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OZET

Sperm Drpl ve Mfn2 Protein Miktarlarimin In Vitro Fertilizasyon Basarisindaki

Rolii
Amag: Drpl ve Mfn2 proteinleri mitokondriyal fizyon ve flizyon olaylarinda gorevli
olan temel bilesenlerdir. Hiicre i¢indeki mitokondriyal morfolojinin ve hiicre sagliginin
korunmasi fizyon ve flizyon arasindaki hassas dengeden kaynaklanmaktadir. Bu ¢alismanin
amaci, sperm Drpl ve Mfn2 protein miktarlarini arastirmak, yap1 ve fonksiyonlar1 hakkinda

bilgi sahibi olmak, fertilizasyon, gebelik, embriyo kalitesi {izerine olan etkisini arastirmaktir.

Materyal ve Metot: Bu calisma infertilite i¢in IVF merkezine basvuran 20 gebe 20
gebe olmayan 40 ¢ift ile yiiriitildi. Erkek hastalarin spermiogram analizleri alind1 ve Drp1 ve

Mifn2 protein miktarlarinin 6l¢iimii icin Western Blot analizi yapildi.

Bulgular: IVF tedavisi alan erkek hastalarin sperm Drpl proteininin seviyeleri
(goreceli yogunluk degeri) ile fertilizasyon orani, transplante edilebilir embriyo orani, iyi
embriyo kalitesi orani ve klinik gebelik orani parametreleri arasinda korelasyon saptanmadi
(p>0.05). Mfn2 proteinin miktar1 ile iyi embriyo kalitesi parametrileri arasinda pozitif
korelasyon saptanirken (rp=0,345%*, p=0.029) Mfn2 verileriyle fertilizasyon orani, transplante
edilebilir embriyo oran1 ve klinik gebelik orani parametreleri arasinda korelasyon gézlenmedi

(p>0.05).

Sonug¢: Sperm Drpl proteinin fertilizasyon, iyi embriyo kalitesi, gebelik {izerinde ve
bdylece in vitro fertilizasyon basarisinda etkisinin olmadigi, Mfn2 proteininin ise sadece

embriyonun kalitesinin iyilesmesine katkida bulundugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Drp1, In Vitro Fertilizasyon, Mfn2, Mitokondri



ABSTRACT

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

Success

Aim: Drpl 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, Drpl 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 Drpl1 and Mfn2 protein.

Results: There was no correlation between the levels of sperm Drpl 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 Drpl 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: Drpl, In Vitro Fertilization, Mfn2, Mitochondrion

Vi
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1. GIRIS

Infertilite, diinya ¢apinda &nemli bir saglik sorunudur. Ciftlerin diizenli cinsel
iliskiye ragmen bir yilin sonunda gebelik saglayamamasi veya ¢ocuk sahibi olamamasi
olarak tanimlanmaktadir. Ebeveynlik i¢giidiisii tiim canlilarda var olan en giiglii arzudur,
bu sebeple infertilite eslerin her ikisi i¢inde psikolojik olarak stresli, ekonomik olarak
pahali, tan1 ve tedavi i¢in yapilan islemler sebebiyle zorlu bir siirectir. Evli ¢iftlerin
yaklasik %10-15'inde infertilite goriilmekte olup %50'sinde kadin faktord, %30'unda
erkek faktorii ve %20'sinde ise hem erkek hem kadin faktorii yer almaktadir.! ? Yillar
icerisinde erkeklerde infertilitenin goriilme siklig1 artmaktadir.

Erkek infertilitesi pretestikiiler, testikiiler ve posttestikiiler bozukluklardan
kaynaklanabilir. Vakalarin c¢ogunlugunun sebebi testikiiler, %30'unun ise genetik
etiyolojiye sahiptir.® 1677'de Antoni Van Leeuwenhoek tarafindan spermatozoanin ilk
kesfedilmesinden bu giine modern tip gamet etkilesimini, iireme fizyolojisini anlamaya
caligmakta, infertilite sorununu ¢ozmek ve tedavi etmek ig¢in ¢Oziimler

4 Erkek infertilite tedavisi ve teshisi konusunda bu kadar ¢ok calismaya

aramaktadir.
ragmen ele alinmasi gereken ¢ok sayida soru vardir. Erkek infertilitesi genomik,
transkriptomik, proteomik ve metabolomik alanlarda karmasik bir hastalik olarak kabul
edilmektedir. Infertil erkeklerin %30-40'inda bariz bir infertilite sebebi bulunamamistir.
Idiyopatik infertil erkekler normal semen parametrelerine sahiptir. Erkek infertilitesini
teshis etmek i¢in kullanilan testler mikroskobik testlerden ziyade makroskobik testlerdir.
Genomik, proteomik gibi diger yiiksek verimli tekniklerin kullanimindaki gelismeler
infertil erkeklere umut vermektedir.>:

Sperm fizyolojisindeki son arastirmalar spermin saglikli olmasinin ve fertilitesinin

onemli bir gostergesi olan hiicrenin gili¢ kaynagi olarak bilinen mitokondri {izerine

yogunlagmistir. Sperm mitokondrisinin biyoenerji mekanizmasinin anlasilmasi, spermin



saklanmas1 ve yardimei iireme tekniklerinin iyilesmesi igin 6nemli bir gerekce olacaktir.”
Mitokondri kismen bilesenleri kendi genomundan kodlayan oksidatif fosforilasyon ile
adenozin trifosfat (ATP) iireten ¢ift membranli bir yapidir.? Insan spermindeki
mitokondri, ¢ok farkli morfolojik heterojeniteye sahiptir ve dollenme Oncesi ve
sirasindaki tam islevi tartismalidir. Mitokondri sadece spermin hareketliligini saglamakla
kalmayip ayn1 zamanda kalsiyum homeostazisinde, reaktif oksijen tiirlerinin olusumu,
apoptoz gibi sperm fonksiyonlarmma katilir. Spermatogenezin farkli asamalarinda
morfolojisi, sayis1 ve konumu degismektedir.® Mitokondriyal islevsellik ve biitiinliikteki
degisiklikler, mitokondriyal yapi, mitokondriyal genomik, proteomik, transkripsiyonel
bozulmalar, membran potansiyeli ve oksijen tiiketimindeki degisiklikler spermde
fonksiyon kaybu ile iliskilendirilmistir.*

Mitokondri tarafindan gergeklestirilen mitokondriyal fiizyon ve fizyon
mitokondrinin dinamik bir yapida olmasiyla miimkiin olur. Mitokondriyal yap1 hiicrenin
bulundugu durumlara gore farkliliklar gostermektedir. Mitokondriyal fiizyon,
mitokondriyal baglanti i¢in mtDNA ekspresyon {irlinlerine erisim saglamayr miimkiin
kilarken ayni zamanda diger parcalarla bilesenleri degistirerek zarar gérmiis kisimlarin
onarimini yapar. Fizyon ise hiicre iskeleti boyunca artan enerji ihtiyacini kargilamak i¢in
kolayca tasmabilen daha kiigiik mitokondriler olusturulmasimi saglar.' 1% Fiizyon ve
fizyon dinamiklerindeki bozulmalar sonucunda Alzheimer, Parkinson, Huntington veya
glokom gibi bir¢ok nérodejeneratif hastaliklar meydana gelir ve aralarindaki dengenin
bozulmasi ise diyabet, obezite gibi rahatsizliklarla iliskilendirilmistir.*®

Fizyonun Onemli ana temel bileseni olan dinamin bagimli protein 1 (Drpl)
sitozolik, mitokondri ve peroksizom fizyonunda gorev alan, dinamin ailesine ait bir
guanozin trifosfataz (GTPaz)'dir. Mitofiisin2 (Mfn2) ise mitokondriyal morfoloji ve

fonksiyonel biitlinliiglinii saglayan GTPaz ailesine ait mitokondriyal flizyon proteinidir.



Drpl'in diisiik regiilasyonu mitokondriyal DNA'nin kaybina, mitokondriyal solunumun
azalmasina, hiicre ¢ogalmasi ve hiicresel ATP'yi azaltmistir. HeLa hiicrelerinde ROS
tretiminde artisa sebep olmustur. Oositte Drpl'in knockout edilmesi infertilite ile
sonuglanmustir. **Qositlerde Mfn2'nin diisiik olmasi mitokondrinin dagilimin1 ve
morfolojisini degistirerek oosit olgunlasmasini ve déllenmesini azaltir.'®

Bu c¢alismadaki amacimiz, In Vitro Fertilizasyon (IVF) merkezine basvuran
infertilite tedavisi goren erkek hastalarda sperm Drpl ve Mfn2 protein miktarlarini
arastirmak, yapi ve fonksiyonlari hakkinda bilgi sahibi olmak, fertlizasyon, gebelik,
embriyo kalitesine olan etkisini aragtirmaktir. Bu proteinlerin aragtiritlmasi mitokondriyal
dinamiklerin anlasilmas1 ve aralarindaki benzersiz dengenin anlasilmasina katki
saglayacaktir. Literatiirde insan sperminde Drpl'in ¢alisitimamig, Mfn2'nin ise ¢ok az
calisilmis olmas1 bu ¢aligmanin degerini arttirmaktadir. Ayrica spermin hassas yapisinin
ve 0zelliginin molekiiler diizeyde incelenmesi ve daha ayrintili kesin tan1 konulabilecek
molekiiler diizeyde ayiraglarin bulunup gelistirilmesine ihtiya¢ vardir. Bu c¢aligmalar

erkeklerdeki sebebi bilinmeyen infertilitenin aydinlatilmasina katki saglayacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Testisin Embriyolojik Gelisimi

Gonadlar, bosaltma yollar1 ve dis genital organlar her iki cinstede farklilasmamis
bir donemden gectikten sonra gelisirler. Yanliz kromozomlar araciligiyla bu dénemde
cinsiyet belirlenir. Genetik cinsiyet Y kromozomunun fertilizasyon sirasinda bulunup
bulunmamasina gore degisirken, gonadal cinsiyet ise embriyonik donemde cinsiyetin
belirlenmesinden sorumlu olan Y kromozomunun kisa kolunda bulunan SRY geninin
varhigiyla tespit edilir.'®

Erkek gonadlarinin gelisimi i¢in sadece Y kromozomundan kodlanan genetik bilgi
yeterli degildir. SRY geni tarafindan kodlanan ve bir transkripsiyon faktorii olan TDF
(testis belirleyici faktor), DNA'nin yapisini degistirerek diger transkripsiyon faktorlerinin
baglanmasini saglayarak testislerin ve diger cinsiyet organlarinin olusumunu baslatan gen
ekspresyonuna neden olur.’

Gonadal kordonlar ti¢ kaynaktan koken alirlar; mezodermal epitel, embriyonik bag
dokusu ve primordial germ hiicreleri. 5. haftada gonadal gelisim ortaya ¢ikar ve
baslangigta ¢olomik epitelin proliferasyonu ve altindaki mezensimin yogunlagmasiyla
olusmus gonadal sirtlar icerisinde 6. haftaya kadar germ hiicreleri yoktur. Epitelyal
kordonlar embriyonik bag dokusu igerisine dogru kisa zamanda biiylirler ve iste 0 zaman
farklanmamis gonad dista korteks ve icte medulladan olusmaktadir.'® 1°

Embriyo XY kromozomu igeriyorsa medulla testise farklilasir, korteks ise bir
takim kalintilar1 diginda geriler dejenere olur. Y kromozomu iizerindeki SRY geninin
etkisiyle testis belirleyici faktor kodlanir ve primitif cinsiyet kordonlar1 cogalmaya devam
ederek testis ve medullar kordonlar1 olusturmak iizere medulla derinliklerine kadar
ilerler?® Daha sonra rete testis tiibiillerini olusturmak icin ince hiicre kiimeleri

birbirleriyle anastomoz yaparlar. Kisa zamanda bu kordonlar gonadin yiizey epiteli ile



iliskilerini kaybederek gonadin i¢ini tamamen doldurur. Yogun fibr6z bir bag dokusu olan
tunika albuginea gelisimin daha ileri evrelerinde testis kordonlariyla yiizey epiteli arasina
girer. Genisleyen testis asamali olarak ayrilan mezonefrozdan ayrilir ve kendi mezenteri
olan mezor¢iyum ile asili hale gelir. Seminiferdz kordonlar, seminiferdz tiibiillere, tubuli
rekti ve rete testise farklanirlar. Erken evrede mezenkim, leyding (interstisyel) hiicrelerini
olusturur ki bu leyding hiicreleri farklilasmamis primordiyumun testise gelisimini
uyarir.'®

Gestasyonun 8. haftasinda Leyding hiicreleri androjenik hormonlar (testosteron
ve androsteinedon) salgilamaya baslayarak mezonefrik kanallarin ve dis genitallerin
maskulin olarak farklanmasini uyarir. Mezonefrik kanalin proksimal kisimlar1 kivrintili
hal alir ve epididimis olusur, kanallardan kalic1 olanlar1 ise efferent duktulileri olusturur.
Duktus epidididimise agilirlar ve mezonefrik kanal kalin bir diiz kas tabakasi
kazandiginda ise duktus deferens olusur. Insan koryonik gonadotropin (hCG) testesteron
tiretimini stimiile eder. Ayrica fetal testisler icerisindeki sertoli hiicreleri tarafindan bir
glikoprotein olan antimiilleriyan hormon salgilanir ve paramezonefrik (miilleriyan)
kanallarinin gelisimini baskilar.” 18

Testisler gonad halindeyken lumbal bolgede bulunurlarsada 3. fotal aydan itibaren
skrotuma dogru inmeye baslarlar ve buna descensus testis denir. 3. aydan itibaren testisler
periton altina inis yaparlar, 5. ayda inguinal halkaya yaklasir ve 7. ayda kanali gegerler.
Testislerin bu gogiine testesterona duyarli olarak kisalan testis ve skrotum arasinda
baglantiyr saglayan gubernakulumun sebep oldugu bilinmektedir. Dogumda testisler
skrotuma tamamen inmis bulunurlar. Bazen tek ya da ¢ift testis inis yapamaz ve pelviste

kalir buna kriptorsidizm denir. Testiste onemli degisiklikler yapabilir ve testikiiler kanser

riskini arttirir.?!



2.2. Testisin Histolojisi

Erkek gametler gebeligin 4. haftasinda yolk kesesi duvart endoderminden gelisir,
primordial germ hiicrelerinden kéken alirlar ve gonadlarda mitozla sayilarini arttirirlar.?!

Her bir testis diiz kas hiicreleri igeren yogun fibroblastik bir bag dokusu olan
tunika albuginea ile ¢evrelenmektedir. Tunika albuginea testisin posterior yiizeyinde
kalinlasir ve organ igerisine sokulur. Buna mediastinum testis denir ve fibréz ince
uzantilar yaparak icerisini sayilar1 250 kadar olan piramidial lobiillere boler. Her bir lobiil
ise sayilar1 1 ila 4 arasinda degisen kivrintili seminifer tiibiiller igerir. Seminifer tiibiil
igerisinde spermatojenik hiicrelerin sperm haline doniisiimii gergeklesir. Seminifer epitel
germinal epitel ile doselidir. Germinal epitelde bulunan sertoli hiicreleri, sperm olusumu
sirasinda hiicreleri saran, uzun piramidiyal hiicrelerdir.?

Leyding hiicreleri tarafindan salgilanan erkek cinsiyet hormonu olan testesteron;
erkek fetusta gonadlarin normal gelisimi i¢in gerekliyken, pubertede sperm iiretiminin
baslatilmasindan, cinsiyet bezlerinin salgilarindan ve sekonder seks karekterlerinin
gelisiminden sorumludur. Puberteden hemen 6nce seks kordonlarinin igleri bosalarak
seminifer tiibiil haline gelir ve pitiitter gonadotropinlerin seviyelerinin artmasiylada essiz
bir siireg olan spermatogenez baslar.?®

2.2.1. Spermatogenez

Puberteyle primordial germ hiicreleri diploid germ hiicreleri olan
spermatogonyumlara farklanirlar. Spermitositogenez adi verilen mitoz bdoliinme
asamasinda spermatogonyumlar bolinerek Tip A koyu spermatogonyumlari
olustururlar.?* Bol heterokromatin iceren, oval cekirdege sahip ve yogun bazofilik
boyanan hiicrelerin bir kismi kok hiicre olarak kalirken, soluk boyanan,oval ve ince
graniiler kromatine sahip olanlar ise Tip A ag¢ik spermatogonyumlara farklanirlar. Tip A

acik spermatogonyum mitokondri, ¢ok az miktarda golgi ve endoplazmik retikulum



igerir. Ayrica farklilasma siirecinde ve spermin olusumunda gorevlidir. Tip A agik
spermatogonyumun bir kismi mitoz boliinme gegirerek en ¢ok bulunan tip olan Tip B
spermatogonyumunu  olusturur. Bazal laminayla baglantilar1 daha azdir ve
sitoplazmalarinda diger A tiplerine gore daha fazla ribozom bulundururlar. B tipi
spermatogonyumlar mayoz bdliinme gegirecek olan primer spermatositlere doniisiirler.?®

Seminiferdz epitelin en biiyiik hiicresi olan primer spermatositler (diploit 4N
DNA) yaklasik 22 giin siiren profaz evresinde leptoten, pakiten, diploten ve diakinez
sathalarina ulasip metafaza gecerler. Ardindan anafazda krossing over ve ayrilmaya
ugrayan kromozomlarin kars1 kutuplara ilerlemesiyle 1.mayoz bdliinmeyi tamamlar ve
iki adet sekonder spermatosit (haploit2N DNA) olustururlar. Sekonder spermatositler
2.mayoz boliinmeyle spermatidleri meydana getirirler. Spermatogonyumlar ve
spermatidler birbirlerine protoplazmik kopriilerle baglidirlar ve sertoli hiicrelerinin
stoplazmalarindaki girinti ve ¢ikintilarda gomiilii halde bulunurlar.?®

2.2.2. Spermiyogenez

Haploid kromozoma sahip olan spermatidin olgun sperme farklilagmasi sirasinda
meydana gelen yeniden sekillenme olarak tanimlayabilecegimiz spermiyogenez dort
evreden olusmaktadir .24

2.2.2.1. Golgi Evresi

Basit bir hiicre 6zelliginde olan spermatid; stoplazmasinda nukleusun yakininda
belirgin bir golgi kompleksi, mitokondriyonlar, bir ¢ift sentriyol, serbest ribozomlar ve
diiz endoplazmik retikulum igerir. Glikoprotein bakimindan zengin ve PAS (Periyodik
Acid Schiff) pozitif proakrozomal graniiller golgi aygitinda birikir ve akrozomal vezikiili
olusturmak iizere bir araya gelirler. Igerigi artan ve genisleyen vezikiil ayn1 zamanda

spermin On kutbunuda belirler. Sentriyoller ise jukstanuklear bolgeden spermatidin arka



kutbuna dogru hareket ederler. Bu asamada mitokondriler sitoplazmanin kenarina dogru
go¢ ederek plazma zarina yakin yerlesir.?’

2.2.2.2. Sapka Evresi

Akrozom vezikiilii genisler ve ¢ekirdekle temas ettigi noktadan baglayarak
cekirdegin On yarisinda yayilir. Cekirdek igerigi yogunlasir, akrozom bolgesinde ¢ekirdek
zar1 porlarini kaybeder ve kalinlagir.?®

2.2.2.3. Akrozom Evresi

Spermatidin yogunlasan cekirdegi yassilagir ve uzar. Spermatidin bas1 sertoli
hiicresine gomiiliir ve seminifer tiibiilin bazaline dogru yonelir, kuyruk ise liimene
dogrudur. Nukleusun si1g oluguna tutunan sentriyollerin bir tanesi dokuz periferik 2
merkezli mikrotiibiil parcalarinin bir araya gelmesini baslatarak aksonem yapisini
meydana getirirken bu sentriyole dik agiyla konumlanan diger sentriyol ise kuyrugu
¢ekirdege baglayan baglanti parcasini olusturur. Mitokondriyonlar flagellum posterior
parcasini heliks tarzda sararak flagellumun orta parcasini olustururlar.?®

2.2.2.4. Olgunlasma Evresi

Spermatid flagellasinin etrafindaki artik cisimcik denilen fazla stoplazma sertoli
hiicreleri tarafindan fagosite edilir. Cekirdek uzar ve yogunlasir, manset dagilmaya
baslayip, dis yogun lifler tamamen organize oldugunda olgunlagma tamamlanir. Olgun
spermatozoonlar seminifer tiibiil limenine dogru salinirlar.

Bu asamada hareketsiz olan spermler pasif olarak sertoli tarafindan salgilanan sivi
igerisinde olgun hale gelecekleri epididime gegerler. Daha sonra emisyon ve ejakulasyon
ile vas deferens yardimiyla tretraya ulasirlar. Spermatogenez ve spermiyogenez

insanlarda yaklasik olarak 65-75 giinliik bir siirede tamamlanir.*” %



2.2.2.5. Spermiyogenez Sirasinda Nukleustaki Degisimler

Herbiri yaklasik 50 kb kilobayt) DNA igeren sperm kromatininin en yaygin ve
bilinen fonksiyonu paternal genetik bilgiyi oosite iletmektir. Erkek tireme hiicrelerinde
bliylik kromatin degisikleri meydana gelir. Spermiyogenez sirasinda histonlarin
protaminlerle degistirilmesi yer alir. Spermatide spesifik H2B varyantlar1 var olan
histonlarin yerine sentezlenir. Bu varyantlar kromatin agma kapasitesine sahiptir ve
histon asetilasyonunu kolaylastiran kararsiz nukleozomlari olustururlar. Testis- spesifik
bromodomain igeren protein (BRDT), hiperasetilasyon histonu ile birlikte histonlarin
giderilmesine aracilik eder ve histonlarin gegis proteinlerine gegisine yol agar. Son olarak
gecis proteinleri daha kiiciik, arjinin ve sisteinden zengin protaminlerle yer degistirir.?

Kromatindeki degisikligin dogru olmasi i¢in gereken protaminasyon DNA'nin
korunmas1 ve yogunlagmast igin gereklidir.3® Sperm protamin igerigindeki degisikliklerin
DNA hasar1 ve erkek kisirligi ile iligkili oldugu belirtilmistir. Protamin transkripsiyon
aktivitesini Onleyen gen susturma islemine katilmaktadir. Drosophila'da yapilan
calismada mayoz sonras1 fazda az sayida gende transkripsiyon tespit edilmistir. Cok
sayida calisma ise spermin binlerce farkli tipte RNA (mRNA, miRNA, IRNA ve antisense
RNA) tasidigin1 gosterdi. Sperm hiicresi oosit igin RNA saglar, bunlarin bir kismi normal
embriyogenez i¢in gereklidir. Ayrica bazi sperm proteinleride fertilizasyondan sonra
onemli rol oynar.’! Fare hari¢ ¢ogu memelide sentrozom ve sentrozom proteinleri
paternal olarak kalitilir.

Ejekulat spermatozonlarindaki niikleozomlarda histonlar tamamen ortadan
kaldirilmamastir. Sperm kromatininde yaklasik olarak farelerde %1,insanda %15 ve bazi
keseli tiirlerde %50 bulunur. DNA dizisinde kodlanan kalitsal bilginin yanisira epigenetik

bilgide 6nemlidir. Epigenetik bilgi DNA metilasyonu, histonlarin modifikasyonlari,



kromatinle iliskili proteinler, RNA'nin varlgi ve kromatin yapisi ile olusur. Normal
embriyo gelisimi icin DNA metilasyonu gerekli oldugu bilinmektedir.*?

2.3. Spermin Yapisi

Seminifer tiibiill limenine gegen spermatozonlar morfolojik olarak olgun
olmalarina ragmen fonksiyonel olarak olgun degildirler. Hareket kabiliyetini epididimis,
duktus defferens, prostat, vezikiila seminalis ve glandula bulboiiretralisten salgilanan ve
alkali olan semen salgisiyla kolaylastirirken, dolleme yetenegini disi genital kanallarinda
kapasitasyonla saglarlar.

2.3.1. Bas Bolgesi

Sperm basi; DNA'y1 igermesi, korumasi, oositi tanimasi, oosit membraniyla
flizyon yaparak igerigini oosite aktarmasi gibi fonksiyonlari nedeniyle dnemlidir. Normal
sperm basi yasst, sivri,4,5 pm uzunlugunda ve 3pm genisligindedir.

Bas bolgesi akrozom, ekvator bolgesi ve akrozom sonrast bolgeden olusur.
Cekirdegin 3/2'lik 6n kismini kapsar. Akrozom zari plazma zarinmn altinda bulunur ve
arka tarafta bir katlanti yaparak on kisma gelir. iki zar arasindaki dar bosluk olan
akrozomal matrikste birgok hidrolitik enzim bulunur. Bu enzimler hyaluronidaz,
noraminidaz, asit fosfataz ve tripsin benzeri proteaz olan akrozindir. Zonay1 pargalayarak
spermin ge¢mesini saglayan akrozin bir inaktif zimojen olan proakrozin ile tutulur.’
Akrozom reaksiyonu sirasinda salgilanan diger bir zimojen ise sperminojendir. Bu
enzimler akrozom reaksiyonu denilen egzositotik yolla salinirlar. Bag bolgesi membran
akigkanligir ve lipid igerigi, plazma membranindaki partikiillerin dagilimi, membran
yiizeyi elektriksel yiikleri arasinda farkliliklar gosterir. Aktin, spektrin ve vimentin
dagilimi membran bolgelerinde farkliliklar gosterir. Aktin ve spektrin 6n akrozom ve esas

par¢ada bulunur.®
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Akrozom bashiginin arka tarafinda ekvator bolgesi bulunur. Akrozom reaksiyonu
ve akrozomal basin kaybindan sonra dis akrozomal basin oolemmaya baglanmasi 6n
akrozom ile ekvator bolgesi arasindaki bolgeden olur. Ekvator bolgesi vimentinden
zengindir ve bu elektron mikroskobunda pentalaminer bir goriiniime neden olur.

Akrozom ile nukleus arasinda disiilfit kopriisiiyle saglamlastirilmis sert bir yapi
kesintisiz olarak g¢ekirdegi kaplar ve postakrozomal kilifi olusturur. Cekirdek haploid
sayida kromozom igerir ve ddllenmeden sonra sikica paketlenmis kromatin yeniden
sekillenir. Bag bolgesini kuyruktan ayiran son halka bazal plakadir ve ¢ekirdek zari
burada porlara sahiptir.3*

Plazma zar1 akrozomun o6n bolgesini g¢evreler ve 6nemli iki gdrevi vardir.
Bunlardan ilki zona pellusiday1 tanima ve baglanma ikincisi ise dis akrozomal membranla
birlesmektir. On akrozomal bdlgede membran glikokaliksinde bulunan kompleks
glikokonjugatlar aracilif1 ile zonaya baglanma gerceklesir. Hiicre ylizey proteinlerin
belirlenmesinde ise lektinler yaygin olarak kullanilirlar.

Kapasitasyon sirasinda zona pellusidaya baglanmadan oOnce glikokaliks
kompozisyonu kaybolur. Akrozom reaksiyonunun baslamasiyla bu bolgede
destabilizasyon ve dis akrozomal membran birlesmesi gergeklesir. Sonraki degisiklik ise
matriksin dekondenzasyonudur ve sonug olarak dis akrozomal membran dalgali bir
goriiniimde olur. Boylece dis akrozomal membran ile plazma membran arasinda noktasal
birlesme bolgeleri olur. Daha sonra bu iki membranda delikler meydana gelir ve delinme
(fenestrasyon) tamamlanir. Noktasal birlesme bolgeleri bir araya gelerek plazma ve dis
akrozomal membran pargalarindan olusan c¢esitli boyutta ve cogunlukla kiiresel
vezikiillerle kaplanir. Matriks tamamen kaybolur. i¢ akrozomal membran ise kararli
yapisini koruyarak spermin zona pellusidaya gecerken maruz kalabilecegi streslere karsi

sinirlayict gorev iistlenir.>
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2.3.2. Kuyruk Bolgesi

Hareketten ve enerji liretiminden sorumlu olan bu bolge en uzun boélgedir. Yapisal
olarak dort ana boliime ayrilmistir; baglant1 pargasi, orta parga, ana parga ve son parga.
Bu kisimda aksonem ve dis yogun lif yapisi dikkat ¢ceker. Aksonem; dis yogun fiberler

(ODF), FS (Fibroz kilif) ve mitokondriyal kilifla gevrilidir (Sekil 2.1).%

Mitokondriyal Kilif

Yoguzr Fiberler

Aksonem

/// : ? Fibroz Kalif

Son Parga

[‘ % Periferik Mikrotibil Cifti
| & R,

Merkezi Cift

Sekil 2.1.Sperm kuyruk yapisi®®

2.3.2.1. Aksonem

Sperm kuyruguyla ilgili ilk ¢aligsmalar 1988'de Alman sitolog Ballowitz tarafindan
baslatildi. Yaklasik 60 yil sonra Grigg ve 1949'da Hodge tarafindan bir yil sonra ise
Manton ve Clarke 'm yaptig1 elektron mikroskobu c¢alismalar ile kuyrukta 11 fiber
gozlendi. 1952 yilina gelindiginde ise gelisen fiksasyon ve ultramikrotomlarla kesilen
ince kesitlerle Fawcest ve Porter tarafindan iki merkezli 9 ¢ift mikrotiibiil yapis1 ortaya
konuldu. Tlk énce Manton ve Clarke tarafindan 9+2 aksonemin tiirler arasinda her yerde
bulunabilecegi ve bir milyar y1l 6nce erken 6koryatlarda gelisen evrimsel yapilar oldugu

anlasilmistir. Spermin ayrintili yapisinda tiirler arasinda genis farkliliklar vardir.

12



Disardaki her ¢ift A ve B alt birimlerinden olusur. A mikrotiibiiliinde ve ortadaki merkezi
tiibiillerde 13 adet protoflaman varken B mikrotiibiilii 10 adet protoflamandan olusur.
Mikrotiibiil protoflamanlarindan herbiri yaklagik 50 kda kiitleye sahiptir ve GTP
baglayic1 a- ve B- tiibiilin heterodimerlerinin u¢ uca polimerleridir. Mikrotiipler
fonksiyonel olarak polar yapilardir. A tiibiiliinden yan taraftaki B tiibiiliine kollar ¢ikar.
Bunlar arasindaki mesafe 24 nm'dir ve i¢ ve dis olarak adlandirilirlar. Ca™, Mg*™* bagimli
ATPaz izomeri olan dynein, kollarin ana bilesenidir, kaydirma hareketi yaparak kuyrugun
hareketini saglar ve dynein kollar1 tasinmadan 6nce sitoplazmada birlestirilir.3% 40

Dynein aksonemal iligkili faktor 2 (DNAAF2), 16sinden zengin tekrar igeren 6
(LRRC6) ve PIH domain igeren 3 (PIH1D3) dis ve i¢ dynein kollarinin yapimi igin
gereklidir ve yoklugunda kusurlu aksonemal olusumlara yol agar. Tektin genlerinden
birindeki mutasyona sahip farelerde erkeklerin kisir oldugu, spermin kusurlu bir
hareketlilige sahip oldugu ve dynein kollarinin bir kisminin veya tamaminin eksik oldugu
gosterildi.** 96 nm uzunluktaki neksin proteini ise her A tiibiiliinii bir sonraki ¢ift tiibiile
baglayan ve kayma miktarini simirlayan elastik yapilar olarak hareket eder. Sonic
hedgehog sinyal yolunda bir G proteini olan Arl136'daki mutasyonlar embriyonik primer
silyalarda AB birliginin kapanmasini dogrudan veya dolayli olarak engeller. Bu
modifikasyonlardaki ve yolaklardaki mutasyonlarin sperm aksonem yapisini ve
hareketliligini etkileyip etkilemedigi ve fenotipleri genellikle Oldiiriicii oldugu i¢in
kisirhiga yol acip agmadigi halen bilinmemektedir.*?

2.3.2.2. D1s Yogun Fiberler

D1s yogun fiberler flagellanin %6011 olustururlar. Sperm kuyrugu olusumu
sirasinda her mikrotiibiil ¢iftinin distalinden baslayip esas parca icinde sona eren dis
yogun fibriller bulunur. Dis yogun fibriller gbzyas1 damlasi seklinde ve dista kesikli

korteks i¢te medulladan olusur. Medullanin sisteinden zengin, keratin benzeri bir protein
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olmasi, disiilfit capraz baglar igermesi sperm kuyruguna elastikiyet ve yapisina
saglamlilik katar. Her dis yogun fibril farkli uzunluktadir. Bu fibriller kasilabilir
proteinler icermezler fakat ATPaz aktiviteleri ve Ca™ baglama 6zellikleri vardir. Sperm
hareketinin disi yolculugundaki kapasitasyon ve hiperaktivasyonu dis yogun fibrillerin
dogru islevine baghdir. Bu yoldaki genlerdeki mutasyonlar sperm oosite ulasamayacagi
icin kisirlik ile sonuclanacaktir.*3

2.3.2.3. Fibroz Kihf

Sperm kuyrugunun bir bagka destekleyici yapist fibroz kiliftir. Fibroz kilif geninin
mutasyonu fibroz kilif displazisine sebep olur ve yapisal olarak 6nemini gosterir. Fibroz
kilif sperm kuyrugunun hareketi i¢in enerji saglamada dnemli bir yapidir. Ana parcanin
anterior kismindaki dis yogun fibril 3 (ODF3) ve ODF8'e baglanmis iki uzunlamasina
stitundan olusur. Bugiine kadar yirmiden fazla fibr6z kilif ile iliskili protein bildirilmistir.
Iki yapisal ana bileseni A-kinaz baglayici proteinler AKAP3 ve AKAP4'tir. AKAP3
fibroz kilifin olusumunu baslatirken, AKAP4 ise gelistirir. AKAP4'lin delesyonu dis
yogun fibril ve aksonemde bozulmaya neden olmazken fibroz kilif tamamlanamadig i¢in
kisirhiga sebep olur. AKAP4 mutant farelerde AKAP3 ve gliseraldehit 3- fosfat
dehidrogenez (GAPD) diizeyleri diisiiktiir.** GAPD ve hekzokinaz adl1 iki enzim fibrdz
kilifta yer alarak glikolitik yolda gorev alir. Fibroz kilif kalsiyum sinyalinde, sperm
katyon kanal (CatSper) iyonlari, kalsiyum baglayici tirozin fosforilasyon diizenleyici
protein (CABYR), kalsiyum baglayic1 protein fibroz kilif CABYR baglayici protein
(FSCB) etkilesiminde 6nemli rolii vardir. Kalsiyum seviyelerini kontrol eden iyon kanali
CatSper kompleksidir ve bu kompleksteki bozukluk spermin hiperaktivasyon

yapamamasina ve erkek infertilitesine yol agar.*®
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2.3.2.4. Mitokondriyal Kilif

Mitokondrial kilif helikal ve siki sekildeki bir yapidir. Mitokondrial kilifin
olusumu sirasinda mitokondriler bir ugtan bir uca sarmal olusturan aksonem ve dis yogun
fiberlerin ¢evresini sararlar. Sperm mitokondrisinin fonksiyonu somatik mitokondrilerle
benzerdir. Oksidatif fosforilasyonla sperme enerji saglar ve ayn1 zamanda proteinlerin ve
protein izoformlarinin bulundugu yerdir. Annulus orta parca ve esas pargay1 birbirinden
ayiran yogun halka yapisidir. Annulusun orta par¢a ve mitokondriyal kilifla ilgili oldugu
hipotezi SEPT4 ve TAT1 annulus proteinleri knockout fare modelleriyle
desteklenmistir.*® 4

Mitokondriyal kilifin olusumunda annulusun dogru yerlesimi ve varligi tek basina
yeterli degildir. Kinesin light chain 3 (KLC3)'lin mitokondriye baglanmasi ODF'in
baglanmasinda yetersizlige bu da mitokondrial kilifta hataya yol acarak ileri hareketlilikte
ve fertilitede degisikliklerle sonuglanir. Selenyumun taginmasi i¢in gerekli olan bir
protein olan selenoprotein P (SEPP1) mitokondrial proteinin olusumu i¢in gereklidir.
Yapilan c¢aligmalarda Seppl ve selenyum olmayan farelerde mitokodrial kilifta
bozukluklar ve kisirlik oldugu saptanmistir. Selenyum eksikliginin etkisi sperm ig¢in
mikro besinlerin onemine dikkat ¢ekmistir. Sperm mitokondrisiyle iliskili sisteinden
zengin protein (SMCP) mitokondrial kapsiiliin dagilmasimn1 onler.*®

2.3.2.5. Baglant1 Parcasi

Bas1 kuyruga baglayan kisa bolgedir. Bir cift sentriyol ve kaba fiberlerin
baslangicini igerir. Distal sentriyolde ¢ikan mikrotiibiiller 9+2 seklinde diizenlenerek
aksonemi yaparlar. Proksimal sentriyol ise 9 adet ti¢lii dis mikrotiibiil igerir. Bu yapilar
baglant1 parcasina esneklik kazandirarak bazal plak baglantisinda gerilim yaratmadan

biikiilmeyi saglar
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2.3.2.6. Orta Parca

3,5 um uzunlugundadir ve annulus hizasina kadar uzanir. En 6nemli 6zelligi
mitokondrileri sarmalayan mitokondri kilifinin varligidir. Ayrica 9+2 mikrotiibiiler
aksonem ve dokuz adet dis yogun fiberlerden meydana gelir. Tiire 6zgli sayida
mitokondri igerir ve insan sperminin mitokondrisi diizensiz araliklarla dizilidir. Sarmalin
11-15 dongiisii vardir ve yaklasik her sarmala 2 mitokondri denk gelir.*®

2.3.2.7. Esas Parca

Kuyrugun en uzun boliimiidiir ve yaklagik 40 pm uzunlugundadir. Yapisinda
aksonem, 7 dis yogun fiber ve onlari ¢evreleyen fibroz kiliftan olusur. Esas parganin
karakteristik 6zelligi olan fibroz kilif, yapisal proteinleri arasindaki disiilfid baglarindaki
yapiyi stabil bir hale getirerek kuyruk hareketini kontrol eder.

2.3.2.8. Son Parc¢a

Yaklagik 5 um uzunlugunda olan son parga fibréz kilifin distalinden baslar.
Sadece aksonem yapisindan olusur. Bu bolgede fibroz kilif ve kalin fiberler kaybolur.
Once dynein kollar1 ve daha sonra sirasiyla i¢ ve distaki mikrotiibiiler ¢iftler kaybolur. En
uca gelindiginde ise mikrotiibiil yapist tiimden kaybolur.%°

2.4. Mitokondri Yapisi ve Fonksiyonu

Yunanca mitos (iplik) ve chondros (tane,bugday) sozciiklerinden olusan
mitokondri bazi ilkel protozoa ve memeli eritrositleri hari¢ oksijenli solunum yapan tiim
hiicrelerde farkli say1 ve sekillerde bulunur.®® Mitokondrilerin kokenini agiklayan
endosimbiyotik teoriye goére mitokondriler, bir endosimbiyotik alfaproteobakterinin
Asgard Archaea ile ilgili bir konakg¢1 hiicreyle bir araya gelerek biitiinlesmesinden
kaynaklanan ortak bir ata organelinden gelmistir.>> Mitokondriler yuvarlak, ovoid,
flament6z sekilde bulunabirler yada spermde oldugu gibi aksonem etrafinda siralanmis

sekilde de bulunabilirler. Iki zarla ¢evrilmis olan mitokondriler dért béliimden meydana
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gelmistir. Dis mitokondriyal membran; sinirlar diizgiin ve kesintisizdir. Iceriginde
bulunan porin proteini sayesinde 10 kda dan daha kii¢iik molekiillere karsi serbest
gecirgenlige sahiptir. I¢ mitokondrial membran; por sayist dis membrana gore daha azdir
ve bu sebeple yarigegirgendir. Mitokondri igerisine ¢ok sayida kivrim yaparak yiizey
alanini arttiran krista ad1 verilen yapilari olustururlar. I¢ membranin diger bilesenleri ise
i¢ ylizeye tutunmus olan ribozomlar ile elektron transport sisteminde fonksiyon goren
enzimler ve kofaktorlerdir. I¢ mitokondrial membran ile prokaryotik organizmalar
arasindaki hiicresel membran arasindaki benzerlikler endosimbiyotik teoriyi dogrular
niteliktedir.'°

Intermembran alani; 40-80 A° arasindadir. I¢ ve dis membran arasi
intermembrandz araliktir. Matriks araligi ise mitokondrial matrikside iceren i¢
membranla ¢evrili olan kisimdir. Mitokondrial matriks; bakterilerdekine benzeyen
sirkiiler DNA ve mitokondrial ribozomlar bulundurur. Ayrica ¢ok sayida Kreps siklusu,
lipidlerin B-oksidasyonu ve mitokondrial DNA sentezi gibi fonksiyonu igin gerekli olan
birgok eriyik enzimleride igerir.” Insanlarda olgun oosit yiiz binlerce mitokondri
ierebilirken olgun sperm ise yiizden az mitokondri bulundurur.>

Sperm hiicrelerinin mitokondrisi kendine has somatik hiicrelerden farkli 6zellikler
tasir. Bunlarin ilki spermin orta kisminda aksonemin etrafina sikica sarilmis sekilde
bulunmasidir. Ana pargast ise mitokondriden yoksundur ve glikolitik enzimlerle
zenginlestirilmistir. Ikincisi sitokrom gibi proteinlerin ve izoenzimlerin spesifik
izoformlarma sahiptir. Bunlar sitokrom c oksidaz VIb altbirimi, laktat dehidrogenaz
(LDH-X ya da LDH-C4), El-piriivat dekarboksilaz (piriivat dehidrogenaz kompleksinin
bir bileseni) ve kreatin kinazdir.>* Ugiinciisii ise mitokondrial kapsiiliin sistein ve prolin
bakimindan zengin olan selenoproteinler arasindaki c¢oklu distlfiir kopriileriyle

sekillendirilmesidir. Bu proteinler ise spermatidlerde enzimatik olarak aktif, olgun
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spermatozoalarda ise yapisal proteinlerdir ve bu proteinlerden baslicas1 selenoprotein
fosfolipid hidroperoksit glutatyon peroksidazdir. Mitokondriyi ¢evreleyen ¢éziinmeyen
proteinlerin yaklagik %50'sini selenoproteinler kapsar. Bu karmasik baglanma
mitokondrinin izole edilmesini zorlagtirmaktadir. Mitokondrial kilif sertlik ve hipo
ozmotik strese kars1 dayaniklilig1 arttirarak flagella iginde yapisal destek saglar.’
Hiicrenin enerji santrali olarak bilinen mitokokondri oksidatif fosforilasyon
(OXPHOS) ile ATP iiretiminde, sitrik asit dongiisii (kreps dongiisii), a-ketoasitlerin
oksidatif dekarboksilasyonu, yag asitleri, aminoasit metabolizmasinin ve pirimidin
sentezinin bircok reaksiyonunda temel gorev listlenir. Ayrica hiicre farklilagmasi, ROS
liretimi, apoptoz, kalsiyum sinyali, demir metabolizmas gibi islerdede aktif rol alir.>*
Diger hiicrelerle benzer sekilde sperm hiicrelerindede iki enerji liretim sistemi
vardir; mitokondrial oksidatif fosforilasyon ve glikoliz. Mitokondrinin sperm
motilitesindeki ana enerji kaynagi olup olmadig: substratlar (piruvat, malat, fumarat,
sitrat veya 2-oksanotarat), spermatozoanin membran durumu, numunenin kaynag: (insan,
fare veya diger hayvanlar) gibi gesitli faktorlerden dolay: halen tartisma konusudur.®
Caligsmalarin ¢cogunda ortaya ¢ikan genel kabule gore sperm hiicrelerinin kadin lireme
organinda bulunan substratlara bagli olarak enerji liretimi i¢in farkli mekanizmalar
kullanarak ¢ok yonlii bir metabolik aktivite gdsterdigidir.>® Ote yandan yiiksek glikolitik
aktivite diisiik mitokondrial OXPHOS da arastirmacilar tarafindan dogrulanmistir.®
Enerji tretimi i¢in gerekli olan oksidatif fosforilasyon veya elektron tasima sistemi
mitokondri i¢ zarinda diizenlenir ve bes protein kompleksi mevcuttur. Ik ve en biiyiik
bileseni NADH-dehidrojenaz (Kompleks 1), siiksinat dehidrojenaz (Kompleks II),
sitokrom-c oksidorediiktaz (Kompleks I11), sitokrom-c oksidaz (Kompleks 1V) ve ATP
sentazdir (Kompleks V). Sadece ETZ'ye elektron tasiyan Kompleks II hari¢ diger

solunum kompleksleri i¢ zar boyunca protonlar1 tagiyarak proton gradientinin olmasini
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saglarlar. Kompleks IV ‘'te oksijen suya indirgenir. Siyanid, azid, karbonmonoksit
Kompleks IV'i inhibe eder. Son olarak Kompleks V veya ATP sentaz ise proton itici
kuvveti kullanarak ATP sentezinden sorumludur. Kompleks II niikleer DNA tarafindan
kodlanirken diger kompleksler mitokondri tarafindan kodlanir.>*

2.5. Mitokondriyal DNA ve Kalitinm

Mitokondriyi diger organellerden ayiran 6zellikler sirkiiler bir genoma ve spesifik
ribozomlara sahip olmasidir. Boylece protein sentezide yapabilmektedir. Mitokondrial
genom 13-17 kb dairesel ¢ift sarmalli DNA igerir ve oksidatif fosforilasyon enzimlerinin
alt iiniteleri olan 13 peptidi, 22 tRNA, 2 rRNA (16S,12S) sifreleyen 37 gene sahiptir.>’
Oksidatif fosforilasyon icin gerekli olan diger 74 polipeptid ise niikleer genom tarafindan
kodlanmaktadir.®® ATP iiretimi i¢in hem mitokondrial hemde niikleer genomda bulunan
genlerin koordineli etkilesimi &nemlidir.*® mtDNA'daki i¢ halka sitozin niikleotidi
bakimindan zengin oldugundan hafif zincir, dis halka ise guanin niikleotidi bakimindan
zengin oldugundan agir zincir olarak isimlendirilmektedir. mtDNA'da replikasyonun
basladigt D-loop (Displacement loop) olarak adlandirilan bodlge ayni zamanda
transkripsiyon promotdriiniinde yer aldig1 kodlama yapmayan bir bolge igerir (Sekil 2.2).
Niikleer DNA'dan farkli olarak mitokondride baslangi¢ kodonlart AUA, AUU iken bitis
kodonlar1 ise AGA ve AGG'dir.%® mtDNA'daki mutasyon oran1 nDNA'dakine gére 10-
100 kat daha fazladir. Bunun sebepleri ise mtDNA da intron ve histonlarin olmamasi,
yeterli tamir mekanizmasinin olmamasi, replikasyonun hizli olmasi ve profreading
olmamasindandir.*” 81 62

Memeli somatik hiicrelerinin ¢cogu degisken sayida mitokondriyal DNA kopyalari
ierir. Insan oositleri ortalama 200.000 mtDNA kopyasi iceritken memeli spermatozoasi

10-15.000 arasinda igerir.®® Hiicre boliinmesinde mitokondriler yavru hiicrelere replikatif

segregasyon yolu ile dagilmakta olup bir hiicredeki mtDNA'larin ayni olmasi
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homoplazmi olarak adlandirilirken, bir hiicrede mutasyonlar veya polimorfizmler
varhiginda farklilik gosteren iki tip mitokondriyal genomun olmasi durumu ise
heteroplazmi olarak adlandirilir.%4 Bazi calismalar mtDNA kopya sayist ile sperm kalitesi
ve mtDNA ¢ogaltilmasinin diizenlenmesi arasinda bir iligki olabilecegini gostermektedir.
mtDNA'min replikasyonu c¢ekirdek tarafindan kodlanmis mitokondriye tasinmis olan
DNA polimeraz gama (POLG) ve mitokondrial transkipsiyon faktorii A (TFAM)
tarafindan kontrol edilir. POLG de yapilan mutasyonlar erken menopoz, Parkinson, Alper
hastaligi (mtDNA tiikkenmesi sendromu) gibi hastaliklarda mtDNA delesyonlarinin
birikmesiyle iliskilidir.®> TFAM mtDNA transkripsiyonunu aktive eden HMG (yiiksek
hareketlilik grubu) proteinidir ve replikasyonun baslatilmasi igin gerekli olan RNA
primerinin tiretilmesini saglar. TFAM ekspresyonu diistikligii ise mitokondrial miyopati,
ensefalomiyopati gibi bozukluklarla iligkilidir.

Uniparental mtDNA kalitim1 kabul edilen bir siirectir. Oosit icerisindeki paternal
mitokondri spesifik olarak ortadan kaldirilir ve mtDNA reeplikasyonu olmaz. Oosit
icerisindeki paternal mitokondriyi tanima ve tahrip etme spermatogenez sirasinda
baslatilan ubikutinasyon isleminin bir sonucudur ve en geg iigiincii embriyonik boliinme
sirasinda meydana gelecektir. Oosit igerisine fertilizasyon ile gegen mtDNA nin kalitimi
nadir oldugundan muhtemel bir dezavantaj tasir ve mtDNA's1 ortadan kalkan bir sperm
daha iyi bir zigot iiretecektir.®® Ubikuitin hedeflenen protein substratlar1 iizerinde
polyubikuitin zincirleri olusturan proteolitik bir saperondur. Polyubikuitin protein
substratlarin1 bir proteolitik organel olan 26-S proteozoma yo6nlendirir. Lizozomal
bozunma ve membran-lipoperoksidasyon enzimi 15-lipoksijenaz (15-LOX) ooplazmada
mitokondrial bozulmaya katki saglar. Dollenmeden 6nce sperm mtDNA'sinin elimine
edilmesi ve erken embriyolarda sperm mitokondrisinin diizensiz dagilimi gibi iki

mekanizma insanlarda maternal kalittmda rol oynar. Yardimci iireme teknikleri
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gerceklestirildiginde iki noktaya dikkat edilmelidir. Ilki mtDNA'nin dengesiz
dagilimindan kaynaklanan konsantre etkileri nedeniyle paternal mtDNA'nin etkisi goz
ard1 edilemez. Bir miyopati hastasinin kas mtDNA'sinin %90'ninin paternal mtDNA
oldugu bildirilmistir. Ikincisi ise embriyoya gonderilen paternal mtDNA orani
arttirtlabilir.®” Bununla beraber ICSI sonrasi parental kalitimimn olduguna dair bir kamt
belgelenmemistir.%
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2.6. Mitokondri i¢ Dinamikleri

Dinamik organeller gibi mitokondride siirekli olarak hiicresel degisikliklere uyum
saglamak i¢in fizyon ve flizyon gegirir. Mitokondriyal fizyon hasarli mitokondrinin
ayrismasina izin verirken ayni zamanda yeni bir mitokondride olusturur, buna karsilik
mitokondriyal fiizyon ise fonksiyonel kusurlar1 telafi etmek ve mitokondriler arasinda
materyal degisimine izin vererek tiibiller ya da uzamis bir mitokondri olusturur.”
Mitokondrideki fiizyon ve fizyon mitokondri biitiinligiiniin korunmasi, mtDNA ve
protein kalitesini korumak icin gereklidir.”* Mitokondriyal dinamiklerle ilgili ilk ¢alisma
1915 yilinda yapildi. 19901 yillara kadar mitokondri yapisiyla ilgili bir¢ok ¢alisma
transmisyon elektron mikroskobuyla gozlenmistir.”? Istk mikroskobunun ve in vivo
floresan isaretleyicilerin 1990'lh yillarda gelismesi ile mitokondri dinamikleri canl
hiicrelerde gozlenmeye baglanmistir. Mitokondriyal dinamiklerle iligkili genlerin
ifadeleri ilk olarak Hales ve arkadaslari tarafindan 1997 yilinda Drosophila'da
tanimlanmis ve karakterize edilmistir.”

2.6.1. Mitokondriyal Fizyon

Mitokondriyal fizyon diger hiicre yapilarinin, sayisiz proteinlerin katildigi ve
diizenlemeye tabi tutuldugu karmasik bir islemdir. Bunlarin arasinda en 6nemlisi ise
DNMIL geninin bir iiriinii olan Drpl tarafindan gergeklestirilir. Dinamin ailesine ait
ancak GTPaz aktivitesine sahip bir protein olan Drpl, zar yapilarinin yeniden
yapilandirilmasim1 saglayan islemlerde gorevlidir. Sadece mitokondrinin degil ayni
zamanda peroksizomlarinda fizyonuna aracilik eder.”

Drpl proteini diger dinamin ailesi liyelerine benzer sekilde dort boliime sahiptir;
GTPaz (N terminalinde), orta (etki alani1), degisken (VD), ek B, GTPaz efektor bolgesi
(GED) (Sekil 2.3). GTPaz, orta ve GED bolgeleri diger dinamin ailesi iiyeleriyle ortak

olmasina karsin degisken bolge sadece Drpl'e 6zgiidiir. Merkezi alan dimer, tetramer ve
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yiiksek yapili Drpl olusumunda gorev alir. Drpl fizyolojik kosullar altinda en kii¢lik
fonksiyonel birimi olan dimerleri olusturur, daha yiiksek dereceli oligomerleri olusturmak
icin ise diger aminoasit rezidiileri ile etkilesime girer. GTPaz'in gérevi GTP hidrolizi iken,
GED bolgesi GTPaz alanina baglanir ve aktivitesini uyarir. Degisken alan sarmal
oligomerlerin ¢apini etkiler. In vitro ¢alismalarda degisken alanin tiimden silinmesi ile
Drpl'in ¢apmin 250 nm'den daha fazla oldugu, degisken alanin oldugu fakat B eki
olmadiginda spirallerin ¢apinin 200 nm'nin altinda oldugu B eki oldugunda ise 100
nm'nin altia diistiigli goriilmiistiir. B ekinin varliinin GTP1 GTPaz aktivitesini inhibe
ettigi gozlenmistir. Degisken alan Drpl'in oligomerizasyonunun diizenlenmesini, ayni
zamanda mitokondri yiizeyindeki dogru geometriyi almasini ve sonraki siiregte
pargalanmaya yol acan zarlarin sikilastirilmasim saglar.” '

DNMIL gen iiriinii olan Drpl 21 ekzondan 3 ekzonda (ekzon 3,16,17) altrernatif
eklemeye tabi tutulur. Ekzon 3 GTPaz bolgesinin bir kismini kodlar, ekzon 16,17 ise B
ekindeki bolgeyi kodlar. Bu eklemeler gesitli izoformlarin olusmasini saglar. Ornegin
izoform 2 hem mitokondriyle hemde mikrotiibiillerle etkilesime girebilir. Bazi
caligmalara gore Drpl'in farkli izoformlar1 arasinda heterooligomerler olusabildigi ve
bununda spiral yapinin boyutunun sekillenmesini saglayabildigi gosterilmistir. Drpl'deki
bu alternatiflerin varligi hiicre tipine gore degisir ve proteinin hiicredeki yerindede
farkliliklar olur. Farelerde yapilan bir ¢alismada beyindeki ve bobrekteki gen ekspresyon
orneklerinin farkli oldugu ve farkli fonksiyonlarinin oldugu gériilmiistiir.”” Drp
izoformlarmin boyutu yaklasik 80 kda ve 699 ila 749 aminoasit araligindadir.’®

Drpl proteini aktivitesini, yerini ve dinamikleri etkileyen post-translasyonel
modifikasyonlar gecirir. Bu modifikasyonlar fosforilasyon, sumolasyon, ubikutinasyon
ve S-nitrosilasyondur. Serin 616'nin sikline bagimli B1 kinaz 1 (cdk1) ile fosforilasyonu

organelin hiicrelere esit dagildigi mitoz sirasinda mitokondriyal fizyona neden olan
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Drpl'in aktivasyonuna neden olur. Oksidatif stres altinda Cd protein kinazi1 (PKC3J) aktive
olur, fosforilasyona yol agar, mitokondrinin pargalanmasina ve anormal ¢alismasina
neden olarak beyin hasarina yol agar. Serin 637'nin fosforilasyonu protein ROCK1 ve
AMPK ile olur. ROCKI1 hiperglisemi sirasinda aktive olur, Drpl'in aktivasyonuna neden
olarak mitokondrayal fizyona yol acar ve sonugta diyabetik nefropatiye neden olur.
AMPK AMP-aktive edilmis protein kinaz) araciligiyla Drp1 fosforilasyonu ise metabolik
stres altinda pankreatik B hiicrelerinin isleyisini gelistirmek i¢in mitokondriyal fizyonu
inhibe eder. Bu davranistaki farkliliklar hiicre tipi, yas, Drpl'in konumu gibi durumlara
bagli olabilir.”

Sumolasyon proteine SUMO ekleme islemidir. SUMO (small ubiquitin-like
modifier) ubikuitin ailesine aittir ve kovalent enzimleri E1, E2 ve E3 ligazdir. SUMO i¢in
E3 ligaz proteini MAPL (mitokondriye bagli protein ligaz)dir. Apoptoz sirasinda
proapoptotik Bax/Bak proteinlerindeki seviyenin artmasiyla Drpl MAPL'ye gelir ve
Drpl 'in mitokondriye baglanmasina ve fizyon aktivasyonuna yol agar. Drpliin
baglanmamasint ise SenP3 ve SenP5 sistein proteazlart saglar. Drpl'in SenP5 ile
parcalanmasi mitoz sirasinda mitokondriyal fizyonu kolaylastirir. SenP3 proteazi
hiicresel stres altinda Drp1 aktivitesini diizenler.®

Ubikutinasyon substrat proteinine ubikuitin ekleme islemidir. MARCHS5/MITOL
mitokondri lizerinde mutasyona ugramis, yanls katlanmis yada hasar gormiis proteinlerin
ubikutinasyonunda gorevlidir ve fizyon siirecini diizenler. Parkin proteinin ise Drpl'i
proteozomal bozulmaya gétiirerek Drp1 seviyesini kontrol ettigi ileri siiriilmektedir.5!

S-nitrosilasyon nitrik oksidin (NO) -SH sistein grubuyla reaksiyonundan ortaya
cikar. Drpl'in GED alaninda gergeklesir. NO sinyal molekiiliiniin fazlalig1 mitokondrial

fizyona sebep olarak dzellikle sinir hiicrelerinde olumsuz etkiye neden olur.®2
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Distaki mitokondrial zarda Drpl ile dogrudan etkilesime giren, Drpl'in fizyon
bolgelerine alinmasinda ve fizyon isleminde gorev alan ¢esitli proteinler vardir. Bunlar;
mitokondrial fizyon faktorii (Mff),fizyon faktorii 1 (Fisl), 49/51 kda mitokondrial
boliinme proteinleridir (MiD49 ve MIiD51).8% Mitokondrial fizyonda Drp1 aktivitesi igin
en onemli reseptor Mff'dir. Bu proteinler dis mitokondrial membran proteinleridirler.
MID49 ve MID51 karboksi terminal alanlar1 ile halkalar olusturarak aktif olmayan Drpl'e
baglanmasimdan ve GTPaz aktivasyonunun inhibe edilmesinden sorumludurlar.8*

Mitokonriyal bilesenlere ek olarak endoplazmik retikulum ve aktin hiicre
iskeletide mitokondriyal fizyonda rol oynar. Endoplazmik retikulum (ER) tiibiilleri
cevreler ve Drpl'in mitokondriye alinmasindan 6nce mitokondriyal tiibiilleri sikilastirir.
Organeller arasi arayiizde ER ile ilgkili formin, INF2 aktin polimerizasyonunu
kolaylastirir ve aktin hiicre iskeletinin kiigiik pargalarini olusturur. Cortactin, Cofilin
veARP2/3 gibi diger aktin diizenleyici proteinler mitokondri ve fizyonla iliskilidir.'®
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Sekil 2.3.Drp1 proteinin temel bilesenleri ve modifikasyonlarmin gosterimi®®

2.6.2. Mitokondriyal Fiizyon
Iki veya daha fazla mitokondrinin bir araya gelerek biiyiikk bir mitokondri

olusturmasi anlamina gelen mitokondriyal fiizyon iki bagimsiz i¢ ve dig membranin uyum
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icerisinde kaynasmasiyla gerceklesen karmasik bir siirectir.?® Mitokondriyal fiizyon
mtDNA kaybini onleyerek maksimum ATP iiretimini kolastirmayr saglamakla birlikte
saglikli ve hatal1 mitokondrilerin organel i¢eriginin karismasini saglayarak mitokondriyal
yeni bir igerik olusturur.®’

[k olarak Drosophila melanogaster'de kesfedilen mitokondriyal fiizyon proteini
Fzo proteinidir. Fzo proteinin memelilerdeki homologu ise Mitofiisin 1 ve Mitofiisin 2
(Mfn1 ve Mfn2) proteinleridir.”* Mfnlve Mfn2 ubikuitin transmembran GTPaz ailesine
ait dis mitokondriyal membran fiizyonu gerceklestiren proteinlerdir. Insan Mfnl (741
aminoasit) kromozom 3 ve 18 ekzonlu (3g26.33) ve Mfn2 (757 aminoasit) kromozom 1
(1936.22) 20 ekzonludur. Mfnl ve Mfn2 %80 benzerdir ve ayni1 fonksiyonel domainleri
paylasirlar. Bu iki protein ortak olarak herbiri GTP'nin baglanmasi ve hidrolize
edilmesinde 6nemli fonksiyon oynayan amino-terminal GTPaz alani, iki sarmal heptat
tekrar1 domain olan HR1 ve HR2 ve dis mitokondriyal membrana tutunmasini saglayan
iki pargali karboksi terminal transmembran alani igerir (Sekil 2.4 ). Hem HR2 hem de
GTPaz alani hiicre stoplazmasina dogru uzanti yaparlar. HR2, iki bitisik mitokondriyi
trans, anti-paralel, dimerik olusturarak baglayan homotipik ve heterotipik
oligomerizasyona aracilik ederek dig zarlarin birbirleriyle baglanti kurmasini saglar.
Sadece Mfn2'i protein protein etkilesimine katilan prolinde zengin bdlge bulunur.8

Mitn aracili flizyonu agiklamak i¢in yapilan son calismalarda siyanobakterilerde
Mfn'nin  homologu olan dinamin benzeri protein (BDLP)'nin kriyomikroskopi
rekonstriiksiyonu yapilmistir. GTP'nin varliginda lipit ¢ift tabakanin asir1 egriligini
tetikler ve yapisimi gegici olarak degistirir. BDLP'nin cis oligomerizasyonu ile iki
lipozomu birbirine baglamak i¢in ince bir tiip olusturulur ve lipit ¢ift katman zorlanilir.

Mfnl ve Mfn2'deki %20'ik farkliliga ragmen BDLP gibi cis oligomerler olusturarak

fliizyon islemini gerceklestirdikleri varsayilmaktadir.?° Son calismalar oksidatif stresin
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cis-Mfn oligomer olusumunu indiikkleyerek mitokondriyal flizyon olusumunu
gergeklestirdigini gostermistir.*

Mfnl ve Mfn2 'nin yapisi transkripsiyon ve transkripsiyon sonrasi mekanizmalar
ile diizenlenir. Ubikutilasyon ve fosforilasyonla diizenlenen proteozom aracili
bozulmayla elimine edilirler.®* Mfn2 ER stresini ve insiilin direncini diizenler. Mfn2'nin
bir diger 6zelligi, apoptotik Bcl-2 proteinleri, proapoptotik Bax ve muhtemelen Bak ile
etkilesime girmesidir.”> Mfn2 genindeki mutasyonlar otosomal dominat kalitim gosteren
Charcot-Marie-Tooth 2A gibi norddejeneratif hasataliklara neden olabilmektedir.
Oksidatif metabolizma, hiicre 6liimii, hiicre dongiisii, aksonem taginmasinda da roller
tistlenmekte ve ayrica obezite, diabet, diiz kaslarin gelisimindeki anormalliklerde genin
ekspresyonu azalmaktadir.®® Mfn2'nin kayb1 dogum sonrasi fare dliimiine yol acar ve

serebellar atrofiyi tetikleyerek hareket ve dengede ciddi kusurlara neden olur.%*
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Sekil 2.4. Mfn2 proteinin temel bilesenleri®®

2.7. Erkek Infertilitesi ve Nedenleri

Infertilite tipik olarak bir yillik diizenli ve korunmasiz cinsel iliskiden sonra gebe
kalamama olarak tanimlanmaktadir. Ciftlerin %15-20'sini etkiler. Vakalarin %30'unda
tek faktor erkek iken %20'sinde ise kadin faktorii ile birliktedir. Erkek kisirlik vakalarinin

%30-40"1nda higbir neden belirtilmemistir.%® %
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Infertilite nedeniyle basvuran hastalarin oykiisii, fiziksel muayenesi, endokrin
degerlendirilmesi ve semen analizi yapilmalidir. Hasta dykiisiinde; hasta ve esinin yasi,
erkegin ve esinin iireme Oykiisii, cinsel uygulamalar, cinsel islev, pediatrik Oykii
(kriptorsidizm, hipospadians, testis torsiyonu, kabakulak orsiti), gelisme (ergenlik yasi),
onceki cerrahi uygulamalar (skrotum, kasik bolgesi, karin, prostat, mesane), genital
(cinsel yolla bulasan enfeksiyon), iiriner (alt idrar yolu semptomlari, prostatit), alkol,
sigara, ¢evre ve yasam tarzi (1stya maruz kalma), ilag kullanimi, kanser oykdisi, tip
Oykiisii, aile Oykiisii (kisirlik, genetik hastalik) gibi 6nemli hususlar degerlendirilir.
Fiziksel muayenenin amaci ise penis anatomisi, Vvirilizasyon derecesi, testis epididim
ozellikleri, vas deferens varligi, varikosel varligt ve Onceki yapilan ameliyatlarin
goriilmesidir. Endokrin muayenede folikiil stimile edici hormon (FSH), testesteron,
luteinize edici hormon (LH) ve prolaktin seviyelerinin 6l¢iilmesi yapilir. Dogustan gelen
sendromlar, beyin tiimorleri, infiltratif hastaliklar ve ilaglar, travma, enfeksiyon gibi
nedenleri olan hipogonadotropik hipogonadizm, hipotalamik-hipofiz ekseninin normal
gonadal fonksiyonunu stimiile edememesinden kaynaklanir. FSH, LH, testesteron
seviyeleri diisiik, prolaktin seviyesi ise bu hastalikta normal veya yiiksektir. Bir erkek
hastada en 6nemli degerlendirme semen analizidir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO)'niin
belirledigi normal degerlere gore analizi yapilir. Ejekulatta 1 x 10%/mL'den yiiksek 16kosit
sayis1 bulunan hastalar igin idrar kiiltiirinde Chlamydia ve Gonore'nin varlig1 test edilir.®
Erkek infertilitesindeki etyolojik gruplar testislere gore pretestikiiler, testikiiler ve

posttestikiiler nedenler olarak siniflandirilmistir ve Tablo 2.1'de gosterilmistir.
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Tablo 2.1. infertilite nedenleri®®

Erkek

Siniflandirilmasi

Infertilitesindeki

Etyolojik

Gruplarin  Testislere Gore

Pretestikiiler Nedenler

Hiperprolaktinemi

Hipogonadotrofik hipogonadizm - Kallmann sendromu

o Farmakoloji
Testikiiler Nedenler

e Varikosel e Y kromozomu mikrodelesyonlari

e Kiriptorsidizm o Klinefelter sendromu

e Testis kanseri e Cevre

e Radyasyon o Enfeksiyon

o Kemoterapi veya farmakolojik e Yaralanma veya travm

o Genetik azospermi veya e Immotil silia sendromu
oligospermi (Kartagener Sendromu)

o Anti-sperm antikorlari

Posttestikiiler Nedenler

o Cinsel birlesme ile ilgili e Young sendromu

o Farmakolojik e Sinir hasar

e Retrograd bosalma e Omurilik yaralanmasi

e Vas deferensin konjenital o Retroperitoneal lenf nodu
bilateral yoklugu diseksiyonu

e Bosalma kanali tikanmasi veya e Sistemik hastalik

seminal vezikiil disfonksiyonu
vazektomi

e Vaz deferenslerde
veya latrojenik hasar

2.8. Yardimci Ureme Teknikleri

Infertilite problemini ¢ézmeye yonelik gelistirilen bircok teknigi igermektedir.

Tarihsel gelisimini inceleyecek olursak suni dolleme ile baslamistir.

1779'da

spermatozoanin ¢ekirdek ve sitoplazma icerdigini kanitlayan rahip Lazzoro Spallanzani

adli bir fizyolog tarafindan spermatozoanin doélleme i¢in 6nemi bir deney sonucunda
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gosterilmistir. Ik kez embriyonun sperm ve yumurtanin fiziksel temas sonucu gelistigi
saptanmustir. Bu kesif ile Spallanzani kopekleri suni olarak dollemistir. Suni déllemeden
in vitro fertilizasyona geg¢iste sperm hazirlama teknikleri gelistirilmis ve daha giivenli ve
saglikli intrauterin inseminasyonlar populer hale gelmistir. 1920-1930'larda hormonlarin
ireme ve gebelikteki 6nemi arastirilmistir ve 1940'larda sentetik hormon kullanilmaya
baslanilmistir.’® in vitro fertilizasyon ile ilgili yapilan ¢alismalarn ilki Prof. Walter
Heape'nin Cambridge Universitesin'de 1890'larda yaptig1 tavsan deneyindeki embriyo
transferidir. 1969'larin sonlarinda Edwars ve arkadaslar1 insan oositleriyle ilk basarili in
vitro fetilizasyonu gergeklestirmislerdir. 1978 yilinda ise Louise Joy Brown adinda
saglikli bir tiip bebek in vitro fertilizasyon sonucu diinyaya gelmistir.

Zamanla IVF tedavisinde farkli teknikler kullanilmaya baslanilmistir. Yardime1
iireme teknikleri; IUl (intrauterin inseminasyon), IVF (in vitro fertilizasyon), ICSI
(Intrastoplazmik sperm enjeksiyonu), GIFT(Intrafollop gamet transferi), ZIFT
(Intrafollop =zigot transferi), PZD (Parsiyel zona disksiyonu), SUZI (Subzonal
inseminasyon), TET (Tubal embriyo transferi) ve POST (Periyoneal oosit ve sperm
transferi) icerir.!% Hastanin yasi, infertilite etyolojisi gibi faktdrler gdz &niinde
bulundurularak hasta i¢in en uygun yontem belirlenir. Bu yontemlerden ilk ve en yaygin
olarak kullanilan ise in viro fertilizasyondur.1%2

2.8.1. in Vitro Fertilizasyon

Oosit ve spermin in vitro ortamda bir araya getirilerek fertilizasyonlarinin
saglanmas1 ve gelisen embriyolarin uterusa yerlestirilmesini igeren yardimci iireme
teknigidir. Tubal faktor, endometriozis, erkek faktorii, agiklanamayan infertilite ve
immunolojik infertilite gibi endikasyonlara sahiptir. Ovulasyon indiiksiyonu, 00sit
toplanmas1, oositin déllenmesi ve embriyo transferi asamalarindan olusmaktadir.'%

Ovulasyon indiiksiyonu i¢in ilag ve hormon tedavisi uygulanir. Oosit toplanmasi vajinal
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ultrasyonla yapilan yaklasik 15-20 dk siiren folikiil s1visinin aspire edilmesiyle yapilan
islemdir. Daha sonrasinda yumurtalar besiyerine alinir. Oosit dolleme igslemi standart
dolleme veya ICSI olarak gergeklestirilmektedir. Standart déllemede sperm numunesi
alinir, konsantrasyonu ve hareketliligi degerlendirilir. Bir kiiltiir kabmin igerisine
yumurtalar ve 50.000 hareketli sperm konularak inkiibatore yerlestirilir. 1992'de
Palermo'nun ICSI'yi kesfetmesiyle yeni bir donem baslamistir. ICSI erkek faktoriiniin
oldugu ve standart IVF'de yumurtalarin % 30'dan daha azinin dollenmesi durumlarinda
kullanilir. ICSI’de kullanilan spermler ejakulattan elde edilebilecegi gibi azospermik
bireylerde epididimisten (mikroskopik epididimal sperm aspirasyonu, perkutan
epididimal spermaspirasyonu seklinde) ya da testisten ( Testikiiler sperm aspirasyonu
(TESE)) elde edilebilir. ICSI tek bir spermin yumurta igerisine enjeksiyonunu igerir.
Dollenmeden sonraki sabah yumurtalar kontrol edilir ve iki pronukleuslu yumurtalar not
edilir. Bir kag saat igerisinde ¢ekirdekler birlesir ve embriyo boliinmeye baslar. Embriyo
transferi yumurta alimindan 3 veya 5 giin sonra embriyo transfer kateteri ile uterusa
yerlestirilir. 3. giinde kaliteli embriyolar 6 ila 8 hiicre arasindadir. 5. giinde ise blastosiste
doniismiistiir. Gebelik tahlili i¢in 12 giin beklenilir. Kanda f-hCG*nin yiikselmesi bunun
yaninda USG*‘de gestasyonel kese ve fetal kalp atisinin komfirmasyonu klinik gebelik

olarak kabul edilmektedir.04 105
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Etik Kurul Onay1

“Sperm Drpl ve Mfn2 protein miktarlarinin in vitro fertilizasyon basarisindaki
rolii ” adli calisma Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Aragtirmalar Etik Kurulunun karariyla etik kurallara uygun olduguna karar verilmistir.

3.2. Cahsma Populasyonu

Calismamizda 2015-2016 yillar1 arasinda Atatiirk Universitesi Kadin Hastaliklar
ve Dogum Klinigi Tiip Bebek Merkezi’ne ¢ocuk istegi nedeniyle basvuran 40 cift
retrospektif olarak incelendi ve 27 ila 42 yaslar arasinda bulunan erkek hastalar etik kurul
onay1 alindiktan sonra ¢alisma populasyonuna dahil edildi.

3.3. Orneklerin Temini

Semen Ornegi tiip bebek merkezine basvuran 40 hastadan hastalarin yasi, boy ve
kilolari, eslik eden bagka bir hastaligin olup olmadigs, kullanilan ilaglar sorgulandiktan
sonra hastalarin semen 6rnekleri steril genis agizli, toksik olmayan bir kap igerisine 3-5
giinliik cinsel perhiz sonrasinda alindu.

3.4. In Vitro Fertilizasyon

3.4.1. Oosit Toplama islemi

Oosit toplama islemi hCG dozundan 35-36 saat sonrasinda gerceklestirildi.
Toplama isleminin yapilacagi giiniin sabahi doku kiiltiir kabinin 1sitict tablas1 (IVF
Workstation L126), havalandirma sistemi ¢alistirilarak petri kab1 konuldu ve 37 °C'ye
ayarlandi. OPU islemi esnasinda oositlerin zarar gérmemesi i¢in 1s1klar kapatildi. Hasta
operasyon masasina dorsal litotomi pozisyonu verilerek yatirildi. Steril ortiiler ortiilerek
vajen ve vulva serum fizyolojik ile yikandi. Steril aspirasyon ignesi (Gynetics; Belgika)
guide icinden gegirilerek fornikse yonlendirildi. Aspire edilecek folikiil ultrasonografi

cihaziin ekranindan bakilarak ortalama (-150) mmHg basingla daha 6nceden isitilmis
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falcon tiip Falcon, BD Fransa) igerisine aspire edildi ve hemen bitisikteki embriyoloji
laboratuarina teslim edildi. Folikiil sivisi stereo diseksiyon mikroskobu (SZ 61 Olympus,
Japonya) kullanilarak incelendi ve oosit-kumulus kompleksi ayiklandi. 2 saat sonra G-
MOPS Plus (Vitrolife, Isve¢ AB) bulunan petri kabinin (Falco; ABD) degisik gdzlerine
dagitild1 ve hyaliironidaz igeren medyum (Hyase-10X, Vitrolife, Isve¢, AB) kullanilarak
oosit ¢evresindeki kumulus korona kompleksi mekanik ve enzimatik yolla uzaklastirildi.
ICSI i¢in hazirlanan oositler 37 °C‘deki inkiibatorde (Labotect C200) inkiibasyona
birakildi.

3.4.2. Semen Analizi Uygulamasi

Infertil erkeklerden mastiirbasyon yoluyla alman semen ornekleri 37 C%de
inkiibatorde (Labotect C200) 30 dk likefiye olmasi beklenildi. Daha sonra 6rnekler
spermiogram analizi i¢in alind1.

3.4.2.1. Spermiogram Analizi

Semen Ornegi makroskobik ve mikroskobik olarak incelendi. Semen Grnegi
makroskobik olarak; renk, koku, viskozite, likefaksiyon siiresi ve pH agisindan
degerlendirilirken mikroskobik olarak da motilite, morfoloji ve aglutinasyon yoniinden
degerlendirildi.

Makroskobik Degerlendirme

Likefaksiyondan hemen sonra semenin gézlenmesine baslanildi. Likefiye olma
siiresi 15-60 dakika arasindadir. Ornek pipetle dikkatlice gekilerek yercekiminin etkisiyle
damlamasi beklenildi ve viskozitesi 6l¢iildii.

O:Viskozite normal

+: Biraz artmis viskozite,

++: Orta derecede artmis viskozite,

+++: Cok artmis viskozite.
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Likefiye olmus normal bir semen homojen ve gri opelasan bir goriiniime sahiptir.
Semen hacmi steril pipetle yada enjektorle cekilerek dl¢iiliir. En az 1.5 ml olmalidir (DSO
2010).106

Mikroskobik Degerlendirme

Sperm konsantrasyonu ve motil sperm yiizdesi DSO Kriterlerine gore belirlenerek
faz kontrast mikroskobunda 20 pm derinliginde ve 200x liik biiyiitmede incelendi (Tablo
3.1). Konsantrasyonu ve motiliteyi hesaplamak i¢in Makler sayim kameras1 kullanildi.
Spermler hareketlerine gore derecelendirildi (+4:Hizli ileri hareketli, +3:Yavas ileri

hareketli, +2:Yerinde hareketli, +1:Hareketsiz) (DSO 2010).1%

Tablo 3.1. 2010 DSO kriterleri

Parametreler En diisiik referans deger
Semen voliimii (ml) 1.5(1.4-1.7)
Total sperm sayis1(10°) 39 (33-46)
Sperm konsantrasyonu (108 / ml) 15 (12-16)
Total motilite( PR+NP, %) 40 (38-42)
Progressive motilite (PR, %) 32 (31-34)
Vitalite(canli sperm, %) 58 (55-63)
Sperm morfolojisi(normal formlar, %) 4 (3.0-4.0)
Ph >7.2
Peroksidaz-pozitif 16kosit(10° per ml) <1.0

MAR testi (%) <50
Immunobead testi (%) <50
Seminal ¢inko (umol/ejakiilat) >2.4
Seminal fruktoz (umol/ejakiilat) >13

Seminal nétral glukozidaz (mU/ejakiilat) >20
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3.4.3. Spermin Hazirlanmasi

Sperm seleksiyon yontemi olan gradient yontemi uygulandi. Bu yontemde silica
partikiiller igeren mediumlar kullanildi. % 90'ik ve % 50'lik gradient soliisyonlar1
Spermgrad (Vitolife) ve G-IVF Plus (Vitrolife) kullanilarak hazirlandi. 1/1 oraninda
konulup tlizerine 3 ml semen 6rnegi konularak 2000 rpm'de 20 dk santrifiij (Eppendorf)
edildi. Sperm bulunan alt faz pipetle ¢ekilerek {izerine 2,5 ml yikama mediumu (G-1VF
Plus) (Vitrolife) konuldu ve 1800 rpm'de 10 dk santriftij (Eppendorf) edildi.Daha sonra
{list faz alind1 ve 6rnek ICST icin kullanilmak iizere 37 °C deki inkiibatore (Labotech C200)
kaldirildi.

3.4.4. 1CSI Islemi

ICSI islemi i¢in hazir olan oosit ve spermler belli bir diizende konulmus HEPES
tamponlu medyumdan (G-MOPS Plus) (Vitrolife) olusan damlaciklar igeren petri kabi
igerisine konuldu. Tutucu (holding) ve injeksiyon (ICSI) pipetleri (Sunlight) tutuculara
takilarak joy sticklerle uygun pozisyon almalart saglandi. ICSI pipeti ile bir sperm
kuyrugu kirilip hareketsiz hale getirilerek pipet icerisine ¢ekildi. Oositin kutup cisimcigi
saat 6 veye 12 hizasina getirildi. Tutucu pipetle tutulan oosit stoplazmasina ICSI pipeti
ile sperm birakild1 ve ICSI islemi tamamlamis oldu. ICSI islemi sonrasinda geri kalan
sperm ornegi ise analiz edilmek iizere azot tankina -196C° konuldu. ICSI sonras1 16-18.
saatler arasinda fertilizasyona bakildi. 2. ve 3. giinlerde embriyo kaliteleri takip edildi.

3.4.5. Embriyo Kalitesinin Degerlendirilmesi ve Embriyo Transferi

3. giin boliinmekte olan embriyolarin morfolojileri ve embriyolojik gelisim
durumlar1 gozlendi. Fragmentasyonu 6lgmek igin embriyo hayali olarak dort boliime
ayrild1 ve kapladigi alan tahmini olarak belirlenildi. Embriyo David K.Gardner'a gére dort

grade de degerlendirildi (Sekil 3.1).1%
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Grade 1 Embriyo: Bu embriyolar esit biiyiikliikte, simetrik blastomerlere
sahiptirler, fragmantasyon igermezler.

Grade 2 Embriyo: Esit biiyiiklikte olmayan blastomer igermekle birlikte az
miktarda (<%210) fregmantasyon igerirler.

Grade 3 Embriyo: Blastomerleri esit olmayip fragmantasyonlar1 fazladir (%10-

50).
Grade 4 Embriyo: Blastomerleri esit degildir ve fregmantasyonlart %50°den
fazladir.
A
Grade 1 —— Grade 2 -

Grade 3 —— Grade 4 P

Sekil 3.1. Embriyo siniflandirilmasi

3. gilin embriyolar transfer edildi ve 12 giin sonra B-hCG 6lgiildii. Gebelik i¢in -

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

3.5.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Ornekler ependorf tiipe (Eppendorf) konuldu. 5000 rpm'de 10 dk santrifiij
(Beckman Coulter Allegra X-30R) edildi. Herbirinin iizerine 100ul'lik %2'lik SDC
(Sodyum deoksikolat) eklendi. 3000 rpm'de 10 dk Tissue Lyser'a (TissuelLyser,
QIAGEN) konuldu. Siipernatant alinarak ependorf tiiplerine konuldu ve -80 °C’de
buzdolabinda (Sanyo Ultra Low) saklandi.

3.5.2. Spektrofotometre ile Protein Tayini

Bunun i¢in Bradfort yontemini kullandik. Bradfort yontemi Coomassie Brillant
Blue G-250'nin negatif yiikte olmasi ve pozitif yiiklii proteinlere baglanarak 465 nm ile
595 nm arasinda abzorbans gostermesi prensibine dayanir. 5 pl siipernatant iizerine 45ul
distile su konuldu ve vorteks (IKA MS3) yapildi. 50ul 6rnek ve 450 pl Bradford protein
assay reagent (Alfa Aesar) konularak iyi bir sekilde homojenizasyonu saglandi. ilk dnce
distile su daha sonra 6rnegimizden 200ul konularak mikrokiivette 595 nm'de Slgtimleri
yapildi. Ornekler 6lciilmeden 6nce BSA (Bovin serum albumin) ile yapilan standart
grafik sayesinde protein miktarlari hesaplandi.

SDS-PAGE (Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi)
Protokolii

% 4'liikk ytikleme jeli Hazirlanisi

Yiikleme jeli (% 4'liik) hazirlamak i¢in asagidaki karisim hazirlands;

Akrilamid soliisyonu 1,33 ml
4xStacking jel buffer 2,5ml
% 10 'luk SDS 0,1 ml
ddH20 6 ml

% 10'luk amonyum persiilfat 50ul
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TEMED 5ul
% 10'luk Ayirma Jeli

Ayirma jeli (% 10'luk) hazirlamak i¢in asagidaki karisim hazirlandi;

Akrilamid soliisyonu 5mi
4xResolving jel buffer 3,8 ml
% 10 'luk SDS 0,15 ml
ddHz20 6 ml
Amonyum persiilfat 75 ul
TEMED 5ul

Cok iyi temizlenmis lekelerinden arindirilmig iki cam arka arkaya konularak
birlestirildi ve diizenege yerlestirildi. Alttan sizint1 olmamasi i¢in distile su ile kontrol
edildi. Hazirlanan ayirma jeline en son TEMED (Bio-Rad) eklenerek camlarin arasina
hizli ve dikkatli bir sekilde dokiildi. Jelin diizgiin ve hava kabarcigi olusmasini
engellemek icin biitanol yavase¢a eklendi. 5-10 dk igerisinde donan jelin {izerine yiikleme
jeli ilave edildi. Dokiiler dokiilmez taraklar yerlestirilerek kuyularin olugmasi saglandi.
Geriye kalan yiiriitme tamponu dig havuza dolduruldu. Mikropipet yardimiyla kuyular
iyice temizlendi. 5ul sample buffer kuyucuga yiiklenerek jelin homojenligi ve yiiriitmeye
uygunlugu test edildi ve jel tabanina gelince yiiriitme durdurularak érneklerin yiiklenmesi
gerceklestirildi. Her kuyucuga 20 ul konularak 40 amperde 60 dk yiiriitiildi. Yiiriitme
siiresi bittikten sonra jel kaliplar1 vidalar gevsetilerek yerlerinden ¢ikartildi. Jelin {ist
kenarindaki kuyucuklar ve eger alt kenarinda kalip disina tasan ¢ikintilar varsa diizgiin
bir sekilde bistiiri ile kesildikten sonra jel par¢alanmamasina 6zen gosterilerek alindi.

3.5.3. Blotlama Basamagi

SDS (Sigma) jeli iizerinde molekiil agirliklarina gore ayrilan proteinler bu

basamakta membrana transfer edilmek iizere alindi. Bu islem Porablot PVDF
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(Polyvinylidene difluoride membrane) (Macherey-Nagel) kullanilarak gergeklestirildi.
Kurutma kagidi iizerindeki membran iizerine jel dikkatli bir sekilde konuldu. Uzerine
kurutma kagid1 yerlestirildi. Hava kabarcig1 kalmamasina dikkat edildi. Western blot i¢in
blotlamada TransBlot Turbo (Bio-Rad, ABD) cihazi kullanildi. 1,5 amperde 25 voltta 10
dk negatif yiiklii proteinlerin katottan (-) anoda (+) gegisi saglandi.

3.5.4. Bloklama Basamag

Bu basamak blotlama sonrasi protein baglanmayan bolgelerin ilgisiz proteinlerle
baglanmasiyla gerceklestirildi. Membran %3'lik BSA+%0,1'lik TBST'de ((3g BSA+100
ml), (1000 ml TBS+1 ml Tween 20)) 1saat oda sicakliginda bekletildi.

3.5.5. Birinci Antikor ile Muamele

Membran {iretici firmanin tavsiye ettigi oranda (1:250) Drpl (sc-32898 Lot # G
1912) ve Mfn2 (sc-100560 Lot A 0713) icin %3'liik BSA igerisine birincil antikorlar
konularak +4 C%de bir gece bekletildi. Membran beser dakika bes kez TBST (1000 ml
TBS+1 ml Tween 20) ile yikand.

3.5.6. Ikinci Antikor Ile Muamele

HRP konjuge edilmisikinci antikorlar Drpl (sc-2004 Lot # J2414) veMfn2 (sc-
2005 Lot # A1515) i¢in ayr1 ayri tavsiye edilen oranlarda hazirlanarak membran oda
sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. Membran beser dakika bes kez TBST (1000 ml
TBS+1 ml Tween 20) ile yikandi.

3.5.7. Goriintilleme Basamag

1 ml perox ve 1 ml enhanser (SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate Thermo Scientific) karisirildi ve membran iizerine konularak 5 dk beklenildi.
PVDF membran inkiibasyon sonrast ChemiDoc MP (Bio-Rad) ile kemiliiminesans

modda otomatik olarak goriintiilenmesi yapildi.
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Elde edilen blot goriintiileri ImageLab Ver.5.0 (Bio-Rad) dansitometrik analiz
programi ile degerlendirildi.

3.6. Istatistiksel Analizler

Veriler Windows SPSS 20 paket programi kullanilarak analiz edildi. Fertilizasyon
orani tiim déllenmis oosit yiizdesi olarak hesaplanmustir. lyi kaliteli embriyo oran1 grade
1 ve 2 embriyolarin tiim embriyolara boliimiiniin yiizdesi olarak hesaplanirken transplante
embriyo orani ise grade 1, 2, 3 embriyolarin tiim embriyolara boliimiiniin yiizdesi olarak
hesaplanmustir.

Pearson korelasyon katsayist IVF sonucu (fertilizasyon orani, transplante ve
iyiembriyo kalitesi orani) ile protein miktar parametreleri arasindaki iliskiyi analiz
etmekigin kullanildi. Point biserial korelasyon katsayist klinik gebelik orani ile protein
parametreleri arasindaki iliskiyi analiz etmek i¢in kullanildi. P degerinin 0.05'ten kiigiik
oldugu durumlar istatiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Dogrusal regresyon analizi (stepwise modeli) sperm protein miktar (goreceli
yogunluk) parametreleri ve IVF sonucu (fertilizasyon orani, transplante ve iyi embriyo
kalitesi oran1) arasindaki iliskiyi degerlendirmek i¢in kullanilmigtir. Klinik gebe ve gebe
olmayanlar ile protein miktarlarinin karsilagtirilmasi bagimsiz grup T testiyle yapilmistir.
Lojistik regresyon analizi protein miktar1 ile klinik gebe ve gebe olmayan arasindaki

iliskiyi degerlendirmek i¢in kullanildu.
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4. BULGULAR

4.1. Demografik Bulgular

Bu calismaya Atatiirk Universitesi Tiip Bebek Merkezine infertilite sikayetiyle
miiracaat eden 40 ¢ift dahil edildi ve bu hasta giftlerin demografik verileri Tablo 4.1.de
gosterildi. Veriler ortalama + standart sapma olarak rapor edildi.

Tablo 4.1. IVF tedavisine giren 40 ciftin demografik verileri. Degerler, ortalama

+ standart sapmadir.

PARAMETRELER

Kadin Verileri

Kadin yas (y1il) 31,4 +£5,2
Alan oosit (n) 7,2+4,1
M2 Oosit (n) 6,05 +£3,56
Déllenen Oosit (2PN) (n) 49 +3
Erkek Verileri

Erkek yas1 (yil) 34,8 £5,3
Semen Hacim (ml) 3+1,3
Sperm Konsantrayon (10%/ml) 76,9 £42
ProgresifMotilite (%) 63,2 +11,4
Fertilizasyon ve Laboratuvar Parametreleri
Fertilizasyon Oranmi (%) 68,9 £22,1
Transplante Edilebilir Embriyo Oram 81,2 +28,0
(%)

Iyi Embriyo Oram (%) 48,9 +£34,7

4.2. DRP1 ve MFN2'nin Goreceli Yogunluklar1 ile IVF Parametreleri
Arasindaki Korelasyon Analiz Bulgular:

Erkek hastalara ait Drpl ve Mfn2 protein seviyeleri ile IVF parametreleri
arasindaki korelasyon katsayilari ve P degerleri Tablo 4.2'de gosterildi. Yapilan
istatistiksel analiz bulgular1 dogrultusunda; Fertilizasyon tedavisi goren erkek hastalarin

sperm Drp 1 proteininin seviyeleri (goreceli yogunluk degeri) ile klinik gebelik orani,
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transplante edilebilir embriyo orani, fertilizayon orani ve iyi embriyo kalitesi orani
parametreleri arasinda korelasyon saptanmadi (p>0.05). Mfn2 proteinin miktari ile iyi
embriyo kalitesi parametrileri arasinda pozitif korelasyon saptanirken (rp,= 0,345*, p =
0.029), Mfn2 verileriyle fertilizasyon orani, transplante edilebilir embriyo orani ve klinik

gebelik orani parametreleri arasinda korelasyon gozlenmedi (p>0.05).

Tablo 4.2. Sperm Drp1 ve Mfn2 goreceli yogunluk parametrelerinin gesitli veriler

ile korelasyon analiz sonuglari.

Transplante  1yi Embriyo Klinik

Bagimsiz Fertilizasyon o o ]
Edilebilir Kalitesi Gebelik
Degisken Orani
Embriyo Oram Oram Oram
rp = 0,207 = 0,112 r=0.129 rpb=-0.136
DRP1
p = 0,200 p=0.493 p=0,426 p= 0433
rp =-0,058 = 0,105 rp= 0,345* rop=-0,170
MFNZ2
p=0,722 p=0,518 p =0.029 p=0,293
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4.004 r= 0.345* P=0.029

3.004

Mfn 2

1.004

.00

.00 ZEI.IEIEI 4D.IDD EU.IUU ED.ICID lEIE:.EIEI
iyi Embriyo Kalitesi Orani (%)

Sekil 4.1. Iyi Embriyo Kalitesi Oram ve Mfn2 Degeri arasindaki korelasyon.

4.3. DRP1 ve MFN2'nin Goreceli Yogunluklan ile IVVF Parametreleri
Arasindaki Regresyon Analiz Bulgular

Erkek hastalardan alinan sperm numunesine ait Mfn2 ve Drpl protein
miktarlariin goreceli yogunluk verileri ile transplante edilebilir embriyo orant,
fertilizasyon orani ve iyi embriyo kalitesi oran1 arasindaki iligkiyi test etmek i¢in ¢oklu

regresyon analizi stepwise modeli kullanildi (Tablo 4.3).

Istatiksel calisma bulgular1 kapsaminda sperm Mfn2 proteininin verileri ile sadece
1yi embriyo kalitesi degerleri arasinda pozitif korelasyon gbzlenmis (regresyon katsayisi:
20.258, p=0,029; Tablo 4.3) diger verilerle anlamli bir iligki gozlenmemistir (p>0.05). Bu
iliski i¢in dogrusal regresyon formiilii: Fertilizasyon Oran1 = 16.434+20.258*Mfn2

seklinde olup, diizeltilmis r kare degerinden elde edilen tahmin giicli %9.7 tiir. Bu model
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ile proteinlerimizin goéreceli yogunluk degerleri ile klinik gebelik oranlari arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmadig1 gosterildi (p>0.05). (Odds oran1 = 1.5 [%

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

Tablo 4.3. Mfn2 ve Drpl goreceli yogunluk parametreleri ile iyi embriyo kalitesi orani
regresyon iligkisinin anlamli oldugu model degerleri.

Regresyon
Katsayisinin
Bagimsiz Regresyon 95% Giiven
Degisken Aralig t Degeri P Degeri
Alt Ust
Smir  Smr
Sabit 14.357 47.225 1.080 0.298
Mfn 2 2.245 38.271 2.277 0.031

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

Protein Miktarlar1

Elde edilen bulgularin incelenmesi dahilinde Kklinik gebe ve gebe olmayan

gruplarinda sperm Drpl ve Mfn2 protein seviyeleri (sekil 1, 2, 3) agisindan istatistiksel

bir farklilik gézlenmemistir(p>0.05).

8,00
7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00

Klinik Gebe

Drpl

Gebe Olmayan

Sekil 4.2.Klinik gebe ve gebe olmayan gruplar arasinda sperm Drpl protein

miktari(ortalama+SEM)
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Mfn2

3,00
2,50

2,00

1,50
1,00

0,50

0,00

Klinik Gebe Gebe Olmayan

Sekil 4.3.Klinik gebe ve gebe olmayan gruplar arasinda sperm Mfn2 protein

miktari(ortalama+SEM)
P(+) P(-)
80 kDa—
—.-—-—--—-- DRP-1
80 kDa— oy
S S . N2
50 kDa— SRR SR S S R S S . _Tubulin

Sekil 4.4. Western blot analiz sonucu goriintiisii (P(+):gebe, P(-):gebe olmayan)
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5. TARTISMA

Infertilite, ireme yas grubundaki (18-45 yas) ciftlerin %10-15'ini etkilemektedir.
Saglikli bir ¢iftin bir ay sonunda gebe kalma olasilig1 %20-25, alt1 ay i¢inde %75 ve bir
yil icinde % 90 olarak belirtilmistir. Diinyada her on ¢iftten biri infertilite ile ilgili sorun
yasamaktadir. Ulkemizde evli ¢iftlerin %10-20'si infertiliteden etkilenmektedir ve
ciftlerin yaklasik %25'i bir yil icinde gebe kalamamaktadir.'® Yapilan arastirmalarda,
infertilitenin eslerin evlilik iligkilerini, duygusal durumlarini1 ve sosyal ve cinsel
yasamlarini etkiledigi belirtilmistir.2% Erkek infertilitesi kadm infertilitesi kadar
yaygindir vakalarin %50'sinde erkek faktorii bulunur ve yillar gectikge erkek infertilite
sikhiginda  artis  olmaktadir.!®  Infertilitesi olan c¢ogu erkek  hastada
oligoastenoteratozoospermi sendromu bulunur. Bu sendrom disinda erkek infertilitesi
olan hastalarin %40-75'inde gosterilebilir bir neden bulunamamustir ve bu hastalar normal
semen parametrelerine sahip idiyopatik infertilitesi olan hastalardr.!

Fertilite karmagik biyolojik reaksiyonlara baghdir. Bu reaksiyonlardaki
proteinlerin erkek ve disi fertilitesindeki kesin rolii belirsizdir. Erkek infertilitesinin 6nde
gelen nedenleri hala tam olarak anlasilamamis ve arastirmacilari sperm ile iligkili
proteinleri anlamaya itmistir.*> Fertil ve infertil sperm numunelerindeki proteinler
incelendiginde ekspresyonlarinda farkliliklar ortaya ¢ikmistir. Sperm proteinleri, sperm
morfolojisini, hareketliligini, akrozom olusumu, reaksiyonu, kapasitasyonun korunmasi
ve dollenmede anahtar rol oynamaktadirlar. Spermin verimliligini etkileyecek, fizyolojik
roliinii ortaya ¢ikaracak ve ayrica infertilite i¢in yeni tan1 yontemleri olusturacak sperm
proteinlerini tanimlamak icin daha fazla ¢aba harcanilmasi gerekmektedir. Western blot
hiicre ve dokulardaki spesifik proteinleri analiz etmemizi saglayan tekniktir. Bu teknik
sayesinde proteinlerin varligi, biiyiikliigli, konsantrasyonu ve gruplar arasindaki

konsantrasyon degisimleri 6lgiilebilmektedir.!*®
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Mitokondriyal flizyon ve fizyon, hiicre fonksiyonu ve hiicrenin hayatta kalmasini
saglayan, mitokondriyal igerik ve bilgi aligverisinde yer alan, hasarl1 mitokondiyi ortadan
kaldirabilen temel biyolojik siireglerdir. Mitokondriyal fisyon, hiicre sitoplamasinda
mitokondrilerin hasarli boliimlerini ayirmaya yardimer olarak mitofajiyi kolaylastirir ve
ayrica hiicre boliinmesi sirasinda yeni hiicrelere esit olarak ayrilmasi i¢in mitokondriyal
dagilimin1  kolaylastirir.'**  Mitofaji siirecinde, Drpl araciligiyla ayrilan hasarli
mitokondride mitokondriyal DNA mutasyonlari, agirt ROS iiretimi ve hatali katlanmis
protein birikimi membran potansiyelindeki azalmaya, bu azalmada dis mitokondriyal
membran {lizerinde Pink1'in birikmesine ve aktivasyonuna yol acar. Aktif Pink1, Parkin'i
sitozolden mitokondri mebranina lokalize olmasina ve Parkin aktivitesinin olusmasini
saglar.'’® Ayrica Pinkl Mfn2’nin fosforilize olmasini saglayarak hasar gormiis
mitokondrinin diger mitokondriler ile fiizyonunu engeller. Aktive olan Parkin Mfn1 ve 2
dahil olmak iizere dis membran proteinlerini ubikutinle isaretlenmesini saglar. Ubikutinle
isaretlenen mitokondri degradasyon yoluyla mitofajiye ugrar.!'® Fiizyon, mitokondrinin
protein igerigini tamamlamasini ve mtDNA onarimi igin igeriklerini birlestirmesini
saglayarak bu islevi yerine getirir.

Mitokondriyal flizyon ve fisyonun rolleri hiicresel fonksiyon igin gerekli
oldugundan, dengeli fiizyon / fizyon hiz1 kayb1 gibi anormallikler hiicresel fonksiyon
kaybina ve ilerki siirecte apoptotik 6liime neden olabilir.}** Dis mitokondriyal membran
flizyonuna Mfn 1ve Mfn2 aracilik ederken, mitokondriyal fizyon dinamin iligkili protein
(DRP1) tarafindan kontrol edilir. 1’ Drp’deki mutasyon anormal beyin gelisimi, optik
atrofi, laktik asidemi ve neonatal 6liimciil bir sendrom olan mikrosefaliye sebep olmustur.
Bu hastalarda mitokondrinin anormal uzamasi gosterilmis ,Drp'in arttigi bu sebeple
fizyonunda arttig1 ve fiizyonun azaldig1 goriilmiistiir.2? Wakabayashi ve ark. farede

yaptiklar1 ¢alismada Drpl'in knockout edilmesi sonucunda embriyolarin Gliimiiyle
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sonuglanmistir. Normal ATP seviyeleri 6l¢iilmiis, fibroblast peroksizomlarinda uzama
kaydedilmis, purkinje hiicrelerinin az miktarda dev mitokondri igerdigi ve
serebellumunda gelisimsel bozukluk izlenmistir.*'® Mitokondriyal dinamikler, cok sayida
korunmus biiyiik guanosin trifosfataz (GTPaz) ile diizenlenir. Mitofusinlerin ilk 6nce
Drosophila ve mayada mitokondri flizyon i¢in gerekli oldugu tanimlanmustir.
Memelilerde, fare nakavt modelleri fiizyondaki onemini gostermektedir. Mfnl veya
Mitn2'de eksik olan fare embriyonik fibroblastlar1 (MEF'ler), vahsi tip (WT) hiicrelerde
gbzlenen tiibiiler ve birbirine bagli mitokondriyal aga kiyasla yiiksek oranda parcalanmis
mitokondri ortaya koyar. Drpl fonksiyonunun inhibisyonu, hatali mitokondri fisyonu ve
asir1 kaynasmis mitokondriyal agmn olusumu ile sonuglamir.!'® Veriler Mfn2'nin
azaldiginda apoptozu tesvik ettigi, mitokondriayal metabolizmanin gelismesini
engelledigini, hiicresel aktivite ve mitokondri membran potansiyelini bozdugunu,
embriyolojik gelisimde bozukluga yol agtigin1 gdstermistir.'?C,

Canli hiicre goriintilleme alanindaki gelismeler, mitokondri ve mitokondri aginin
dinamik davranigini ortaya koydu. Homeostazi korumak i¢in bu organeller siirekli
boliinen ve kaynayan uzun tiibiiller olusturur. Bu morfoloji, zit iki islem arasindaki
dengenin sonucudur: fiizyon ve fisyon. Bu denge bozuldugunda, mitokondri karakteristik
bigimlerini kaybeder. Dolayisiyla, eger mitokondri fiizyonu azalirsa, mitokondri dengesiz
fisyon nedeniyle pargalanir. Tersine, eger mitokondri fisyonu azalirsa, mitokondri uzamis
ve dengesiz fiizyon nedeniyle asir1 derecede baglantili hale gelir.!'® Conca Dioguardi ve
ark. farede yaptiklari ¢alismada Drpl ve Opal genlerinin knockdown edilmesi mitokondi
kristalarinda bal pete§ine benzeyen bir goriintii olusturdugunu gozlemlemeleri Drpl in
mitokondri morfolojisindeki 6nemini gdstermektedir.!?! Hiicrelerin béoliinmesinde,

mitokondri muhtemelen boliinme i¢in enerji saglamak lizere G1-S agamalar1 boyunca
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kaynasma egilimindedir ve yeni hiicrelere dagilmasini saglamak i¢in muhtemelen mitoz
oncesi boliinme yapar.'?2

Bir fosfolipaz D protein siiper ailesi iiyesi olan mitoPLD mitofusin,spermatogenez
sirasinda nuage olusumu ve piRNA Dbiyosentezine katilir. Farelerde mitoPLD,
mitokondrinin yanlis konumlanmasina ve erkek kisirligina neden olur. MitoPLD nin asiri
ekspresyonu mitokondrinin toplanmasina neden olur ve mitokondriyal par¢alanma ile
sonuglanan fizyonu azaltir.!®® MitoPLD ile iliskili piRNAlarin ise fiizyon fizyon
homeastazinin mitokondriyal diizenleyicisi oldugu nuage olusumu ve mayotik ilerlemede
gerekli oldugu belirtilmistir. Birgok hayvan tiiriiniin 6zellikle erkek germ hiicrelerinde
ifade edilen piRNA’lar protein kodlayan genlerin post transkripsiyonel diizenlenmesinde
rol alirlar.*?* Long Cui ve ark. yaptiklar1 ¢alismada piRNA larim diisiik sperm say1s1 ve
bozulmus spermatogenez ile iliskili oldugu ve infertil erkeklerde daha diisiik seviyede
eksprese oldugu bildirilmistir.?® Yapilan bu ¢alisma mitokondriyal dinamiklerin piRNA
ve sayisiz proteinlerle iliskili karmasik bir yapi oldugunu ve ayrica mitokondriyal
dinamiklerin fertilizasyon ve spermatogezde rol aldigina dair dnemli bir gostergedir.

Yaptigimiz calismada Western blot analizi ¢ercevesinde Drpl ile fertilizasyon
orani, transplante edilebilir embriyo orani, iyi embriyo kalitesi oran1 ve klinik gebelik
oran1 arasinda korelasyon gozlenmemigtir. Mfn2 proteini ile fertlizasyon orani,
transplante edilebilir embriyo orani, klinik gebelik orani arasinda korelasyon
gozlenmezken iyi embriyo kalitesi oraninda pozitif korelasyon gozlenmistir
(rp=0.345,p=0.029). Spermde Mfn2 protein miktar1 ile fertilizasyon orani arasindaki
iliskiyi ortaya koyan dogrusal regresyon formiilii tahmin giiclinii % 9.7 olup regresyon
katsayis1 20.258'dir.

Mitokondriyal dinamiklerin sperm Xkalitesi tizerine literatiirde ¢ok az bilgi

bulunmasina ragmen mitokondri ve sperm kalitesi iligkisi tizerine bir¢ok ¢alisma vardir.
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Sperm mitokondri yapisindaki bozukluklar sperm motilitesinde azalmaya sebep olduguna
dair ¢alismalar 1995'te Mundy ve ark. ve 2011'de Pelliccione ve ark. tarafindan tespit
edilmistir. Jodar ve ark nin asthenozoospermik Orneklerde yaptiklar1 mtRNA ve
mitokondriyal protein c¢alismalar1 mitokondri ile sperm fonksiyonunu ve erkek
infertilitesini iliskilendirmistir. 2006'da Cordoba ve ark. 2011'de ise Ramio-Lluch ve ark.
nin yaban domuz spermi lizerine yaptiklar1 calismalarda mitokondriyal islevselligin
sperm kapasitasyonu i¢in gerekli oldugu ve kapasitasyon sirasinda oksijen tiiketiminin
yiiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir.!® Drpl Drosophila'da calisilmis olmasina
ragmen insan ve memeli spermlerinde ¢alisiilmamistir. Aldridge ve ark. Drosophila
Melanogaster (meyve sinegi)’de yaptiklari ¢galismada Drp1 yoklugunda fiizyonun baskin
oldugu, Drpl'in spermatogenezde mitokondriyal morfoloji i¢in gerekli oldugu ve Drpl
aracilt mitokondriyal fizyon basarisizliginda mutant primer spermler ve birbirine bagl
mitokondriyal y1§in olustugu gézlemislerdir.!?®® Calismamizda insan sperminde Drpl'in
miktarlari 6l¢iilen literatiirde ki ilk calismadir. Meyve sineginde DRP1 yoklugunun sperm
mitokondri saglig1 iizerine olumsuz etkili oldugu tespit edilmesine ragmen, ¢alismamizda
DRP 1 seviyelerinin IVF ¢iktilar iizerine etkisinin olmadigini tespit ettik ve dolasiyla
erkek infertilitesinde insan sperm kalitesi {izerine etkisinin olmadigini diistinmekteyiz.
Mevcut ¢aligmada spermde Mfn2’nin artmasi embriyo kalitesini iyilestirmistir.
Literatiirdeki c¢alismalarda mevcut c¢alismay1 destekler niteliktedir. Zhang ve ark.
farelerde in vivo ve in vitro modeller iceren ¢alismasinda diger bir fiizyon proteini olan
Mifnl mutasyonlar1 spermatogenez sirasinda germ hiicre olgunlasmasinin bozulmasina
yol acabildigi ve mitokondriyal morfolojide ciddi kusurlara neden oldugunu
gostermislerdir.!?® Hwa ve ark. Mfn2 nin Drosophila da homologu olan Fzo geninde
yaptiklar1 ¢alismada Fzo geninin spermatogenez sirasinda eksprese edildigi ve ayni

zamanda embriyogenez sirasindada genis 6l¢iide eksprese edildigi farkli mekanizmalarin
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kontrolii altinda olduklar1 bildirilmistir.'?’ Ramio- Liuch ve ark. domuz sperminde
yaptiklar1 ¢alismalar sonucu kapasitasyon ve akrozom reaksiyonunda Mfn2 nin rol
oynadigini, mitokondri ve mitokondri sayisindaki degisiklikler gibi karmasik siireglerin
tespit edilmesinin yardime1 iireme tekniklerinde 6zel bir oneme sahip olabilecegini ifade
etmistir.’®® En son 2018'de insan sperminde yapilan bir galismada ise Fang ve ark
normozoospermi ve astenozoospermi gruplar1 arasinda Mfn2 ekspresyon diizeyleri
karsilastirilmis ve normozoospermili hastalarda Mfn2 seviyesi yiiksek ¢ikmistir.
Sonuglar, mitofusin 2'nin ekspresyon seviyesinin, insan sperminin motilitesi ve
kriyoprotektif potansiyelleri ile iliskili oldugunu gostermistir.’ Calismamizda Mfn2
protein seviyelerinin fertilizasyon oranini etkilememesi fertilizasyon oranlarinin embriyo
kalitesiyle ilgkisinin olmadigini gostermektedir. Bizim sonuglarimiza benzer sekilde,
Yoeli ve ark. 177 hasta iizerinde yaptiklar1 arasgtirmada intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu ile elde edilen artan fertilizasyon oranlarinin embriyo kalitesini
etkilemedigini tespit etmistirler.1?® Ozellikle sperm Mfn2 degerlerinin embriyo Kalitesini
giiclii bir sekilde etkilemesine ragmen, bu degerin gebeligin olugmasin etkilememesi,
gebelikte maternal endometriumda gebeligi engelleyici molekiiler patolojik
mekanizmalar ve maternal hormon seviyeleri gibi bir¢ok faktoriin devreye girmesi ile

agiklanabilir.
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6. SONUC VE ONERILER

In vitro fertilizasyon basarisina sperm Drpl ve Mfn2 protein miktarlarin
etkisinin aragtirdigimiz bu ¢alisma literatiirde ilk olmas1 acisindan degerlidir. Calismamiz
IVF c¢iktilar1 olan fertilizasyon orani, embriyo kalitesi ve gebelik oranlari iizerine
spermdeki bu proteinlerin varliginin ve fonksiyonun anlasilmasina katki saglamstir.

Sonu¢ olarak sperm Mfn2 degerlerindeki artisin IVF tedavisi alan giftlerde
embriyo kalitesini dnemli bir sekilde etkiledigi ve dolayli olarakta gebeligi olumlu yonde
etkileyebilecegi bulundu. Yeni yapilacak calismalarla sperm kalitesi lizerine Mfn2 ve
mitokondriyal flizyonun molekiiler iligkilerinin aydinlatilarak infertilite tedavisine yeni
yaklagimlar getirilebilir. Mitokondriyal dinamikteki diger proteinlerinde Mfn2 ve Drpl
proteinleri ile beraber ¢aligilmasi etkilerinin anlagilmasinda ve karmasik bir siire¢ ve yapi

olan mitokondriyal dinamiklerin ¢6ziimlenmesinde bizlere yardimci olacaktir.
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ARASTIRMACININ ACIK ADI Sperl.n Drp 1 ve Mfn 2 pro.tem Plktarlarlnun in vitro
fertilizasyon basanisindaki rolii
Toplant1 Sayisi: 7 Karar No: 06 | Tarih: 16.10.2015

E Yukarida bilgileri verilen bagvuru dosyast ile ilgili belgeler aragtirmanin/galigmanin gerekge, amag, yaklagim ve

= ybntemleri dikkate alinarak incelenmis ve galigmanin biltgesinin Kendisi tarafindan karsilanmasi kosulu ile

5 yapilmasinda bilimsel ve etik agidan sakinca olmadiina oy birligi ile karar verildi.

d Klinik Arastirmalar Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan aragtirmalar/galiymalar igin Tiirkiye ilag ve

- Tibbi Cihaz Kurumu’ndan izin ahnmasi gerekmektedir.

Aragtirmaciya ¢aligmalarinda basarilar dileriz.
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