hücre arasındadır. 5. günde ise blastosiste 

dönüşmüştür. Gebelik tahlili için 12 gün beklenilir. Kanda β-hCG‘nin yükselmesi bunun 

yanında USG‘de gestasyonel kese ve fetal kalp atışının komfirmasyonu klinik gebelik 

olarak kabul edilmektedir.104, 105 
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3. MATERYAL VE METOT 

3.1. Etik Kurul Onayı 

“Sperm Drp1 ve Mfn2 protein miktarlarının in vitro fertilizasyon başarısındaki 

rolü ” adlı çalışma Atatürk Üniversitesi Tıp Fakültesi Girişimsel Olmayan Klinik 

Araştırmalar Etik Kurulunun kararıyla etik kurallara uygun olduğuna karar verilmiştir.  

3.2. Çalışma Populasyonu 

Çalışmamızda 2015–2016 yılları arasında Atatürk Üniversitesi Kadın Hastalıkları 

ve Doğum Kliniği Tüp Bebek Merkezi’ne çocuk isteği nedeniyle başvuran 40 çift 

retrospektif olarak incelendi ve 27 ila 42 yaşlar arasında bulunan erkek hastalar etik kurul 

onayı alındıktan sonra çalışma populasyonuna dahil edildi. 

3.3. Örneklerin Temini 

Semen örneği tüp bebek merkezine başvuran 40 hastadan hastaların yaşı, boy ve 

kiloları, eşlik eden başka bir hastalığın olup olmadığı, kullanılan ilaçlar sorgulandıktan 

sonra hastaların semen örnekleri steril geniş ağızlı, toksik olmayan bir kap içerisine 3-5 

günlük cinsel perhiz sonrasında alındı. 

3.4. İn Vitro Fertilizasyon 

3.4.1. Oosit Toplama İşlemi 

Oosit toplama işlemi hCG dozundan 35-36 saat sonrasında gerçekleştirildi. 

Toplama işleminin yapılacağı günün sabahı doku kültür kabinin ısıtıcı tablası (IVF 

Workstation L126), havalandırma sistemi çalıştırılarak petri kabı konuldu ve 37 ºC'ye 

ayarlandı. OPU işlemi esnasında oositlerin zarar görmemesi için ışıklar kapatıldı. Hasta 

operasyon masasına dorsal litotomi pozisyonu verilerek yatırıldı. Steril örtüler örtülerek 

vajen ve vulva serum fizyolojik ile yıkandı. Steril aspirasyon iğnesi (Gynetics; Belçika) 

guide içinden geçirilerek fornikse yönlendirildi. Aspire edilecek folikül ultrasonografi 

cihazının ekranından bakılarak ortalama (-150) mmHg basınçla daha önceden ısıtılmış 
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falcon tüp Falcon, BD Fransa) içerisine aspire edildi ve hemen bitişikteki embriyoloji 

laboratuarına teslim edildi. Folikül sıvısı stereo diseksiyon mikroskobu (SZ 61 Olympus, 

Japonya) kullanılarak incelendi ve oosit-kumulus kompleksi ayıklandı. 2 saat sonra G-

MOPS Plus (Vitrolife, İsveç AB) bulunan petri kabının (Falco; ABD) değişik gözlerine 

dağıtıldı ve hyalüronidaz içeren medyum (Hyase-10X, Vitrolife, İsveç, AB) kullanılarak 

oosit çevresindeki kumulus korona kompleksi mekanik ve enzimatik yolla uzaklaştırıldı. 

ICSI için hazırlanan oositler 37 ºC‘deki inkübatörde (Labotect C200) inkübasyona 

bırakıldı. 

3.4.2. Semen Analizi Uygulaması 

 İnfertil erkeklerden mastürbasyon yoluyla alınan semen örnekleri 37 C0'de 

inkübatörde (Labotect C200) 30 dk likefiye olması beklenildi. Daha sonra örnekler 

spermiogram analizi için alındı. 

3.4.2.1. Spermiogram Analizi 

Semen örneği makroskobik ve mikroskobik olarak incelendi. Semen örneği 

makroskobik olarak; renk, koku, viskozite, likefaksiyon süresi ve pH açısından 

değerlendirilirken mikroskobik olarak da motilite, morfoloji ve aglutinasyon yönünden 

değerlendirildi. 

Makroskobik Değerlendirme 

Likefaksiyondan hemen sonra semenin gözlenmesine başlanıldı. Likefiye olma 

süresi 15-60 dakika arasındadır. Örnek pipetle dikkatlice çekilerek yerçekiminin etkisiyle 

damlaması beklenildi ve viskozitesi ölçüldü. 

Ø:Viskozite normal 

+: Biraz artmış viskozite, 

++: Orta derecede artmış viskozite, 

+++: Çok artmış viskozite. 
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Likefiye olmuş normal bir semen homojen ve gri opelasan bir görünüme sahiptir. 

Semen hacmi steril pipetle yada enjektörle çekilerek ölçülür. En az 1.5 ml olmalıdır (DSÖ 

2010).106 

Mikroskobik Değerlendirme 

Sperm konsantrasyonu ve motil sperm yüzdesi DSÖ kriterlerine göre belirlenerek 

faz kontrast mikroskobunda 20 µm derinliğinde ve 200× lük büyütmede incelendi (Tablo 

3.1). Konsantrasyonu ve motiliteyi hesaplamak için Makler sayım kamerası kullanıldı. 

Spermler hareketlerine göre derecelendirildi (+4:Hızlı ileri hareketli, +3:Yavaş ileri 

hareketli, +2:Yerinde hareketli, +1:Hareketsiz) (DSÖ 2010).106 

Tablo 3.1. 2010 DSÖ kriterleri 

Parametreler     En düşük referans değer 

 Semen volümü (ml) 1.5 (1.4-1.7) 

Total sperm sayısı(106) 39 (33-46) 

Sperm konsantrasyonu (106 / ml) 15 (12-16) 

Total motilite( PR+NP, %)  40 (38-42) 

 Progressive motilite (PR, %) 32 (31-34) 

Vitalite(canlı sperm, %) 58 (55-63) 

Sperm morfolojisi(normal formlar, %) 4 (3.0-4.0) 

Ph >7.2 

Peroksidaz-pozitif lökosit(106 per ml) <1.0 

MAR testi (%) <50 

Immunobead testi (%) <50 

Seminal çinko (μmol/ejakülat) >2.4 

Seminal fruktoz (μmol/ejakülat) >13 

Seminal nötral glukozidaz (mU/ejakülat) 
>20 
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3.4.3. Spermin Hazırlanması 

Sperm seleksiyon yöntemi olan gradient yöntemi uygulandı. Bu yöntemde silica 

partiküller içeren mediumlar kullanıldı. % 90'lık ve % 50'lik gradient solüsyonları 

Spermgrad (Vitolife) ve G-IVF Plus (Vitrolife) kullanılarak hazırlandı. 1/1 oranında 

konulup üzerine  3 ml semen örneği konularak 2000 rpm'de 20 dk santrifüj (Eppendorf) 

edildi. Sperm bulunan alt faz pipetle çekilerek üzerine 2,5 ml yıkama mediumu (G-IVF 

Plus) (Vitrolife) konuldu ve 1800 rpm'de 10 dk santrifüj (Eppendorf) edildi.Daha sonra 

üst faz alındı ve örnek ICSI için kullanılmak üzere 37 0C deki inkübatöre (Labotech C200) 

kaldırıldı. 

3.4.4. ICSI İşlemi 

ICSI işlemi için hazır olan oosit ve spermler belli bir düzende konulmuş HEPES 

tamponlu medyumdan (G-MOPS Plus) (Vitrolife) oluşan damlacıklar içeren petri kabı 

içerisine konuldu. Tutucu (holding) ve injeksiyon (ICSI) pipetleri (Sunlight) tutuculara 

takılarak joy sticklerle uygun pozisyon almaları sağlandı. ICSI pipeti ile bir sperm 

kuyruğu kırılıp hareketsiz hale getirilerek pipet içerisine çekildi. Oositin kutup cisimciği 

saat 6 veye 12 hizasına getirildi. Tutucu pipetle tutulan oosit stoplazmasına ICSI pipeti 

ile sperm bırakıldı ve ICSI işlemi tamamlamış oldu. ICSI işlemi sonrasında geri kalan 

sperm örneği ise analiz edilmek üzere azot tankına -196C0 konuldu. ICSI sonrası 16-18. 

saatler arasında fertilizasyona bakıldı. 2. ve 3. günlerde embriyo kaliteleri takip edildi.  

3.4.5. Embriyo Kalitesinin Değerlendirilmesi ve Embriyo Transferi 

3. gün bölünmekte olan embriyoların morfolojileri ve embriyolojik gelişim 

durumları gözlendi. Fragmentasyonu ölçmek için embriyo hayali olarak dört bölüme 

ayrıldı ve kapladığı alan tahmini olarak belirlenildi. Embriyo David K.Gardner'a göre dört 

grade de değerlendirildi (Şekil 3.1).107 
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Grade 1 Embriyo: Bu embriyolar eşit büyüklükte, simetrik blastomerlere 

sahiptirler, fragmantasyon içermezler. 

Grade 2 Embriyo: Eşit büyüklükte olmayan blastomer içermekle birlikte az 

miktarda (<%10) fregmantasyon içerirler.  

Grade 3 Embriyo: Blastomerleri eşit olmayıp fragmantasyonları fazladır (%10-

50).  

Grade 4 Embriyo: Blastomerleri eşit değildir ve fregmantasyonları %50‘den 

fazladır.  

 

Şekil 3.1. Embriyo sınıflandırılması 

3. gün embriyolar transfer edildi ve 12 gün sonra β-hCG ölçüldü. Gebelik için β-

hCG 5mIV/mL ve üzeri pozitif olarak kabul edildi. 
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3.5. Western Blot Analizi 

3.5.1. Örneklerin Hazırlanması 

Örnekler ependorf tüpe (Eppendorf) konuldu. 5000 rpm'de 10 dk santrifüj 

(Beckman Coulter Allegra X-30R) edildi. Herbirinin üzerine 100µl'lik %2'lik SDC 

(Sodyum deoksikolat) eklendi. 3000 rpm'de 10 dk Tissue Lyser'a (TissueLyser, 

QIAGEN) konuldu. Süpernatant alınarak ependorf tüplerine konuldu ve -80 oC’de 

buzdolabında (Sanyo Ultra Low) saklandı. 

3.5.2. Spektrofotometre ile Protein Tayini 

Bunun için Bradfort yöntemini kullandık. Bradfort yöntemi Coomassie Brillant 

Blue G-250'nin negatif yükte olması ve pozitif yüklü proteinlere bağlanarak 465 nm ile 

595 nm arasında abzorbans göstermesi prensibine dayanır. 5 µl süpernatant üzerine 45µl 

distile su konuldu ve vorteks (IKA MS3) yapıldı. 50µl örnek ve 450 µl Bradford protein 

assay reagent (Alfa Aesar) konularak iyi bir şekilde homojenizasyonu sağlandı. İlk önce 

distile su daha sonra örneğimizden 200µl konularak mikroküvette 595 nm'de ölçümleri 

yapıldı. Örnekler ölçülmeden önce BSA (Bovin serum albumin) ile yapılan standart 

grafik sayesinde protein miktarları hesaplandı. 

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Sülfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi) 

Protokolü 

% 4'lük yükleme jeli Hazırlanışı 

Yükleme jeli (% 4'lük) hazırlamak için aşağıdaki karışım hazırlandı; 

Akrilamid solüsyonu      1,33 ml 

4×Stacking jel buffer      2,5 ml 

% 10 'luk SDS                 0,1 ml 

ddH2O      6 ml 

% 10'luk amonyum persülfat    50µl 
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TEMED    5 µl 

% 10'luk Ayırma Jeli 

Ayırma jeli (% 10'luk) hazırlamak için aşağıdaki karışım hazırlandı; 

Akrilamid solüsyonu      5 ml 

4×Resolving jel buffer     3,8 ml 

% 10 'luk SDS               0,15 ml 

ddH2O     6 ml 

Amonyum persülfat     75 µl 

TEMED    5 µl 

Çok iyi temizlenmiş lekelerinden arındırılmış iki cam arka arkaya konularak 

birleştirildi ve düzeneğe yerleştirildi. Alttan sızıntı olmaması için distile su ile kontrol 

edildi. Hazırlanan ayırma jeline en son TEMED (Bio-Rad) eklenerek camların arasına 

hızlı ve dikkatli bir şekilde döküldü. Jelin düzgün ve hava kabarcığı oluşmasını 

engellemek için bütanol yavaşça eklendi. 5-10 dk içerisinde donan jelin üzerine yükleme 

jeli ilave edildi. Döküler dökülmez taraklar yerleştirilerek kuyuların oluşması sağlandı. 

Geriye kalan yürütme tamponu dış havuza dolduruldu. Mikropipet yardımıyla kuyular 

iyice temizlendi. 5µl sample buffer kuyucuğa yüklenerek jelin homojenliği ve yürütmeye 

uygunluğu test edildi ve jel tabanına gelince yürütme durdurularak örneklerin yüklenmesi 

gerçekleştirildi. Her kuyucuğa 20 µl konularak 40 amperde 60 dk yürütüldü. Yürütme 

süresi bittikten sonra jel kalıpları vidalar gevşetilerek yerlerinden çıkartıldı. Jelin üst 

kenarındaki kuyucuklar ve eğer alt kenarında kalıp dışına taşan çıkıntılar varsa düzgün 

bir sekilde bistüri ile kesildikten sonra jel parçalanmamasına özen gösterilerek alındı. 

3.5.3. Blotlama Basamağı 

SDS (Sigma) jeli üzerinde molekül ağırlıklarına göre ayrılan proteinler bu 

basamakta membrana transfer edilmek üzere alındı. Bu işlem Porablot PVDF 
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(Polyvinylidene difluoride membrane) (Macherey-Nagel) kullanılarak gerçekleştirildi. 

Kurutma kağıdı üzerindeki membran üzerine jel dikkatli bir şekilde konuldu. Üzerine 

kurutma kağıdı yerleştirildi. Hava kabarcığı kalmamasına dikkat edildi. Western blot için 

blotlamada TransBlot Turbo (Bio-Rad, ABD) cihazı kullanıldı. 1,5 amperde 25 voltta 10 

dk negatif yüklü proteinlerin katottan (-) anoda (+) geçişi sağlandı. 

3.5.4. Bloklama Basamağı 

Bu basamak blotlama sonrası protein bağlanmayan bölgelerin ilgisiz proteinlerle 

bağlanmasıyla gerçekleştirildi. Membran %3'lük BSA+%0,1'lik TBST'de ((3g BSA+100 

ml), (1000 ml TBS+1 ml Tween 20)) 1saat oda sıcaklığında bekletildi. 

3.5.5. Birinci Antikor ile Muamele 

Membran üretici firmanın tavsiye ettiği oranda (1:250) Drp1 (sc-32898 Lot # G 

1912) ve Mfn2 (sc-100560 Lot A 0713) için %3'lük BSA içerisine birincil antikorlar 

konularak +4 C0'de bir gece bekletildi. Membran beşer dakika beş kez TBST (1000 ml 

TBS+1 ml Tween 20) ile yıkandı. 

3.5.6. İkinci Antikor İle Muamele 

HRP konjuge edilmişikinci antikorlar Drp1 (sc-2004 Lot # J2414) veMfn2 (sc-

2005 Lot # A1515) için ayrı ayrı tavsiye edilen oranlarda hazırlanarak membran oda 

sıcaklığında 1 saat inkübasyona bırakıldı. Membran beşer dakika beş kez TBST (1000 ml 

TBS+1 ml Tween 20) ile yıkandı. 

3.5.7. Görüntüleme Basamağı 

1 ml perox ve 1 ml enhanser (SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity 

Substrate Thermo Scientific) karışırıldı ve membran üzerine konularak 5 dk beklenildi. 

PVDF membran inkübasyon sonrası ChemiDoc MP (Bio-Rad) ile kemilüminesans 

modda otomatik olarak görüntülenmesi yapıldı. 
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Elde edilen blot görüntüleri ImageLab Ver.5.0 (Bio-Rad) dansitometrik analiz 

programı ile değerlendirildi. 

3.6. İstatistiksel Analizler 

Veriler Windows SPSS 20 paket programı kullanılarak analiz edildi. Fertilizasyon 

oranı tüm döllenmiş oosit yüzdesi olarak hesaplanmıştır. İyi kaliteli embriyo oranı grade 

1 ve 2 embriyoların tüm embriyolara bölümünün yüzdesi olarak hesaplanırken transplante 

embriyo oranı ise grade 1, 2, 3 embriyoların tüm embriyolara bölümünün yüzdesi olarak 

hesaplanmıştır. 

Pearson korelasyon katsayısı IVF sonucu (fertilizasyon oranı, transplante ve 

iyiembriyo kalitesi oranı) ile protein miktar parametreleri arasındaki ilişkiyi analiz 

etmekiçin kullanıldı. Point biserial korelasyon katsayısı klinik gebelik oranı ile protein 

parametreleri arasındaki ilişkiyi analiz etmek için kullanıldı. P değerinin 0.05'ten küçük 

olduğu durumlar istatiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir.  

Doğrusal regresyon analizi (stepwise modeli) sperm protein miktar (göreceli 

yoğunluk) parametreleri ve IVF sonucu (fertilizasyon oranı, transplante ve iyi embriyo 

kalitesi oranı) arasındaki ilişkiyi değerlendirmek için kullanılmıştır. Klinik gebe ve gebe 

olmayanlar ile protein miktarlarının karşılaştırılması bağımsız grup T testiyle yapılmıştır. 

Lojistik regresyon analizi protein miktarı ile klinik gebe ve gebe olmayan arasındaki 

ilişkiyi değerlendirmek için kullanıldı. 
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4. BULGULAR 

4.1. Demografik Bulgular 

Bu çalışmaya Atatürk Üniversitesi Tüp Bebek Merkezine infertilite şikayetiyle 

müracaat eden 40 çift dahil edildi ve bu hasta çiftlerin demografik verileri Tablo 4.1.’de 

gösterildi. Veriler ortalama ± standart sapma olarak rapor edildi. 

Tablo 4.1. IVF tedavisine giren 40 çiftin demografik verileri. Değerler, ortalama 

± standart sapmadır. 

PARAMETRELER 

Kadın Verileri 

Kadın yaşı (yıl) 31,4 ±5,2 

Alınan oosit (n)   7,2 ±4,1 

M2 Oosit (n) 6,05 ±3,56 

Döllenen Oosit (2PN) (n)   4,9 ±3 

Erkek Verileri 

Erkek yaşı (yıl) 34,8 ±5,3 

Semen Hacim (ml)       3±1,3 

Sperm Konsantrayon (106/ml) 76,9 ±42 

ProgresifMotilite (%) 63,2 ±11,4 

Fertilizasyon ve Laboratuvar Parametreleri 

Fertilizasyon Oranı (%) 68,9 ±22,1 

Transplante Edilebilir Embriyo Oranı 

(%) 

81,2 ±28,0 

İyi Embriyo Oranı (%) 48,9 ±34,7 

 

4.2. DRP1 ve MFN2'nin Göreceli Yoğunlukları ile IVF Parametreleri 

Arasındaki Korelasyon Analiz Bulguları 

Erkek hastalara ait Drp1 ve Mfn2 protein seviyeleri ile IVF parametreleri 

arasındaki korelasyon katsayıları ve P değerleri Tablo 4.2'de gösterildi. Yapılan 

istatistiksel analiz bulguları doğrultusunda; Fertilizasyon tedavisi gören erkek hastaların 

sperm Drp 1 proteininin seviyeleri (göreceli yoğunluk değeri) ile klinik gebelik oranı, 
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transplante edilebilir embriyo oranı, fertilizayon oranı ve iyi embriyo kalitesi oranı 

parametreleri arasında korelasyon saptanmadı (p>0.05). Mfn2 proteinin miktarı ile iyi 

embriyo kalitesi parametrileri arasında pozitif korelasyon saptanırken (rp= 0,345*, p = 

0.029), Mfn2 verileriyle fertilizasyon oranı, transplante edilebilir embriyo oranı ve klinik 

gebelik oranı parametreleri arasında korelasyon gözlenmedi  (p>0.05).   

Tablo 4.2. Sperm Drp1 ve Mfn2 göreceli yoğunluk parametrelerinin çeşitli veriler 

ile korelasyon analiz sonuçları. 

Bağımsız 

Değişken 

Fertilizasyon 

Oranı 

Transplante 

Edilebilir 

Embriyo Oranı 

İyi Embriyo 

Kalitesi 

Oranı 

Klinik 

Gebelik 

Oranı 

DRP1 

rp = 0,207 

p = 0,200 

rp= 0,112 

p = 0.493 

rp= 0.129 

p = 0,426 

rpb= -0.136 

p =  0.433 

MFN2 

rp = -0,058 

p = 0,722 

rp= 0,105 

p = 0,518 

rp= 0,345* 

p  = 0.029 

rpb= -0,170 

p = 0,293 
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Şekil 4.1. İyi Embriyo Kalitesi Oranı ve Mfn2 Değeri arasındaki korelasyon. 

 

4.3. DRP1 ve MFN2'nin Göreceli Yoğunlukları ile IVF Parametreleri 

Arasındaki Regresyon Analiz Bulguları 

Erkek hastalardan alınan sperm numunesine ait  Mfn2 ve Drp1 protein 

miktarlarının göreceli yoğunluk verileri ile transplante edilebilir embriyo oranı, 

fertilizasyon oranı ve iyi embriyo kalitesi oranı arasındaki ilişkiyi test etmek için çoklu 

regresyon analizi stepwise modeli kullanıldı (Tablo 4.3). 

İstatiksel çalışma bulguları kapsamında sperm Mfn2 proteininin verileri ile sadece 

iyi embriyo kalitesi değerleri arasında pozitif korelasyon gözlenmiş (regresyon katsayısı: 

20.258, p=0,029; Tablo 4.3) diğer verilerle anlamlı bir ilişki gözlenmemiştir (p>0.05). Bu 

ilişki için doğrusal regresyon formülü: Fertilizasyon Oranı = 16.434+20.258*Mfn2 

şeklinde olup, düzeltilmiş r kare değerinden elde edilen tahmin gücü %9.7’tür. Bu model 
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ile proteinlerimizin göreceli yoğunluk değerleri ile klinik gebelik oranları arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki olmadığı gösterildi (p>0.05). (Odds oranı = 1.5 [% 

95 CI: 0.92-1.957]; P = 0.408). 

Tablo 4.3. Mfn2 ve Drp1 göreceli yoğunluk parametreleri ile iyi embriyo kalitesi oranı 

regresyon ilişkisinin anlamlı olduğu model değerleri. 

Bağımsız 

Değişken 

Regresyon 

Katsayısı 

Regresyon 

Katsayısının 

95% Güven 

Aralığı 
t Değeri P Değeri 

Alt 

Sınır 

Üst 

Sınır 

Sabit 16.434 14.357 47.225 1.080 0.298 

Mfn 2 20.258 2.245 38.271 2.277 0.031 

 

4.4. Klinik Gebe ve Gebe Olmayan Gruplarındaki Sperm DRP1 ve MFN2 

Protein Miktarları 

Elde edilen bulguların incelenmesi dahilinde klinik gebe ve gebe olmayan 

gruplarında sperm Drp1 ve Mfn2 protein seviyeleri (şekil 1, 2, 3) açısından istatistiksel 

bir farklılık gözlenmemiştir(p>0.05). 

 

Şekil 4.2.Klinik gebe ve gebe olmayan gruplar arasında sperm Drp1 protein 

miktarı(ortalamaSEM) 
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Şekil 4.3.Klinik gebe ve gebe olmayan gruplar arasında sperm Mfn2 protein 

miktarı(ortalamaSEM) 

 

Şekil 4.4. Western blot analiz sonucu görüntüsü (P(+):gebe, P(-):gebe olmayan) 
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5. TARTIŞMA 

İnfertilite, üreme yaş grubundaki (18-45 yaş) çiftlerin %10-15'ini etkilemektedir. 

Sağlıklı bir çiftin bir ay sonunda gebe kalma olasılığı %20-25, altı ay içinde %75 ve bir 

yıl içinde % 90 olarak belirtilmiştir. Dünyada her on çiftten biri infertilite ile ilgili sorun 

yaşamaktadır. Ülkemizde evli çiftlerin %10-20'si infertiliteden etkilenmektedir ve 

çiftlerin yaklaşık %25'i bir yıl içinde gebe kalamamaktadır.108 Yapılan araştırmalarda, 

infertilitenin eşlerin evlilik ilişkilerini, duygusal durumlarını ve sosyal ve cinsel 

yaşamlarını etkilediği belirtilmiştir.109 Erkek infertilitesi kadın infertilitesi kadar 

yaygındır vakaların  %50'sinde erkek faktörü bulunur ve yıllar geçtikçe erkek infertilite 

sıklığında artış olmaktadır.110 İnfertilitesi olan çoğu erkek hastada 

oligoastenoteratozoospermi sendromu bulunur. Bu sendrom dışında erkek infertilitesi 

olan hastaların %40-75'inde gösterilebilir bir neden bulunamamıştır ve bu hastalar normal 

semen parametrelerine sahip idiyopatik infertilitesi olan hastalardır.111
  

Fertilite karmaşık biyolojik reaksiyonlara bağlıdır. Bu reaksiyonlardaki 

proteinlerin erkek ve dişi fertilitesindeki kesin rolü belirsizdir. Erkek infertilitesinin önde 

gelen nedenleri hala tam olarak anlaşılamamış ve araştırmacıları sperm ile ilişkili 

proteinleri anlamaya itmiştir.112 Fertil ve infertil sperm numunelerindeki proteinler 

incelendiğinde ekspresyonlarında farklılıklar ortaya çıkmıştır. Sperm proteinleri, sperm 

morfolojisini, hareketliliğini, akrozom oluşumu, reaksiyonu, kapasitasyonun korunması 

ve döllenmede anahtar rol oynamaktadırlar. Spermin verimliliğini etkileyecek, fizyolojik 

rolünü ortaya çıkaracak ve ayrıca infertilite için yeni tanı yöntemleri oluşturacak sperm 

proteinlerini tanımlamak için daha fazla çaba harcanılması gerekmektedir. Western blot 

hücre ve dokulardaki spesifik proteinleri analiz etmemizi sağlayan tekniktir. Bu teknik 

sayesinde proteinlerin varlığı, büyüklüğü, konsantrasyonu ve gruplar arasındaki 

konsantrasyon değişimleri ölçülebilmektedir.113 
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Mitokondriyal füzyon ve fizyon, hücre fonksiyonu ve hücrenin hayatta kalmasını 

sağlayan, mitokondriyal içerik ve bilgi alışverişinde yer alan, hasarlı mitokondiyi ortadan 

kaldırabilen temel biyolojik süreçlerdir. Mitokondriyal fisyon, hücre sitoplamasında 

mitokondrilerin hasarlı bölümlerini ayırmaya yardımcı olarak mitofajiyi kolaylaştırır ve 

ayrıca hücre bölünmesi sırasında yeni hücrelere eşit olarak ayrılması için mitokondriyal 

dağılımını kolaylaştırır.114 Mitofaji sürecinde, Drp1 aracılığıyla ayrılan hasarlı 

mitokondride mitokondriyal DNA mutasyonları, aşırı ROS üretimi ve hatalı katlanmış 

protein birikimi membran potansiyelindeki azalmaya, bu azalmada dış mitokondriyal 

membran üzerinde Pink1'in birikmesine ve aktivasyonuna yol açar. Aktif Pink1, Parkin'i 

sitozolden mitokondri mebranına lokalize olmasına ve Parkin aktivitesinin oluşmasını 

sağlar.115 Ayrıca Pink1 Mfn2’nin fosforilize olmasını sağlayarak hasar görmüş 

mitokondrinin diğer mitokondriler ile füzyonunu engeller. Aktive olan Parkin Mfn1 ve 2 

dahil olmak üzere dış membran proteinlerini ubikutinle işaretlenmesini sağlar. Ubikutinle 

işaretlenen mitokondri degradasyon yoluyla mitofajiye uğrar.116 Füzyon, mitokondrinin 

protein içeriğini tamamlamasını ve mtDNA onarımı için içeriklerini birleştirmesini 

sağlayarak bu işlevi yerine getirir. 

Mitokondriyal füzyon ve fisyonun rolleri hücresel fonksiyon için gerekli 

olduğundan, dengeli füzyon / fizyon hızı kaybı gibi anormallikler hücresel fonksiyon 

kaybına ve ilerki süreçte apoptotik ölüme neden olabilir.114 Dış mitokondriyal membran 

füzyonuna Mfn 1ve Mfn2 aracılık ederken, mitokondriyal fizyon dinamin ilişkili protein 

(DRP1) tarafından kontrol edilir. 117 Drp’deki mutasyon anormal beyin gelişimi, optik 

atrofi, laktik asidemi ve neonatal ölümcül bir sendrom olan mikrosefaliye sebep olmuştur. 

Bu hastalarda mitokondrinin anormal uzaması gösterilmiş ,Drp'in arttığı bu sebeple 

fizyonunda arttığı ve füzyonun azaldığı görülmüştür.82 Wakabayashi ve ark. farede 

yaptıkları çalışmada Drp1'in knockout edilmesi sonucunda embriyoların ölümüyle 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wakabayashi%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19752021
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sonuçlanmıştır. Normal ATP seviyeleri ölçülmüş, fibroblast peroksizomlarında uzama 

kaydedilmiş, purkinje hücrelerinin az miktarda dev mitokondri içerdiği ve 

serebellumunda gelişimsel bozukluk izlenmiştir.118 Mitokondriyal dinamikler, çok sayıda 

korunmuş büyük guanosin trifosfataz (GTPaz) ile düzenlenir. Mitofusinlerin ilk önce 

Drosophila ve mayada mitokondri füzyon için gerekli olduğu tanımlanmıştır. 

Memelilerde, fare nakavt modelleri füzyondaki önemini göstermektedir. Mfn1 veya 

Mfn2'de eksik olan fare embriyonik fibroblastları (MEF'ler), vahşi tip (WT) hücrelerde 

gözlenen tübüler ve birbirine bağlı mitokondriyal ağa kıyasla yüksek oranda parçalanmış 

mitokondri ortaya koyar. Drp1 fonksiyonunun inhibisyonu, hatalı mitokondri fisyonu ve 

aşırı kaynaşmış mitokondriyal ağın oluşumu ile sonuçlanır.119 Veriler Mfn2'nin 

azaldığında apoptozu teşvik ettiği, mitokondriayal metabolizmanın gelişmesini  

engellediğini, hücresel aktivite ve mitokondri membran potansiyelini bozduğunu, 

embriyolojik gelişimde bozukluğa yol açtığını göstermiştir.120. 

Canlı hücre görüntüleme alanındaki gelişmeler, mitokondri ve mitokondri ağının 

dinamik davranışını ortaya koydu. Homeostazı korumak için bu organeller sürekli 

bölünen ve kaynayan uzun tübüller oluşturur. Bu morfoloji, zıt iki işlem arasındaki 

dengenin sonucudur: füzyon ve fisyon. Bu denge bozulduğunda, mitokondri karakteristik 

biçimlerini kaybeder. Dolayısıyla, eğer mitokondri füzyonu azalırsa, mitokondri dengesiz 

fisyon nedeniyle parçalanır. Tersine, eğer mitokondri fisyonu azalırsa, mitokondri uzamış 

ve dengesiz füzyon nedeniyle aşırı derecede bağlantılı hale gelir.119 Conca Dioguardi ve 

ark. farede yaptıkları çalışmada Drp1 ve Opa1 genlerinin knockdown edilmesi mitokondi 

kristalarında bal peteğine benzeyen bir görüntü oluşturduğunu gözlemlemeleri Drp1 in 

mitokondri morfolojisindeki önemini göstermektedir.121 Hücrelerin bölünmesinde, 

mitokondri muhtemelen bölünme için enerji sağlamak üzere G1-S aşamaları boyunca 
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kaynaşma eğilimindedir ve yeni hücrelere dağılmasını sağlamak için muhtemelen mitoz 

öncesi bölünme yapar.122  

Bir fosfolipaz D protein süper ailesi üyesi olan mitoPLD mitofusin,spermatogenez 

sırasında nuage oluşumu ve piRNA biyosentezine katılır. Farelerde mitoPLD, 

mitokondrinin yanlış konumlanmasına ve erkek kısırlığına neden olur. MitoPLD‘nin aşırı 

ekspresyonu mitokondrinin toplanmasına neden olur ve mitokondriyal parçalanma ile 

sonuçlanan fizyonu azaltır.123 MitoPLD ile ilişkili piRNAların ise füzyon fizyon 

homeastazının mitokondriyal düzenleyicisi olduğu nuage oluşumu ve mayotik ilerlemede 

gerekli olduğu belirtilmiştir. Birçok hayvan türünün özellikle erkek germ hücrelerinde 

ifade edilen piRNA’lar protein kodlayan genlerin post transkripsiyonel düzenlenmesinde 

rol alırlar.124 Long Cui ve ark. yaptıkları çalışmada piRNA ların düşük sperm sayısı ve 

bozulmuş spermatogenez ile ilişkili olduğu ve infertil erkeklerde daha düşük seviyede 

eksprese olduğu bildirilmiştir.125 Yapılan bu çalışma mitokondriyal dinamiklerin piRNA 

ve sayısız proteinlerle ilişkili karmaşık bir yapı olduğunu ve ayrıca mitokondriyal 

dinamiklerin fertilizasyon ve spermatogezde rol aldığına dair önemli bir göstergedir. 

Yaptığımız çalışmada Western blot analizi çerçevesinde Drp1 ile fertilizasyon 

oranı, transplante edilebilir embriyo oranı, iyi embriyo kalitesi oranı ve klinik gebelik 

oranı arasında korelasyon gözlenmemiştir. Mfn2 proteini ile fertlizasyon oranı, 

transplante edilebilir embriyo oranı, klinik gebelik oranı arasında korelasyon 

gözlenmezken iyi embriyo kalitesi oranında pozitif korelasyon gözlenmiştir 

(rp=0.345,p=0.029). Spermde Mfn2 protein miktarı ile fertilizasyon oranı arasındaki 

ilişkiyi ortaya koyan doğrusal regresyon formülü tahmin gücünü % 9.7 olup regresyon 

katsayısı 20.258'dir. 

Mitokondriyal dinamiklerin sperm kalitesi üzerine literatürde çok az bilgi 

bulunmasına rağmen mitokondri ve sperm kalitesi ilişkisi üzerine birçok çalışma vardır. 
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Sperm mitokondri yapısındaki bozukluklar sperm motilitesinde azalmaya sebep olduğuna 

dair çalışmalar 1995'te Mundy ve ark. ve 2011'de Pelliccione ve ark. tarafından tespit 

edilmiştir. Jodar ve ark nın asthenozoospermik örneklerde yaptıkları mtRNA ve 

mitokondriyal protein çalışmaları mitokondri ile sperm fonksiyonunu ve erkek 

infertilitesini ilişkilendirmiştir. 2006'da Cordoba ve ark. 2011'de ise Ramio-Lluch ve ark. 

nın yaban domuz spermi üzerine yaptıkları çalışmalarda mitokondriyal işlevselliğin 

sperm kapasitasyonu için gerekli olduğu ve kapasitasyon sırasında oksijen tüketiminin 

yüksek düzeyde olduğu tespit edilmiştir.10 Drp1 Drosophila'da çalışılmış olmasına 

rağmen insan ve memeli spermlerinde çalışılmamıştır. Aldridge ve ark. Drosophila 

Melanogaster (meyve sineği)’de yaptıkları çalışmada Drp1 yokluğunda füzyonun baskın 

olduğu, Drp1'in spermatogenezde mitokondriyal morfoloji için gerekli olduğu ve Drp1 

aracılı mitokondriyal fizyon başarısızlığında mutant primer spermler ve birbirine bağlı 

mitokondriyal yığın oluştuğu gözlemişlerdir.126 Çalışmamızda insan sperminde Drp1'in 

miktarları ölçülen literatürde ki ilk çalışmadır. Meyve sineğinde DRP1 yokluğunun sperm 

mitokondri sağlığı üzerine olumsuz etkili olduğu tespit edilmesine rağmen, çalışmamızda 

DRP 1 seviyelerinin IVF çıktıları üzerine etkisinin olmadığını tespit ettik ve dolasıyla 

erkek infertilitesinde insan sperm kalitesi üzerine etkisinin olmadığını düşünmekteyiz. 

Mevcut çalışmada spermde Mfn2’nin artması embriyo kalitesini iyileştirmiştir. 

Literatürdeki çalışmalarda mevcut çalışmayı destekler niteliktedir. Zhang ve ark. 

farelerde in vivo ve in vitro modeller içeren çalışmasında diğer bir füzyon proteini olan 

Mfn1 mutasyonları spermatogenez sırasında germ hücre olgunlaşmasının bozulmasına 

yol açabildiği ve mitokondriyal morfolojide ciddi kusurlara neden olduğunu 

göstermişlerdir.123 Hwa ve ark. Mfn2 nin Drosophila da homologu olan Fzo geninde 

yaptıkları çalışmada Fzo geninin spermatogenez sırasında eksprese edildiği ve aynı 

zamanda embriyogenez sırasındada geniş ölçüde eksprese edildiği farklı mekanizmaların 
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kontrolü altında oldukları bildirilmiştir.127 Ramio- Lıuch ve ark. domuz sperminde 

yaptıkları çalışmalar sonucu kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunda Mfn2 nin rol 

oynadığını, mitokondri ve mitokondri sayısındaki değişiklikler gibi karmaşık süreçlerin 

tespit edilmesinin yardımcı üreme tekniklerinde özel bir öneme sahip olabileceğini ifade 

etmiştir.128 En son 2018'de insan sperminde yapılan bir çalışmada ise Fang ve ark 

normozoospermi ve astenozoospermi grupları arasında Mfn2 ekspresyon düzeyleri 

karşılaştırılmış ve normozoospermili hastalarda Mfn2 seviyesi yüksek çıkmıştır. 

Sonuçlar, mitofusin 2'nin ekspresyon seviyesinin, insan sperminin motilitesi ve 

kriyoprotektif potansiyelleri ile ilişkili olduğunu göstermiştir.9 Çalışmamızda Mfn2 

protein seviyelerinin fertilizasyon oranını etkilememesi fertilizasyon oranlarının embriyo 

kalitesiyle ilşkisinin olmadığını göstermektedir. Bizim sonuçlarımıza benzer şekilde, 

Yoeli ve ark. 177 hasta üzerinde yaptıkları araştırmada intrasitoplazmik sperm 

enjeksiyonu ile elde edilen artan fertilizasyon oranlarının embriyo kalitesini 

etkilemediğini tespit etmiştirler.129 Özellikle sperm Mfn2 değerlerinin embriyo kalitesini 

güçlü bir şekilde etkilemesine rağmen, bu değerin gebeliğin oluşmasını etkilememesi, 

gebelikte maternal endometriumda gebeliği engelleyici moleküler patolojik 

mekanizmalar ve maternal hormon seviyeleri gibi birçok faktörün devreye girmesi ile 

açıklanabilir. 
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6. SONUÇ VE ÖNERİLER 

İn vitro fertilizasyon başarısına sperm Drp1 ve Mfn2 protein miktarlarının 

etkisinin araştırdığımız bu çalışma literatürde ilk olması açısından değerlidir. Çalışmamız 

IVF çıktıları olan fertilizasyon oranı, embriyo kalitesi ve gebelik oranları üzerine 

spermdeki bu proteinlerin varlığının ve fonksiyonun anlaşılmasına katkı sağlamıştır. 

Sonuç olarak sperm Mfn2 değerlerindeki artışın IVF tedavisi alan çiftlerde 

embriyo kalitesini önemli bir şekilde etkilediği ve dolaylı olarakta gebeliği olumlu yönde 

etkileyebileceği bulundu. Yeni yapılacak çalışmalarla sperm kalitesi üzerine Mfn2 ve 

mitokondriyal füzyonun moleküler ilişkilerinin aydınlatılarak infertilite tedavisine yeni 

yaklaşımlar getirilebilir. Mitokondriyal dinamikteki diğer proteinlerinde Mfn2 ve Drp1 

proteinleri ile beraber çalışılması etkilerinin anlaşılmasında ve karmaşık bir süreç ve yapı 

olan mitokondriyal dinamiklerin çözümlenmesinde bizlere yardımcı olacaktır. 
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